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RESUMEN

En el presente estudio, se planted determinar la efectividad antagonica de
Trichoderma sp. T2-11 y T. asperellum T2-31, sobre Fusarium oxysporum en cultivos duales
y el efecto del extracto metabdlico de T. asperellum T2-31 sobre la capacidad reproductiva del
fitopatdgeno. La capacidad antagonica se midi6 considerando los criterios de Bell et al. (1982)
y el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial se determiné con la formula de Samaniego
et al., (1989). A los 14 dias de confrontamiento, la cepa T2-31 inhibi¢ el crecimiento radial en
gun 86.5%, mientras que la cepa T2-11 un 69.8%. Los dias a contacto entre las dos especies
de Trichoderma y F. oxysporum se presentd a los tres dias. De acuerdo a la clasificacién de
Bell et al., (1982), se ubicaron a las dos especies en la escala 2, donde T2-31 y T2-11
cubrieron dos tercios de la superficie del medio. A concentraciones de 75 y 100% del extracto
metabolico de T. asperellum T2-31 se logrd inhibir el crecimiento micelial en un 26.08% y
29.76% respectivamente. La formacion de los conidios se ve reducida en un 59.82% al 100%
del extracto, en tanto que al 25% de concentracion solo se reduce un 27.87%. La germinacién
de los conidios se redujo de forma gradual por las diferentes concentraciones del extracto y el
porcentaje de germinacion de los conidios oscilo entre un 55 y 82.5%. Trichoderma
asperellum T2-31 produjo enzimas y metabolitos secundarios en fermentacion liquida, los
cuales reducen la capacidad reproductiva de F. oxysporum, disminuyendo el crecimiento

micelial, la esporulacion e inhibiéndose la germinacion de los conidios.

Palabras clave: Extractos metabolicos, antagonismo, antibiosis, capacidad reproductiva,

Trichoderma sp. T2-11, T. asperellum T2-31, Fusarium oxysporum.



INTRODUCCION

La produccion de chile a escala mundial se localiza principalmente en China, México,
Turquia, Espafa, Estados Unidos, Nigeria e Indonesia (SNITT, 2003). Durante el afio 2011 en
México se sembro6 una superficie total de 152,742.37 hectéreas, de las cuales se obtuvieron 2,
131,739.73 toneladas de chile verde (SIAP, 2011). Con facilidad podria pensarse que México
es el principal productor mundial, ya que posee la mayor variedad genética del genero
Capsicum, sin embargo no es asi, ocupa el segundo lugar después de China debido a los bajos
rendimientos que registra, que oscilan alrededor de 10 ton/ha (SNITT, 2003). Esta
disminucion de la produccion es consecuencia de diversos factores, entre los que destacan
climaticos, edaficos, insectos y enfermedades. Una de las enfermedades mas comunes en la
zona Norte-Centro de México es la pudricion de la raiz. La mortalidad de plantas en parcelas
experimentales, ha sido estimada entre un 26 y 40% en variedades de chile mirasol y ancho
respectivamente (Veldsquez et al., 2000). Los agentes causales de esta enfermedad pertenecen
a hongos de los géneros; Fusarium, Rhizoctonia, Phytophthora, Verticillium y Pythium, con
frecuencia de aislamiento de 34.1, 31.6, 14.1, 2.5 y 1.0 % respectivamente (Velasquez et al.,
2001).

El método de control mas empleado contra la secadera del chile es el quimico, pero su
uso es cuestionado por muchos debido a que al utilizarlo constantemente puede provocar
resistencia del hongo, ademas pueden causar dafios en la salud humana y ocasionar
contaminacion en el ambiente. En la actualidad la produccion agropecuaria se enfoca a una
agricultura sostenible, donde se optimicen los recursos naturales, se use la menor cantidad de
productos quimicos y se potencialice el uso de productos microbianos y hasta donde sea
posible se realice una agricultura orgénica, donde los microorganismos juegan un papel

importante en el esquema de la produccién.

Existe un grupo importante de hongos y bacterias que presentan efectos antagénicos
sobre otros microorganismos, esta accion puede ser aprovechada como una forma de control
bioldgico de patdgenos vegetales (Orietta et al., 2001). Dentro del grupo de los hongos

antagonicos se encuentra el género Trichoderma, las especies de este hongo son las mas



estudiadas y utilizadas en todo el mundo, como agentes de control bioldgico de fitopatdgenos.
La exitosa capacidad antagonica de Trichoderma spp. sobre hongos fitopatdgenos esta dada
por sus variados modos de accidn, tales como el micoparasitismo, la excrecion de enzimas
liticas (Schirmbock et al., 1994), la competencia en la rizosfera por espacio y nutrientes
(Howell, 2003), la promocién en el crecimiento de las plantas y la induccién de resistencia
sisttmica (Harman, 2006; Abeysinghe, 2009), inhibe enzimas producidas por el patégeno
necesarias para penetrar a la planta (Zimand y Chet, 1991, citados por Harman, 2006) y
antibiosis, donde se producen metabolitos secundarios volatiles y no volatiles que impiden el
crecimiento del patogeno (Stefanova, 1999). Trichoderma spp. como un controlador bioldgico
y antagonista natural de fitopatdgenos muestra una amplia gama de hospedantes; dentro de
ellos estdn los hongos fitopatdgenos de importancia econdémica, tales como: Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (E.F. Smith) Snyd.y Hans, Fusarium roseum Link, Fusarium
subglutinans, Fusarium oxysporum Schlecht f. sp. Passiflorae, Fusarium oxysporum f.sp.
dianthi, Botrytis cinérea Pers, Rhizoctonia solani Kiihn, Sclerotium rolfsii Sacc., Sclerotinia
sclerotiorum, Pythium spp. Phytophthora spp., Alternaria spp., entre otros (Michel et al.,
2004; Aquino et al., 2007; Infante, 2009; Fernandez et al., 2009; Hernandez et al., 2011%
Hernandez et al., 2011°).

Dado que F. oxysporum es uno de los principales patdgenos que ataca al cultivo de
chile, se planted estudiar a Trichoderma spp. como una alternativa de control biolégico,
usando sus extractos metabolicos como una forma de mitigar la capacidad reproductiva del

fitopatdgeno.
Por lo anterior expuesto se plantearon los siguientes objetivos:

a) Determinar el efecto del extracto metabdlico de Trichoderma asperellum T2-31 sobre
la capacidad reproductiva de Fusarium oxysporum.
b) Determinar la efectividad antagonica de Trichoderma sp. T2-11y T. asperellum T2-31,

sobre Fusarium oxysporum en cultivos duales.



REVISION DE LITERATURA

Pudricion de la Raiz del Chile (Capsicum annuum L)

Las pudriciones de la raiz son el principal problema fitopatoldgico del cultivo de chile
en el Norte-Centro de México (Velasquez et al., 2001), donde puede provocar del 40 al 70 %
de mortandad en la poblacién inicial de plantas (Velasquez et al., 2002). En muestreos de
campo realizados durante el afio 2000 en los Estados de Aguascalientes y Zacatecas, se
detecto6 a los hongos Rhizoctonia spp., Fusarium spp., Phytophthora spp., Verticillium spp. y
Pythium spp. en raices de plantas enfermas (Cuadro 1). La sintomatologia asociada con la
pudricién de la raiz del chile incluy6 defoliacion, cambio de color y rizado del follaje, dafio a
estructuras reproductivas, maduraciéon adelantada e irregular, pudricion de la raiz, raicillas
necroticas, presencia de rebrotes y otros sintomas como nudos deprimidos (Velasquez et al.,
2001).

Cuadro 1. Frecuencia de aislamiento de hongos patégenos asociados a las raices de plantas de
chile con sintomas de pudriciéon en Aguascalientes y Zacatecas (Velasquez y Medina, 2003).

Patogeno (s) Frecuencia de aislamiento (%)
Rhizoctonia spp 31.6
Fusarium spp 34.1
Phytophthora spp 14.1
Rhizoctonia spp + Fusarium spp 1.5
Phytophthora spp + Fusarium spp 0.5
Rhizoctonia spp + Phytophthora spp 0.5
Pythium spp 1.0
Verticillium spp 2.5
Fusarium spp + Phytophthora spp + 0.5
Rhizoctonia spp




Apodaca et al., (2004) reportan que en el estado de Sinaloa, Fusarium oxysporum esta
ampliamente asociado a la enfermedad conocida como pudricién de la corona del chile
(PCCH), la incidencia de esta enfermedad, es de hasta un 35% en determinadas zonas. Como
sintomas las plantas mostraron clorosis, flacidez y defoliacion parcial; también se observo
pudricion de raices y cuello que en ocasiones ascendio de 10 a 15 cm de la base del tallo,
afectando la corteza, médula y el sistema vascular. Las plantas murieron generalmente en

etapa de fructificacion.

Macias et al., (2010) recomiendan un tratamiento de control que se inicia con la
aplicacion de fumigante Metam Sodio al terreno donde se va a establecer el cultivo, con el
objetivo de disminuir el nivel de indculo y mantenerlo bajo durante todo el ciclo del cultivo,
utilizando fungicidas quimicos dirigidos. También mencionan fortalecer las defensas de la

planta mediante una buena nutricién y el control en el suministro de agua.

En lo que respecta al control biolégico de Fusarium spp., que es el hongo con méas
frecuencia de aislamientos, por lo menos en la parte centro-norte de México; se han reportado
microorganismos antagonicos entre los que tenemos a las bacterias; Streptomyces spp.,
Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens, Burkholderia cepacia (Trujillo et al., 2007;
Paredes et al., 2008 y Fermino et al., 2009) y hongos como Gliocladium virens, Fusarium
oxysporum (no patogénico), Penicillium sp., Aspergillus sp. y Trichoderma spp. (Fadel, 2005;
Belgrove 2007 y Quiroz et al., 2008).

Importancia del Control Bioldgico de Hongos Fitopatégenos

El control bioldgico se refiere a la utilizaciéon intencionada de organismos vivos
introducidos o nativos, para suprimir las actividades y poblaciones de uno o0 mas
fitopatdgenos (Pal y McSpadden, 2006).

Los fitopatdgenos son los factores méas importantes que causan pérdidas a los
productos agricolas cada afio. Para minimizar estas pérdidas, los agricultores utilizan
fungicidas que causan efectos tdxicos a la salud humana. Por lo tanto, la necesidad de una

agricultura sostenible dependera cada vez mas en la integracion de la biotecnologia con



las précticas agricolas tradicionales. EI método de control sostenible y ambientalmente mas
aceptable, puede conseguirse utilizando el control biol6gico, debido al esfuerzo para reducir el
uso de agroquimicos y sus residuos en el medio ambiente y en los alimentos. Para mejorar la
produccién de cultivos es necesario, identificar, entender y utilizar microorganismos o
productos microbianos para el control de fitopatogenos, estos puntos son partes integrales de
la agricultura sostenible (Khokhar et al., 2012).

Género Trichoderma

Historia

El género Trichoderma fue descrito por Persoon en 1791 en Alemania y cuatro
especies fueron originalmente descritas. En 1927 Gilman y Abbott reconocieron cuatro
especies en base a la forma de la conidia, el color y al desarrollo de la colonia (Mohiddin et
al., 2010). El potencial de Trichoderma como agente biocontrolador fue sugerido por
Weindling en 1932, quien fue el primero en demostrar la actividad parasitica de los miembros
de este genero hacia patogenos de suelo (Fadel, 2005). El primer intento serio de distinguir
morfolégicamente especies de Trichoderma, 0 mas bien "especies agregadas”, fue hecho por

Rifai en 1969, logrando definir nueve especies (Kubicek y Harman, 1998).

Caracteristicas del Género Trichoderma

Trichoderma forma una colonia que se desarrolla rapidamente, al inicio el micelio es
sumergido y eventualmente es aéreo hialino muy variable en su forma, puede ser enmarafiado,
flocoso, lanoso o aracnoideo, dependiendo de la cepa y del medio de cultivo. El color de la
colonia es variable, puede ser amarillo, &mbar, rojizo opaco o amarillo-verde. Produce un olor
principalmente pronunciado o débil, caracteristico del género, lo que sugiere el olor a coco o

alcanfor. La produccion de conidios es abundante en pustulas o formando mechones



compactos, normalmente en tonos verdes y con menos frecuencia blanco, gris o marrones. El
conidiéforo en la mayoria de las especies posee un eje principal ampliamente ramificado a
intervalos regulares, con ramas sucesivas apicalmente, las distales son mas cortas y estrechas;
la ramificacion del conidioforo es mas o menos divergente, solitario, emparejados 0 en
verticilos; las ramificaciones verticiladas en forma consecutiva pueden dar como resultado una
estructura piramidal altamente ramificada, en otras especies la ramificacion es menor,
regularmente con ramas solitarias 0 en parejas. La anastomosis puede ocurrir entre
conidioforos adyacentes. Presenta células conidiogénicas, conocidas como fialides, por lo
general dispuestas en verticilos divergentes, terminales en las ramas del conidiéforo o
directamente debajo de los septos a lo largo de los conidiéforos y ramas, de lo contrario son
emparejadas o solitarias y dispuestas irregularmente; cilindricas, subuladas, lageniformes,
ampuliformes o subglobosas; generalmente atenuadas a un conidiéforo estrecho, teniendo el
cuello corto y cilindrico. Los conidios son unicelulares, tipicamente verdes, grisdceos o
parduscos o incoloros; las paredes son lisas a claramente rugosas 0 con proyecciones
sinuosas, ampollosas o en forma de ala de la pared exterior; subglobosos, ovoides, elipsoides,
oblongos o cilindricos. Las clamidosporas generalmente estan presentes y son abundantes,
especialmente en el micelio sumergido; son intercalares o terminales en cortas ramas laterales
de las hifas vegetativas; de apariencia globosa a elipsoide, incoloras o de color amarillento a
verdoso, lisas y a veces de paredes gruesas (4 um). Las hifas vegetativas generalmente son
hialinas de paredes lisas de 1 -10 um de ancho, con menos frecuencia (0 en el micelio
sumergido) de color amarillo palido, con un engrosamiento de pared irregular de hasta 16 um
de anchura (Gams y bissett, 1998).

Sistematica de Trichoderma

La taxonomia del género Trichoderma ha sido debatida fuertemente y no ha sido sino
hasta épocas recientes que se ha podido realizar una identificacion taxonémica confiable
(Druzhinina y Kubicek, 2005). Los andlisis filogenéticos muestran que Trichoderma e
Hypocrea son congéneres (Samuels, 2006). Otros andlisis revelan que especies de Hypocrea
con ascosporas verdes y anamorfos de Trichoderma son derivados desde dentro de Hypocrea

pero no forman un grupo monofilético. Los caracteres fenotipicos por si solos no son



generalmente Utiles en la comprension de relaciones filogenéticas en este grupo de
organismos, ya que los caracteres teleomorfos son generalmente muy conservados y caracteres
anamorfos tienden a ser morfolégicamente divergentes dentro de los linajes monofiléticos o

clados (Cheverri y Samuels, 2003).

En los dltimos 15 afios, se inicio una nueva era de la sistematica de hongos, mediante
la aplicacion de técnicas moleculares para responder preguntas de patrones y procesos
evolutivos. La clasificacion de los géneros Trichoderma y Gliocladium, como teleomorfos
dentro de los Hypocreales, ha beneficiado enormemente la aplicacion de analisis moleculares
(Lieckfeldt et al., 2002). En el 2004 se tenian 88 especies (que aparecian como 14
holomorfos, 49 teleomorfos y 25 anamorfos en la naturaleza) de Trichoderma/Hypocrea que
habian sido confirmadas por una combinacion de caracteristicas morfologicas, fisiologicas y
enfoques genéticos (Druzhinina y Kubicek, 2005). Para el 2006 la ISTH (International
Subcommission on Trichoderma and Hypocrea taxonomy) enlistd, 104 especies que ubico, en
5 secciones (Pachybasium, Longibrachiatum, Trichoderma, Hypocreamun y linajes solitarios)

que consecutivamente las dividié en 16 clados (ISTH, 2006).
Mohiddin et al., (2010) ubican al género Trichoderma como sigue.
Reino: Fungi
Division: Ascomycota
Subdivision: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Genero: Tel=Hypocrea ; An= Trichoderma

Especie: asperellum Samuels, Lieckfeldt & Nirenberg



Habitat

La temperatura éptima de crecimiento para la mayoria de Trichoderma spp., esta en el
rango de 25-30 °C Segun estudios de laboratorio (Klein y Eveleigh, 1998). Daved (1983)
demostréo que Trichoderma harzianum introducido en un suelo de campo fue capaz de

sobrevivir saprofiticamente por 3 afios.

Trichoderma se considera generalmente como un género de hongos del suelo de vida
libre, pero la evidencia sugiere que las especies de Trichoderma pueden ser simbiontes
oportunistas de plantas, no virulentas, asi como paréasitos de otros hongos. Los miembros del
género Trichoderma estan universalmente presentes en casi todos los suelos del mundo,
aunque algunas especies puede ser cosmopolitas (por ejemplo, T. harzianum) o limitadas
(por ejemplo, T. viride) en su distribucion geografica (Samuels, 2006).

Las especies de Hypocrea se encuentran con mayor frecuencia en la corteza o en la
madera descortezada de &rboles, pero muchas especies crecen en hongos de repisa (por
ejemplo H. pulvinata), exidia (H. sulphurea), nidos de pajaro (H. latizonata) o en agaricos (H.

avellanea) (Cheverri y Samuels, 2013).

Mecanismos Empleados por Trichoderma en el Control Bioldgico de Hongos

Fitopatogenos.

A lo largo de su ciclo de vida, las plantas y patogenos interactian con una amplia
variedad de organismos. Estas interacciones pueden afectar significativamente la salud de las
plantas de varias formas. Para comprender los mecanismos de control bioldgico, es (util
apreciar las diferentes formas en que los organismos interactian (Pal y McSpadden, 2006).
Las poblaciones de dos especies pueden interaccionar de dos maneras basicas, que
corresponden a combinaciones neutras, positivas y negativas (Odum et al., 2008). Desde la
perspectiva de la planta, el control bioldgico puede ser considerado como un resultado neto
positivo, procedente de una variedad de interacciones especificas y no especificas (Pal y
McSpadden, 2006).



Por su tipo de asociacion los microorganismos presentan diferentes interacciones. Los
tipos de interacciones entre dos especies son: a) amensalismo, en el cual una poblacion es
inhibida y la otra no se ve afectada; b) comensalismo, en el cual una poblacién se beneficia y
la otra no se ve afectada; c) protocooperacion, (Ilamada también cooperacion facultativa), en
la cual ambas poblaciones se benefician por su asociacion, aunque sus relaciones no son
obligatorias; d) mutualismo, en el cual el desarrollo y crecimiento de ambas poblaciones se ve
beneficiado, y ninguna de ellas puede sobrevivir en condiciones naturales sin la otra; e)
Neutralismo, en el cual ninguna poblacion es afectada por asociacion con otra (Odum et al.,
2008); en contraste, el antagonismo entre organismos resulta en una forma negativa para uno
u otro (Pal y McSpadden, 2006), f) Competencia del tipo de interferencia directa, en la cual
ambas poblaciones se inhiben de manera activa una a la otra; g) competencia del tipo de uso
de recursos, en la cual cada poblacion afecta adversamente a la otra de manera indirecta en la
lucha por recursos de poca abundancia; h) parasitismo y depredacion, en la cual una poblacion
afecta adversamente a la otra por ataque directo; sin embargo, puede depender de ella (Odum
et al., 2008).

Antagonismo

Todo organismo que se opone de alguna manera a la accién, presencia o supervivencia
de otro, se considera que es un organismo antagonista. Esta relacion antagénica puede
manifestarse por antibiosis, lisis, reacciones inmunoldgicas, competencia, parasitismo y
predacion, siendo los mas importantes en el control biolégico de fitopatégenos el
hiperparasitismo, la antibiosis y la competencia. ElI antagonismo es un fendmeno que se
observa en microorganismos de suelo, los antagonistas producen antibi6ticos, actdan en

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

La competencia constituye un mecanismo de antagonismo muy importante. Se define
como el comportamiento desigual de dos o mas organismos ante un mismo requerimiento
(sustrato, nutrientes), siempre y cuando la utilizacion de este por uno de los organismos
reduzca la cantidad o espacio disponible para los demés. Este tipo de antagonismo se ve
favorecido por las caracteristicas del agente de control biolégico como plasticidad ecoldgica,
velocidad de crecimiento, desarrollo y resistencia a fungicidas, por otro lado por factores
externos como tipo de suelo, pH, temperatura y humedad (Ahmad y Baker, 1987; klein y
Eveleigh, 1998).

Competencia por Nutrientes

La competencia entre Trichoderma y otros microorganismos es por nitrogeno,
fosfatos, carbohidratos, polisacaridos (almidon, laminarina, pectinas) y biopolimeros
(celulosa, quitina) (Vera et al., 2002; Stefanova et al., 2009)

Se han manipulado ciertas especies de Tichoderma, para hacerlas mas competitivas en
la rizosfera, tal y como se ha observado en mutantes-UV y fusion de protoplasmas de
Trichoderma harzianum, mostrando una mejor capacidad de biocontrol en comparacion con

las cepas de tipo salvaje o cepas padres (Guazzone et al., 2010).

Micoparasitismo

El micoparasitismo es el ataque de un hongo a otro, es un proceso muy complejo que
involucra eventos secuenciales incluyendo reconocimiento, ataque y subsecuentemente
penetracion y muerte del hospedero, esto tiene especial relevancia cuando la presa es un
patogeno de plantas, proporcionando una estrategia para el control biologico de
fitopatogenos, (Mohiddin et al., 2010; Kubicek et al., 2011).
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En el primer paso del micoparasitismo, Trichoderma detecta al hongo hospedero y
crece hacia el; la teledeteccion es al menos parcialmente debido a la expresion secuencial de
enzimas degradadoras de pared celular en su mayoria chitinasas, glucanasas y proteasas (Inbar
y chet, 1995; Harman et al., 2004), en seguida ocurre una difusion de estas enzimas, asi como
liberacion de oligémeros de la pared celular del hongo hospedero y estos a su vez inducen la
expresion de endoquitinasas fungitoxicas (Mach et al., 1999; Brunner et al., 2003), que se
difunden y comienzan el ataque contra el hongo de destino antes de que realmente se haga el
contacto (Viterbo et al., 2002). En observaciones hechas por Singh et al., (2005) concluyeron
que el reconocimiento / union del micoparasito (T. harzianum y T. viride) a la superficie del
hospedero (M. phaseolina) puede ser mas probable debido a interaccién con

lectinocarbohidratos.

Una vez que los hongos entran en contacto, Trichoderma spp. se fija al hospedero y
puede enrollarse alrededor de é€l, enseguida los apresorios se forman sobre la superficie del
hospedero (Harman et al., 2004). Al final la muerte de la presa, es resultado de las acciones
sinérgicas de metabolitos secundarios antifingicos y enzimas hidroliticas (amilasas, celulasas,
proteasas, poligalacturonasas, glucanasas, esterasas, quitinasas, entre otras) (Chirmbock et al.,
1994) que son secretadas por la pared celular de Hypocrea / Trichoderma spp. estos
compuestos desintegran y perforan la pared celular del patdgeno, ocurriendo la entrada directa
de hifas de Trichoderma en el lumen del hongo blanco (Elad et al., 1982; Reithner et al.,
2011; Druzhinina et al., 2011 ;Anita et al., 2012; Gruper y Seidl, 2012). Los genes que
codifican las enzimas parecen Utiles para producir plantas transgénicas resistentes a
enfermedades y las enzimas mismas son beneficiosas para el control biolégico y otros

procesos (Harman, 2006).

Antibiosis

La antibiosis es la produccion de metabolitos o antibidticos fungicos, estos son toxinas
que pueden ser nocivas para otros microorganismos a bajas concentraciones (Pal y
McSpadden, 2006). Dichos metabolitos no solo actian de forma directa contra los

fitopatogenos, sino también de forma indirecta desempefiando un papel esencial en las
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respuestas de defensa de las plantas (Brotman et al., 2010). Los metabolitos secundarios son
en general divididos en varios grupos caracteristicos; policétidos, terpenos, fenoles, alcaloides,

que reflejan su origen y la biosintesis (Sivasithamparam y Ghisalberti, 2002).

Trichoderma spp. son una fuente rica de metabolitos secundarios volatiles y no
volatiles (Ajith y Lakshmidevi, 2010; Mukherjee et al., 2012), generalmente los metabolitos
volétiles inhiben el crecimiento de otros hongos sin hacer contacto fisico, por ejemplo,
Stefanova et al., (1999) detectaron, una lactona volatil con aroma a coco, probablemente 6
pentil-a-pirona (6PAP) que inhibe el crecimiento de Phytophthora nicotianae. Este metabolito
volatil causo a nivel celular vacuolacion, granulacion, coagulacion, desintegracion y lisis. La 6
pentil-a-pirona (6PAP) producido por Trichoderma spp., inhibe el crecimiento micelial de

F. oxysporum y F. subglutinans y reduce su capacidad reproductiva. (Michel et al., 2004).

Vinale et al., (2006), reportaron que los metabolitos secundarios producidos por cepas
comerciales de Trichoderma harzianum (T22 y T39) tienen diferentes actividades contra
patdgenos, lo que sugiere que los compuestos individuales puede tener modos especificos de
accion. La T22 antraquinona mostrd una actividad débil o nula contra los patdgenos
ensayados, en contraste la T39 butenolide y harzianopyridona mostraron actividad fuerte
contra G. graminis var. tritici incluso a bajas concentraciones. La T22 azaphilona era activo
contra todos los patégenos de plantas ensayadas, mientras que la T39 butenolide era activo

contra G. graminis var. tritici y R. solani, pero no contra P. ultimum.

Anita et al., (2012) sintetizaron metabolitos secundarios de la cepa Tvl de T.
atroviride. El filtrado del cultivo del antagonista mostrd la presencia de varios compuestos
tales como N-phenylethylenediamine, el fenol, 2-(2-benzoxazolilo), &cido ftalico, dialilamina,
1,2,4 5-tetrazina,3,6-bis(1-metiletil), propanal, 2-metil-oxima, N-(2-propinil)-2,2-
dimethylaziridine. ElI cromatograma de andlisis de GC-MS determind que el acido ftalico,
dialilamina y 1,2,4,5-tetrazine3,6-bis (1-metiletil) obtenido en el tiempo de retencion de 20,91,
21,83 y 23,26, respectivamente mostro picos mas altos. Estos metabolitos secundarios tal vez

sirven al antagonista en la funcion de supervivencia al competir contra el patdgeno.

La secuenciacion reciente del genoma de T. virens revelo que alberga méas de 500

genes relacionados con el metabolismo secundario, muchos de ellos estdn en grupos. Sin



13

embargo, hasta la fecha solo unos pocos metabolitos se han caracterizado, en particular
gliotoxina, gliotoxina dimetoxi, gliovirin, acido heptelidico, viridin, viridiol y un peptaibol 18-
mer (Mukherjee y Kenerley, 2010).

Induccién de Resistencia

Se ha observado que Trichoderma spp. colonizan las raices de las plantas e inducen
resistencia sistémica (Harman et al., 2004). Estas especies son capaces de modificar
beneficiosamente la respuesta de mas de 10 diferentes dicotiledéneas y monocotiledoneas, que
incluyen gramineas, solanaceas y cucurbitaceas contra la infeccion causada por hongos (R.
solani, Botrytis cinerea, Colletotrichum spp., Magnaporthe grisea, Phytophthora spp.,
Alternaria spp., etc), bacterias (Xanthomonas spp., Pseudomonas syringae, etc), e incluso

virus (virus del mosaico del pepino) (Woo et al., 2006).

Raices tratadas con Trichoderma revelan la penetracion del micoparasito, restringido
principalmente a la epidermis y la corteza exterior. La colonizacion de Trichoderma di6 como
resultado el fortalecimiento de las paredes de las células epidérmicas y corticales y la
deposicion de las barreras recién formadas, estas reacciones del huésped tipicas se encuentran

mas alla de los sitios de penetracion del hongo (Mukherjee et al., 2008).

Hung et al., (2013) reportaron que las plantas de Arabidopsis thaliana cultivadas en
presencia de compuestos organicos volatiles (COVS) de T. viride eran mas altas, mas grandes,
florecieron antes, y tenian més raices laterales, que las no tratadas. También habia aumentado
gla biomasa total (45%) y la concentracion de clorofila (58%). Analisis de T. viride revelaron
51 COVS de los cuales alcohol isobutilico, alcohol isopentilo, y 3-metilbutanal eran mas
abundantes. Concluyeron en que los COVS emitidos por T. viride tiene efectos en la

promocion del crecimiento de A. thaliana en ausencia de contacto fisico directo.

Especies de Trichoderma producen tricotecenos, especialmente trichodermina y harzianum A
(HA). ElI HA desempefia una funcién importante en la sensibilizacién de la planta contra
patdgenos fungicos, induciendo la expresion de genes de defensa pertenecientes a la via del

acido salicilico y jasmonatos (Malmierca et al., 2012).
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Usos de Trichoderma spp.

En el ambito agricola Trichoderma es ampliamente usado como un biofungicida de
hongos fitopatdgenos de la raiz principalmente, en el mercado existe una gran cantidad de
cepas capaces de controlar gran variedad de diferentes especies de hongos, estas cepas
pertenecen principalmente a las especies T. viride, T. harzianum y T. virens (Mohiddin et al.,
2010). En general los formulados comerciales a base de la biomasa de Trichoderma spp, son
derivadas de la fermentacion liquida y sélida (Sriram et al., 2010). Hernandez et al. (2012)
reportan que los microencapsulados (MICS) de Trichoderma muestran un efecto mejor que los
formulados liquidos, los MICS poseen un buen efecto antifingico, promueven el crecimiento

y aumentan la tasa fotosintética de las plantas de chile.

Recientemente se han hecho trabajos en la construccién y andlisis de la funcién de
Trichoderma transformado con genes de Metarhizium contra insectos y se han tenido muy
buenos resultados (Chen y Li, 2010). Por otra parte varios aislamientos de Trichoderma
revelan actividad nematicida contra Meloidogyne spp, teniendo como modos de accion,
actividades enzimaticas, parasitismo directo, antibiosis y la resistencia inducida (Spiegel y
Sharon, 2010).

Dashtban et al., (2013) reportaron que se puede obtener Xilitol, modificando
genéticamente cepas de Trichoderma reesei, utilizando paja de cebada como materia prima.
El Xilitol, es un edulcorante derivado de la D-xilosa, es actualmente muy demandado por las
industrias. También se ha demostrado que Trichoderma viride es un adsorbente adecuado para
la eliminacion de plomo (Prasad et al., 2013), cromo y cadmio (Singh et al., 2012) de

efluentes y suelos contaminados.
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Fusarium oxysporum

F. oxysporum es un hongo cosmopolita que existe en muchas formas patogénicas,
parasitando méas de 100 especies de plantas Gimnospermas y Angiospermas, gracias a los
diversos mecanismos que tiene el hongo para vencer las defensas de muchas plantas (Bosland,
1988, citado por Garcés et al., 2001).

Existen méas de 120 formas especiales diferentes, estas han sido identificadas sobre la
base de la especificidad de especie huésped que pertenecen a una amplia gama de familias de
plantas (Di pietro et al., 2003). Entre las formas especiales de importancia economica tenemos
a: Fusarium oxysporum f.sp. cubense (mal de Panama del banano); Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici (marchitez del tomate); Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli (marchitez del frijol);
Fusarium oxysporum f.sp. pisi (marchitez de la arveja); Fusarium oxysporum f.sp. dianthi
(marchitez del clavel); Fusarium oxysporum f.sp. chrysanthemi (marchitez del crisantemo);

Fusarium oxysporum f.sp. melonis (Agrios, 2005).

Morfologia

El micelio es incoloro al principio, pero con la edad se vuelve de color crema, amarillo
palido, rosa palido o violeta (Agrios, 2005). Los macroconidios se forman en esporodoquios
de color naranja palido, generalmente abundantes. Los macroconidios son cortos a medio en
longitud, encorvados a casi rectos y de paredes delgadas, generalmente con 3 septos. La
célula apical es corta y ligeramente enganchada en algunos aislamientos. La célula basal posee
forma de pie. Los macroconidios se forman a partir de monofialides en conidioforos
ramificados en los esporodoquios y en menor medida de monofialides en hifas. Los
microconidios generalmente sin septos, pueden ser de forma oval, eliptica o reniforme (en
forma de rifién) y se forman abundantemente en falsas cabezas en cortos monofialides. Las

clamidosporas se forman abundantemente en hifas en la superficie del agar en la mayoria de
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los aislados, especialmente en clones saprofitos del suelo, pero pueden formarse lentamente
(4-6 semanas) en algunos aislamientos (Leslie et al., 2006). Los tres tipos de esporas se
producen en los cultivos del hongo y probablemente en el suelo, aunque solo las

clamidosporas puede sobrevivir en el suelo durante mucho tiempo (Agrios, 2005).

Sintomas

Los primeros sintomas de la enfermedad son el amarillamiento del follaje, comenzando
con la caida de las hojas. Las hojas infectadas posteriormente muestran un encrespamiento
bajo, seguidamente se oscurecen y se secan. La parte superior de la planta se marchita durante
el dia y se recupera en la noche, pero el marchitamiento empeora hasta que la planta se
marchita completamente observandose el oscurecimiento vascular en los tallos y los peciolos
infectados de las hojas grandes. Las plantas afectadas y sus sistemas de raices se atrofian. El
patdgeno puede estar en el suelo como saprofito durante muchos afios sin un hospedante
(Cerkauskas, 2005).

Ubicacién Taxondmica
Clasificacion taxondémica de Fusarium oxysporum (Michielse y Rep, 2009)
Reino: Fungi
Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Order: Hypocreales
Familia: Nectriaceae
Género: Fusarium

Especie: oxysporum Schlechtendahl emend. Snyder & Hansen.
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MATERIALES Y METODOS

Localizacién del Experimento

El presente trabajo se llevo a cabo en el laboratorio de fitopatologia, perteneciente al
Departamento de Parasitologia de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro
(UAAAN), ubicada en Buenavista, Saltillo, Coahuila.

Obtencidn del Material Biologico

Aislamiento de Fusarium oxysporum

De una parcela experimental de chile (Capsicum annum L) del departamento de
horticultura perteneciente a la UAAAN, se seleccionaron cuatro plantas que mostraban los
sintomas de la marchitez del chile mencionados por Velasquez et al., (2001), el aislamiento
del fitopatogeno se llevo a cabo de acuerdo a la metodologia mencionada por Agrios (2005).
El hongo aislado se purificd de acuerdo a la técnica de cultivo monosporico, de las plantas se
logré obtener a Fusarium oxysporum en forma pura, que fue caracterizado fenotipicamente

de acuerdo a las caracteristicas morfoldgicas descritas por Leslie et al., (2006).

Cepas de Hongos Antagonicos

Las cepas T2-11 de Trichoderma sp. y T2-31 de Trichoderma asperellum fueron
proporcionadas de la coleccion de hongos del proyecto 1330-3611-2262, coordinado por el Dr.
Francisco Daniel Hernandez Castillo del departamento de parasitologia de la UAAAN. Las

cepas fueron seleccionadas por su gran capacidad antagénica contra Phytophthora capsici
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Leonian, en cultivos duales, filtrados tdxicos y compuestos voldtiles, dichas cepas fueron
caracterizadas y evaluadas con anterioridad por Osorio et al., (2011) y fueron identificadas

de acuerdo a secuenciaciones del gen ribosomal 18s.
Incremento de los Microorganismos Estudiados

Tanto Trichoderma spp. como F. oxysporum se incrementaron en cajas de Petri con
medio de cultivo Papa-Dextrosa-Agar (PDA), colocando en el centro un explante de 5 mm de
didmetro. Las cajas fueron incubadas en oscuridad a una temperatura de 28+2° C.

Bioensayo No. 1. Antagonismo de Trichoderma sobre F. oxysporum en

Cultivos Duales

Se utilizo la técnica de Cherif y Benhamou (1990), estudiando cuantitativamente la
zona de interseccion o traslape entre el hongo antagonista y el fitopatogeno. En cajas de Petri
con medio de cultivo PDA, se coloc6 en un extremo un explante de 5 mm de diametro de
Fusarium oxysporum de 10 dias de edad, dicho hongo se dej6 crecer sin el antagonista tres
dias, esto debido a que en pruebas preliminares mostré un crecimiento lento. Transcurridos
los tres dias de la siembra del fitopatogeno, se coloco en el extremo contrario un explante de
Trichoderma de 5 mm de didmetro con siete dias de edad, enseguida se incubaron a 28 +2 °C.
Posteriormente se midi6 con un Vernier el radio de la zona de interseccién y/o traslape de

cada uno de los tratamientos.

Variables Estudiadas

Las cepas se compararon con respecto a su capacidad antagonica, de acuerdo con la
escala propuesta por Bell et al., (1982) que se muestra en el cuadro 2; se considerd los dias al
contacto entre el antagonista y el fitopatdgeno, y el porcentaje de inhibicion del crecimiento

radial de las cepas de Trichoderma spp. sobre F. oxysporum, se determino con la férmula de
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Samaniego et al., (1989), citado por Ezziyyani et al., (2004), PICR= R1 — R2 / R1 x 100.
Donde: R1 es el radio mayor (radio del patdgeno testigo) y R2 es el radio menor (radio del

patdgeno en enfrentamiento con el antagonista.

Cuadro 2. Clases de antagonismo de Trichoderma sobre hongos fitopatdgenos de acuerdo a
Bell et al., 1982.

Clase Caracteristica

Clase 1 Trichoderma sobrecrece completamente al patégeno y al medio.

Clase 2 Trichoderma cubrié dos tercios de la superficie del medio.

Clase 3 Trichoderma y el patégeno, cada uno colonizé aproximadamente la mitad de

la superficie del medio (mas de un tercio y menos de dos tercios) y ni un
organismo parece dominar al otro.

Clase 4 El patégeno colonizé por lo menos dos tercios de la superficie del medio y
parecio resistir la invasion por Trichoderma.
Clase 5 El patdgeno crecié completamente y ocupo toda la superficie del medio.

Disefio Experimental

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar con dos tratamientos y cuatro
repeticiones, con un total de 16 unidades. La variable a evaluar fue antagonismo de
Trichoderma sobre F. oxysporum. Los datos se analizaron con el programa estadistico SAS
System Version 9.1, las medias fueron comparadas con la prueba Tukey al 0.05 de

significancia.
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Bioensayo No. 2. Efecto del Extracto Metabdlico de T. asperellum T2-31

sobre el Crecimiento Micelial de F. oxysporum

Obtencion de los Extractos Metabolicos

Se prepard medio de cultivo liquido con 200 gr de infusion de papa fresca sin cascara,
20 gr de sacarosa y 10 g de malta, del cual se vaciaron 100 ml del medio de cultivo liquido en
matraces Erlenmeyer de 250 ml, y se esteriliz6 a 120° C por 15 min en autoclave, en cada
matraz se colocaron tres explantes de 5 mm de didmetro de T. asperellum T2-31. Los matraces
se mantuvieron en agitacion a 150 rpm a 25+2 °C durante seis dias. El contenido de los
matraces se filtr primero en papel Watman No. 1, el filtrado se centrifugd a 4000 rpm por un
tiempo de 10 min, enseguida el sobrenadante se esteriliz6 dos veces por filtro milipore de
0.20 um. El extracto estéril se mantuvo en refrigeracion a 4° C hasta su utilizacion.

Establecimiento del Experimento

En la camara de flujo laminar se prepararon cinco soluciones de extracto, en
concentraciones de 100, 75, 50 y 25 %, se us6 como solvente agua destilada estéril. De estas
concentraciones preparadas se colocaron 1000 pl en cajas de Petri vacias, enseguida se virtio
el medio de cultivo PDA a medio solidificar, las cajas se agitaron suavemente 10 veces en
forma circular. Para cada concentracién se establecieron cuatro repeticiones y un testigo. Las
cajas se dejaron en observacién por 24 h, esto para verificar que no hubiese crecimiento del
antagonista o de algin contaminante. Posteriormente transcurridas las 24 h de reposo, se
inocularon las cajas de Petri, colocando en el centro un explante de 5 mm de didmetro del
fitopatdgeno con 10 dias de edad, se incubd a 28+2 °C por 15 dias (dias que tardo el testigo en
llenar la caja). Se midio el crecimiento del hongo con un Vernier cada 24 h y se determind el

porcentaje de inhibicion de F. oxysporum con la formula anteriormente mencionada.
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Disefio Experimental

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar, con cuatro repeticiones para
cada concentracion (Tratamientos) Y el testigo que fue PDA+Agua. La variable a evaluar fue
efecto del extracto metabdlico de T. asperellum T2-31 sobre el crecimiento micelial de F.
oxysporum. Los datos se analizaron con el programa estadistico SAS System Versién 9.1, las
medias fueron comparadas con la prueba Tukey al 0.05 de significancia.

Bioensayo No. 3. Efecto del Extracto Metabolico de T. asperellum T2-31

sobre la Conidiogénesis de F. oxysporum

Para medir el efecto del extracto sobre la conidiogénesis de F. oxysporum se procedio
lo siguiente: al terminar las mediciones del bioensayo No. 2 (15 dias) se procedié a colocar 10
ml de agua destilada en cada caja de Petri de ese mismo bioensayo, el micelio y las conidias
se rasparon cuidadosamente con una varilla de vidrio, la suspensién obtenida se colocé en un
tubo de ensaye con rosca y se agitd con un vortex por 10 segundos, con una micropipeta se
tomo una pequefa cantidad de la suspensién y se colocd en una cdmara de Neubauer donde se

Ilevé acabo el conteo. Los resultados se expresaron en numero de conidios por mililitro.

Disefio Experimental

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con cuatro tratamientos, cada
uno con cuatro repeticiones y el control. La variable a evaluar fue efecto del extracto
metabolico de T. asperellum T2-31 sobre la conidiogenesis de F. oxysporum. Los datos se
analizaron con el programa estadistico SAS System Version 9.1, las medias fueron

comparadas con la prueba Tukey al 0.05 de significancia.
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Bioensayo 4. Efecto del Extracto Metabdlico de T. asperellum T2-31 sobre la

Viabilidad de Conidios de F. oxysporum

Se determind el efecto del extracto sobre la germinacién de los conidios de F.
oxysporum, para lo cual se preparé medio cultivo envenenado como en el bioensayo No. 2,
pero en vez de usar PDA se usO Agar-Agua (AA) al 2%. Las cajas de Petri se dejaron reposar
por 24 h; transcurrido el tiempo se les afiadio 1 ml de una suspension conidial de
1x10%conidios/ ml de un cultivo vigoroso de F. oxysporum de 10 dias de edad, la suspension
se dispersoé en las cajas homogéneamente con una varilla de vidrio, posteriormente las cajas se
incubaron a 28+2 °C en la oscuridad. Se utilizaron cinco cajas de Petri (cuatro repeticiones y
un testigo) por tratamiento. El porcentaje de germinacion se determiné a las 24 h por medio
de un microscopio compuesto a 40X de aumento. Se contaron 10 conidios al azar por cada
repeticion y se registraron los datos en dos categorias:

1.- Germinacién normal= longitud del tubo germinativo similar al tubo germinativo del
testigo.

2.- No germinado.

Disefio Experimental

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con cuatro tratamientos, cada
uno con cuatro repeticiones y el testigo absoluto. La variable a medir fue efecto del extracto
metabolico de T. asperellum T2-31 sobre la viabilidad de conidios de F. oxysporum. Los
datos se analizaron con el programa estadistico SAS System Version 9, las medias fueron
comparadas con la prueba Tukey al 0.05 de significancia.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento e Identificacion de Fusarium oxysporum

Caracteristicas en PDA. Se observo que la colonia de Fusarium presento un micelio
algodonoso, el color vario de acuerdo a la edad, al principio el micelio presenté un tono
rosado posteriormente a los quince dias de edad el micelio se transformd en color violeta
palido. Las caracteristicas fenotipicas observadas a nivel de microscopio invertido a 40 X
muestran que el conidiéforo crecia en forma irregular e individual, este no presentaba
crecimiento agrupado formando esporodoquios y carecia de macroconidios. Las microconidias
no tenian septos, la forma variaba de oval, eliptica a reniforme (con forma de rifién), estas se
formaban en abundancia en monofialides cortas en forma de botella llamadas “falsas
cabezas”, esta es la caracteristica con la cual F. oxysporum se diferencia de F. solani quien
forma las microconidios en falsas cabezas en monofialides largas. Las clamidosporas se
encontraban en el micelio en una posicion intercalar o terminal, solas o en pares, la forma

de estas era circular con una doble pared de apariencia lisa (Figura 1).

Caracteristicas en clavel agar (CLA). En este medio de cultivo se observo un micelio
hialino, con un crecimiento adherido a la superficie del medio de cultivo. A los 12 dias se
pudo observar que los pequefios trozos de hojas de clavel presentaban gran cantidad de
esporodoquios de color naranja palidd, al hacerse una preparacion microscopica, se pudieron
observar los macroconidios, cuya forma era fusoide y alantoide, con tres a cinco septos, la
célula basal era apenas curva y la apical en forma de gancho. También se pudo observar la
presencia de microconidios y clamidosporas (Figura 1), las caracteristicas coinciden con lo

descrito por Leslie et al., (2006).
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Figura 1. Caracteristicas fenotipicas de F. oxysporum. (A) Esporodoquio en CLA. (B)
Microconidios en monofialides cortos (Falsas cabezas) en PDA. (C) Microconidios en PDA.
(D) Clamidosporas en PDA. (E) Monofialides en PDA. (F) Macroconidios en CLA.
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Antagonismo de Trichoderma sobre F. oxysporum en Cultivos Duales

Los resultados obtenidos muestran que las dos cepas de Trichoderma poseen capacidad
para inhibir el crecimiento micelial de F. oxysporum, logrando detener el crecimiento al hacer
contacto. A los 14 dias de confrontamiento, la cepa T2-31 de T. asperellum inhibi6 el
crecimiento radial en un 86.5%, mientras que la cepa T2-11 de Trichoderma sp. inhibio
69.8% (Figura 2). El analisis de varianza, detecté diferencia altamente significativa entre los
dos tratamientos (P<.0001); la prueba de medias (Tukey al 0.05) indica que la cepa de
Trichoderma que mejor inhibe el crecimiento micelial de F. oxysporum, es la cepa T2-31 de T.
asperellum (cuadro 3).

Los dias a contacto entre las dos especies de Trichoderma y F. oxysporum se presentd
a los tres dias. De acuerdo a la clasificacion de Bell et al., (1982), podemos ubicar a las dos
especies en la escala 2, donde T2-31y T2-11 cubrieron dos tercios de la superficie del medio
(Cuadro 3y Figura 2).

Osorio et al., (2011) reportan que los dias a contacto entre la cepa T2-31 de T.
asperellum sobre Phytophthora capsici en cultivos duales, se hizo a los dos dias y se clasificd
en la clase 1 de la escala de Bell, de igual manera determinaron que la cepa T2-11 de
Trichoderma sp. hizo contacto a los dos dias con el patdgeno y se clasifico en la clase 2 de
Bell. Los datos obtenidos en esta investigacién no concuerdan con los obtenidos por Osorio et
al. (2011), esto puede deberse a la diferencia en la dindmica de crecimiento que presentan F.
oxysporum y P. capsici, siendo menor en Fusarium, asi como a la posibilidad de
detoxificacion del acido fusarico (FA) producido por Fusarium spp. este hecho es demostrado
por Sharma et al., (2010), quienes sefialan que Tichoderma harzianum S17TH es capaz de
desintoxicar esta fitotoxina a 400 ppm por un tiempo de 7 dias, pero la actividad de
produccion de quitinasas se reduce significativamente, esto puede ser una explicacion del
porqué T. asperellum T2-31 tarda mas tiempo en hacer contacto con F. oxysporum que contra

Phytophthora capsici, el nivel de antagonismo puede también ser afectado por esta sustancia.
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Guigon et al., (2010) reportan que las cepas de T. asperellum (TC74, T341 y T359)
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 varié de 44 a
64%, estos resultados indican que solo ciertas especies y cepas de Trichoderma son capaces
de inhibir el crecimiento en mayor manera a determinados hongos fitopatogenos.

Ramos (2008), en un trabajo de confrontamiento entre cepas de Trichoderma y F.
oxysporum en cultivos duales, determind que los porcentajes de sobrecrecimiento de
Trichoderma spp. sobre cepas de Fusarium oxysporum oscilaron entre 2.75% y 56.25 a los 12
dias de incubacidn, los resultados obtenidos en este trabajo son mas altos a los obtenidos por
este autor, ya que el porcentaje de sobrecrecimiento de las cepas evaluadas oscil6 entre 69.8%
y 86.5%, pero esto fue a los 14 dias de incubacion.

Cuadro 3. Traslape (cm) del crecimiento micelial de las cepas T2-31 y T2-11 sobre el
crecimiento micelial de Fusarium oxysporum, dias al primer contacto entre los

microorganismos Yy clases de antagonismo.

No. Traslape Dias Clase de
Tratamiento de cepa en cm al contacto antagonismo
T1 T2-11 3.4A 3 2
T2 T2-31 41B 3 2

"Valores con la misma letra no son estadisticamente diferentes segun la prueba de medias Tukey al
0.05 de nivel de significancia.
Clase de antagonismo segun Bell et al. (1982).
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TESTIGO o

Figura 2. Comparacion del crecimiento de F. oxysporum en presencia de los antagonistas

T. asperellum T2-31 y Trichoderma sp. T2-11, con respecto al testigo.
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Efecto del Extracto Metabdlico de T. asperellum T2-31 sobre el Crecimiento

Micelial de F. oxysporum

Los resultados obtenidos muestran que todas las concentraciones de extracto afectan el
crecimiento micelial de F. oxysporum (Figura 3), el analisis de varianza para el porcentaje de
inhibicidn del crecimiento micelial (PICM) arrojé una diferencia altamente significativa entre

las diferentes concentraciones de extracto (P<.0001).

El cuadro 4 nos muestra el PICM para cada concentracion, este oscilo entre 17.39% y
29.76%, se puede observar que hay una correlacion entre la concentracion del extracto y el
crecimiento micelial, es decir entre mas concentrado este el extracto mayor es el PICM. Las
concentraciones que mostraron ser mejores de acuerdo a la comparacién de medias Tukey
(0.05) fueron las de 75 y 100%, no habiendo diferencia estadistica entre estos dos tratamientos
(Cuadro 4), a 75% se logré inhibir el crecimiento micelial en un 26.08% mientras que a 100%
fue de 29.76%. Ramos (2008) encontrd porcentajes de inhibicién similares, reportando que los
extractos de Trichoderma spp. inhiben el crecimiento micelial de cepas de F. oxysporum, en
un rango de 0 a 43.07%, los porcentajes de inhibicién obtenidos en esta investigacion estan
dentro del rango de los obtenidos por este autor. En un trabajo similar, realizado por
Sharfuddin y Mohanka (2012) donde se probaron diferentes concentraciones (10, 25 y 50%)
de extractos de Trichoderma spp. sobre F. oxysporum, de lo cual los autores observaron que
al 50% de concentracion, se muestra una inhibiciébn méas fuerte, el porcentaje de inhibicién
oscilé entre 66.7% y 83.3%. T. harzianum Th5 mostrd la mayor inhibicién radial que fue
83.3%.

Por otra parte Castro (2011) en un estudio sobre antibiosis, usando filtrados de T.
asperellum sobre F. verticillioides, reporta que las dosis ensayadas no mostraron ninguna
diferencia, solo logré observar que a 500uL inhiben 28.86%, mientras que a 1000uL inhibid
28.72%, estos resultados son muy cercanos a los obtenidos en esta investigacion ya que a
1000uL (100%) se logro inhibir el crecimiento en un 29.76%. Estudiando la misma especie
Ayodeji et al., (2009) encontraron que el filtrado de cultivo de T. asperellum NG-T161 redujo

el crecimiento micelial de F. oxysporum en un 49.7% y T. asperellum NG-T158 lo en un



29

8.6%. Perveen y Bokhari (2012) reportan que los filtrados de cultivo de cepas de Trichoderma
incubados a 25°C muestran una mayor inhibicién del crecimiento de F. oxysporum. T. viride
(TvDPs) inhibié 25.57%, seguido de la cepa TDP (T. harzianum) con 20.59% y T1 (T.
harzianum) con 17.43%. Estos tres estudios demuestran que los extractos o filtrados de
Trichoderma spp. inhiben en gran medida el crecimiento de Fusarium spp., coincidiendo con
los resultados obtenidos en esta investigacion.

> = /

Figura 3. Inhibicion del crecimiento micelial de Fusarium oxyorum por el extracto
metabdlico de Trichoderma aspellum T2-31 a las concentraciones 100% (A), 75% (B), 50%
(C), 25% (D) y testigo (E).
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Cuadro 4. Inhibicion del crecimiento micelial de F. oxysporum con extracto de
Trichoderma asperellum T2-31, a diferentes concentraciones, en 15 dias de incubacion.

Concentracion ICM (%) **
100% 29.76 A*
75% 26.08 A
50% 19.06 B
25% 17.39B

Testigo 00.00 C

** Inhibicion de Crecimiento Micelial.
*Valores con la misma letra no son estadisticamente diferentes segtn la prueba de medias Tukey al
0.05 de nivel de significancia.

Las curvas de crecimiento obtenidas de F. oxysporum a diferentes concentraciones de
extracto, muestran apenas la forma sigmoidal tipica de las poblaciones que se encuentran en
ambientes con limitaciones (Weir y Gil, 1999), estos autores sefialan una fase uno de
crecimiento retardado, donde el hongo se adapta al medio de cultivo, sintetizando enzimas
para degradarlo; una fase dos de crecimiento exponencial, donde la division celular se acelera,
y la fase tres de tendencia asintética, en esta Ultima fase la division celular disminuye debido a
la menor nutricion y a la acumulacion de desechos toxicos. La fase tres no se observa en los
tratamientos con extracto y en el testigo apenas se observo de una manera inicial, requiriendo
mas tiempo y espacio para observar esta tendencia mas claramente (Figura 4). La dindmica de
crecimiento de F. oxysporum se ve afectada en diferentes niveles, siendo el crecimiento
promedio diario mas lento a concentraciones de 75y 100% (3.68 mm/dia y 3.5 mm/dia) esto
en comparacion con el testigo (4.98 mm/dia) (cuadro 5). Al parecer los extractos de T.
asperellum T2-31, contienen ciertos antibidticos que solo retardan el crecimiento de F.
oxysporum, sin mostrar accion fungicida; uno de estos antibidticos puede ser la 6-pentil-a-
pirona, el cual presenta un efecto fungistatico a partir de 525 ppm en F. oxysporum y no
fungicida (Scarselletti y Faull, 1994; Michel et al., 2004).

En la figura 5 se observa que la tendencia de las curvas de inhibicion es similar en
todas las concentraciones del extracto. Sin embargo se observa que al 5° y 11'° dia hay un
decremento en el crecimiento de F. oxysporum, posiblemente este comportamiento sea
atribuido a la actividad de ciertas enzimas y antibidticos que le impiden el crecimiento normal

sobre el medio cultivo, y en respuesta el fitopatdgeno reacciona de tal manera que detoxifica a
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estas sustancias, generandose asi un crecimiento inicial acelerado a partir del 6°y 12*° dia ,
posteriormente al encontrarse con més sustancias fungistaticas, se inicia una nueva fase de

detoxificacion.

Cuadro 5. Efecto de las concentraciones de extracto de Trichoderma asperellum T2-31, sobre

el crecimiento promedio diario de F. oxysporum.

Concentracién Crecimiento radial (mm)/dia
25% 4.12
50% 4.03
75% 3.68
100% 3.50
Testigo 4.98
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Figura 4. Dinamica de crecimiento de F. oxysporum, expuesto a diferentes concentraciones de

extracto de Trichoderma aspellum T2-31.
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Figura 5. Porcentaje de inhibicion de crecimiento promedio/dia de F. oxysporum, a diferentes

concentraciones de extracto.

Efecto del Extracto Metabdlico de T. asperellum T2-31 sobre la

Conidiogénesis de F. oxysporum

La prueba de medias Tukey (0.05) arroj6 que los tratamientos no son
significativamente diferentes (Cuadro 6), sin embargo se puede notar que al 100% de
concentracion se logra reducir la formacién de conidios de 3.0 x10”a 1.2 x10’, que representa
el 59.82% de reduccién de la conidiogénesis, en tanto que al 25% de concentracion solo se
redujo el 27.87%, siendo este el valor mas bajo (Cuadro 6); al parecer la reduccion de
conidios va correlacionada con la inhibicion micelial; es de esperarse que al haber menor

cantidad de micelio la produccion de conidios también sea menor.
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En los extractos usados en esta investigacion, se tienen hipotéticamente mezcladas
enzimas y antibidticos (no caracterizados) producidos por T. asperellum T2-31 en medio
liquido, dichos extractos tuvieron un efecto negativo en la conidiogénesis de F. oxysporum,
esto coincide con lo reportado por Michel et al., (2005), mencionan que las quitinasas
producidas por Trichoderma spp. logran reducir la formacién de conidios de F. oxysporum
en un 94.5%. El antibi6tico 6 pentil-o-pirona producido por Trichoderma spp. reduce la

formacion de conidios de F. oxysporum hasta en un 44.4% (Michel et al., 2004).

Cuadro 6. Efecto de la concentracion de extracto de Trichoderma asperellum T2-31, sobre la

conidiogénesis de F. oxysporum.

Inhibicion
Concentracion No. de conidios/ml de la Conidiogénesis (%)
25% 2.0 x10'A* 27.87
50% 1.5 x10°'A 51.12
75% 1.5 x10’A 49.43
100% 1.2 x10'A 59.82
Testigo 3.0x10°A 00.00

*Valores con la misma letra no son estadisticamente diferentes segun la prueba de medias Tukey al
0.05 de nivel de significancia.

Efecto del Extracto Metabdlico de T. asperellum T2-31 sobre la Viabilidad

de Conidios de F. oxysporum

La germinacion de los conidios se ve reducida de forma gradual por las diferentes
concentraciones del extracto, el porcentaje de germinacion de los conidios oscilo entre 55 y
82.5%, habiendo diferencia significativa entre los tratamientos (P<0.0004). El menor
porcentaje de germinacidn se presentd a la concentracién de 100% del extracto, esto coincide
con lo reportado por Ubalua y Oti (2007), quienes encontraron que a la concentracion de
100% del filtrado de Trichoderma viride, hay un menor porcentaje de germinacion de los

conidios de Fusarium solani (0% de germinacion).
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En este ensayo se observd que a la mas alta concentracion del extracto (100%), se
reduce la viabilidad de los conidios en un 45%, resultado similar a lo encontrado por Michel
et al., (2004), quienes evaluaron la 6 pentil-a-pirona producido por Trichoderma spp. sobre la
viabilidad de conidios de F. oxysporum, la 6PAP redujo la viabilidad de los conidios en un
45.9%. Se ha reportado que las quitinasas y glucanasas producidas por Trichoderma spp.,
inhiben la viabilidad de conidios de F. oxysporum en un 66.3 y 74.2% respectivamente, estos

datos coinciden con lo obtenido en este trabajo (Michel et al., 2005).

También se han realizado estudios contra otros géneros de hongos fitopatogenos, tal y
como lo reportan Aneja et al., (2005), quienes evaluaron el &cido nonanoico producido por
Trichoderma harzianum, este inhibe la germinacion de esporas de Moniliophthora roreri en
un 70% y a Crinipellis perniciosa en un 75%. Por otra parte Reshu y Mohd (2012), indican
que los filtrados de Trichoderma viride, inhiben Ila germinacion de conidios de Alternaria
brassicae y Alternaria brassicicola, en un 71 y 69%, respectivamente. Asi queda demostrado
que los extractos metabdlicos de Trichoderma spp. inhiben la germinacion de las esporas de

varios géneros de hongos.

Cuadro 7. Efecto de la concentracion del extracto de Trichoderma asperellum T2-31, sobre la
germinacién de conidios de F. oxysporum, a las 24 horas.

Germinacion No Total Germinacion
Concentracion Normal (#) Germinado (#) (#) de conidios (%)
TESTIGO 38 2 40 95.0A*
25% 33 7 40 82.5AB
75% 31 9 40 77.5AB
50% 28 12 40 70.0BC
100% 22 18 40 55.0C

*Valores con la misma letra no son estadisticamente diferentes segtin la prueba de medias Tukey al
0.05 de nivel de significancia.



35

CONCLUSIONES

Las dos especies de Trichoderma ensayadas en cultivos duales, poseen actividad
antagoénica contra F. oxysporum.

. T. asperellum T2-31 mostré un mayor efecto de antagonismo.

. Trichoderma asperellum T2-31 produjo enzimas y metabolitos secundarios en
fermentacion de medio liquido, que tienen la facultad de reducir la capacidad
reproductiva de F. oxysporum, disminuyendo la esporulacion e inhibiendo la
germinacion de los conidios.

. Todas las concentraciones de extracto de Trichoderma asperellum T2-31, inhiben el

crecimiento micelial de F. oxysporum en diferentes grados.
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APENDICE

Cuadro 1A. Analisis de varianza para evaluar el antagonismo de Trichoderma sobre

F. oxysporum en cultivos duales.

FV GL SC CM F P>F
TRATAMIENTOS 2 16852.07796 8426.03898 139.99 <.0001
ERROR 9 541.70184 60.18909

TOTAL 11 17393.77980

CV.= 1489%

Cuadro 2A. Radios de crecimiento del patégeno y radios de crecimiento de antagonistas
(cm), correspondientes a cultivos duales evaluados a los 14 dias de incubacion.

Repeticion | Trichoderma | F. oxysporum | Trichoderma sp. F. Testigo
asperellum T2-11 oXxysporum F.
T2-31 oxysporum
R1 3.3 1.1 3.9 1.8 6.2
R2 4.5 0 4.2 11 6.4
R3 4.8 1.2 3 2.1 6.3
R4 4.1 1.1 2.8 2.6 6.3
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Cuadro 3A. Anélisis de varianza para medir el efecto del extracto metabdlico de

T. asperellum T2-31 sobre la viabilidad de conidios de F. oxysporum.

FV GL sC CM F P>F
TRATAMIENTOS 4 3530.0 882.5 9.81 <0.0004
ERROR 15 1350.0 90.0

TOTAL 19 4880.0

C.V.=12.48 %

Cuadro 4A. Andlisis de varianza para medir efecto del extracto metabdlico de T. asperellum

T2-31 sobre la conidiogénesis de F. oxysporum.

FV GL SC CM F P>F
TRATAMIENTOS 4 8.4934269E14 2.1233567E14 1.77 0.1866
ERROR 15 1.7955314E15 1.1970209E14

TOTAL 19 2.6448741E15

C.V. = 58.01469%

Cuadro 5A. Analisis de varianza para evaluar el extracto metabdlico de T. asperellum T2-31

sobre el crecimiento micelial de F. oxysporum.

FV GL SC CM F P>F
TRATAMIENTOS 4 2112.994297 528.248574 58.66 <.0001
ERROR 15 135.069149

TOTAL 19 2248.063446

CV.= 16.26 %
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Cuadro 5A. Crecimiento diario acumulado de F. oxysporum tratado con extracto de
T. aspellum T2-31, respecto a las concentraciones.

Concentracion

Dia 25% | 50% | 75% | 100% | Testigo
Crecimiento (cm)*
1 0 0 0 0 0
2 1.175 1 0.7 0.55 1.225
3 1.4 1.15 0.975 0.825 1.65
4 1.45 1.3 1.225 0.83 2.125
5 1.6 1.4 1.3 0.85 2.35
6 1.975 1.825 1.425 0.95 2.425
7 2.225 2.2 1.975 15 2.7
8 2.475 2.575 2.175 1.85 2.825
9 2.75 2.625 2.25 2 3.525
10 3 2.9 2.4 2.225 4.4
11 3.2 2.9 2.4 2.225 5.125
12 3.775 3.75 3.275 3 5.775
13 4.475 4.45 4.025 3.775 6.2
14 5.45 5.275 4.775 4.45 7.1
15 6.175 6.05 5.525 5.25 7.475

*Media del crecimiento micelial diario experimental (Cuatro repeticiones)




