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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo el biocontrol de Fusarium verticillioides con
especies de Trichoderma , el experimento se establecié en el ejido Chapopote II,
Chalma, Veracruz, bajo condiciones de temporal e infeccion natural de F. verticillioides,
se sembraron cuatro genotipos de maiz inoculados (10g/kg de semilla) y sin inocular con
Trichoderma en un disefio de bloques al azar con arreglo factorial AXBXC con cuatro
repeticiones por tratamiento, al momento de la floracion se aplico en tres oportunidades
la formulacién liquida a una concentracion de 1x10%sporas/ml, para confirmar la
efectividad de Trichoderma, se tomaron 20 mazorcas al azar por cada repeticion y se
determind la incidencia de pudricion y la severidad de acuerdo a la escala de Reid et al.

(1996), para la incidencia de F. verticillioides se seleccionaron 100 granos asintomaticos



al azar en una muestra compuesta de un kilogramo, se sembraron en medio de cultivo
verde de malaquita agar e incubaron a 28 2 °C por dos semanas, la severidad se ajusto
a una media ponderada y se procesé por la prueba de Friedman, la incidencia mediante
un analisis de varianza, se adapt6 la formula de Abbott (1925) para obtener el porcentaje
de efectividad, se determind incidencia de 58.81% en tratamiento a semilla mas
aplicacion mediante aspersion evaluadas juntas, seguida por aplicacion por aspersion
con 65.32% y 77.56% en tratamiento a semilla, la severidad se comport6 baja en los tres
tratamientos, el tratamiento a semilla mas aplicacion mediante aspersién evaluadas
juntas presentd la severidad mas baja (2.36%) comparado con el testigo (10.89%), la
cepa que controlé significativamente (P<0.01) al patégeno fue T. harzianum T1 4
presentando 47.42%, seguida por T. longibrachiatum T1 40 con 58.67% y T. asperellum
T 11 66.58%, las tres especies de Trichoderma redujeron la incidencia y severidad del
patdgeno en las tres técnicas utilizadas, se obtuvo arriba de 50% de eficiencia técnica en

tratamiento a semilla mas aplicacion por aspersion evaluadas juntas.
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ABSTRACT

This study was designed to Fusarium verticillioides biocontrol with Trichoderma
species, the experiment was established in the ejido Chapopote Il, Chalma, Veracruz,
under rainfed conditions and natural infection of F. verticillioides, four genotypes were
seeded corn inoculated (10g/kg of seed) and non-inoculated with Trichoderma on a
randomized block design with AxBxC factorial arrangement with four replicates by
treatment, flowering when applied three times the liquid formulation at a concentration
of 1x10%sporas/ml, to confirm the effectiveness of Trichoderma, 20 ears were taken
randomly from each replication was determined rot incidence and severity according to
scale Reid et al. (1996), for incidence of F. verticillioides asymptomatic 100 grains were
selected randomly in a sample of one kilogram, were plated in culture medium malachite

green agar and incubated at 28 = 2 °C for two weeks, the severity was adjusted to a

vi



weighted average was processed by the Friedman test, the incidence by analysis of
variance, adapted the formula of Abbott (1925) for the effectiveness rate, 58.81%
incidence found in most seed treatment application by spraying evaluated together,
followed by spray application with 65.32% and 77.56% in seed treatment, behaved
severity low in all treatments, seed treatment more application by spraying evaluated
together presented the lower severity (2.36%) compared with the control (10.89%),
which controlled strain significantly (P <0.01) the pathogen was T. harzianum T1 4 of
them 47.42%, followed by T. longibrachiatum T1 40 to 58.67% and T. asperellum T11
66.58%, the three species of Trichoderma reduced the incidence and severity of the
pathogen in the three techniques used, was obtained above 50% efficiency technique on

seed treatment more spray application evaluated together.
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INTRODUCCION

Fusarium verticillioides (Sin. F. moniliforme) es el hongo mas importante que
limita en gran medida la produccion de maiz, causando considerables pérdidas
econdmicas; asi como cambios en su contenido nutritivo, sabor en los productos y
contaminacion de los granos con micotoxinas (Damarys et al., 1976). Se pude
encontrar en todo el globo terrdgueo y sobre todo en zonas templadas, humedas y
semihumedas, asi como en las regiones tropicales y subtropicales (Kucharer and
Kommendahl (1966) y Naik et al., 1982). Diversos autores sefialan que el hongo
tiene una amplia distribucion geografica y un rango de hospederos importante, ataca
cultivos como: sorgo, maiz, higo, esparrago, pino y cafia de azlcar entre otros (Boot,
1971; Gilbertson et al., 1981). La entrada del patégeno a la mazorca de maiz puede
ocurrir a través de heridas causadas por insectos o aves (Attwater and Busch, 1983:
Sutton et al., 1980) o por crecimiento de micelio sobre los vellos del jilote y de
esporas que germinan sobre ellos (Hesseltine et al., 1977; Koehler, 1942; Sutton,
1982). La infeccidn inicia con la formacion de micelio blanco, que va descendiendo
desde la punta de la mazorca y da una coloracion rojiza a rosada a los granos
infectados (Levin et al., 2003). Algunas cepas de F. verticillioides producen
infecciones asintomaticas de la semilla, la cual se transmite a la plantula afectando
su emergencia (Yates et al. 1997). Para el control del patégeno se emplean diferentes
técnicas de control, siendo el control quimico una de las mas utilizadas, pero tienen
desventajas ya que aumenta significativamente la residualidad de los productos en
los granos, debido a esta necesidad de control de F. verticillioides, el emplear
antagonistas como bacterias y especies de Trichoderma podria ser una alternativa de
control bioldgico, por tal motivo se propone la siguiente investigacion que tiene

como:



OBJETIVOS

Objetivo general

Biocontrol de Fusarium verticillioides con especies de Trichoderma

Objetivos especificos

< Control biologico de F. verticillioides mediante tratamiento de semilla con
esporas de Trichoderma spp.

¢+ Control bioldgico de F. verticillioides con esporas de Trichoderma spp. mediante
aspersion al momento de la floracion

% Control biolégico de F. verticillioides mediante tratamiento de semilla y
aplicacion mediante aspersion con esporas de Trichoderma spp. evaluadas de
manera conjunta

+«»+ Determinar incidencia y severidad para confirmar el efecto de Trichoderma de la

técnicas antes mencionadas

HIPOTESIS

Al menos una de las especies de Trichoderma controlara eficientemente a Fusarium
verticillioides en alguna de las técnicas utilizadas y reducira la incidencia y severidad del

patdgeno



REVISION DE LITERATURA

Descripcion morfoldgica de Trichoderma

Se caracteriza por la produccion de conidiéforos hialinos, muy ramificados, no
verticilados; fialides individuales o en grupos; conidios (fialosporas) hialinas,
unicelulares, ovoides, en racimos terminales pequefios, generalmente faciles de
reconocer por su rapido crecimiento y manchas verdes o cojines de los conidios;
saprofitos del suelo o de madera, muy comun, algunas especies reportadas como

parasitos de otros hongos (Barnett and Hunter, 1998).

Los conidioforos son hialinos, septados, erguidos o laxos, solitarios o frecuentemente
ramificados en angulos mas o menos rectos con respecto al eje principal. Las células
fidlides esporiferas, producidas individualmente, en pares u en grupos, son hialinas,
ovaladas o en forma de frasco; miden 5-15 x 3-4 pm. las fidlides surgen alternadamente
0 en pares y con frecuencia se producen en angulo recto con respecto al conidioforo o la
ramificacion progenitora. los conidios son hialinos o verdes, lisos o0 rugosos o en forma
de huevo, con un diametro de 3-4 um, no septados, reunidos en pequefias bolas esféricas

verdes constituidas por 10 a 20 conidios, cada una sobre fialides (Warham et al.,1996)
Trichoderma en el Biocontrol de fitopatégenos

El género Trichoderma ha sido reportado como biocontrolador de hongos fitopatdgenos
como: Mycosphaerella fijiensis (Arzate et al., 2006), Phytophthora, Rhizoctonia,
Sclerotium, Pythium y Fusarium (Agamez et al., 2009, Gonzéalez et al., 2010, Hoyos et
al., 2008), Sclerotium rolfsii (Corréa et al., 2007), Thielaviopsis paradoxa (Sanchez y
Rebolledo 2010), Botrytis cinerea (Calvo et al., 2012), Ustilago avenae, Uncinula

necator (Lorito et al., 1992) entre otros.



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 (Jensen and Wolffhechel, 1995), entre estos
mecanismos se encuentran: competencia por el sustrato, micoparasitismo, antibiosis,
resistencia inducida, entre otros (Benitez et al., 2004). Mientras mayor sea la
probabilidad de que un aislamiento de Trichoderma, manifieste varios modos de accion;

mas eficiente y duradero seré el control sobre el patogeno (Infante et al., 2009).

Competencia

Puede definirse como el comportamiento desigual de dos 0 mas organismos ante un
mismo requerimiento, siempre y cuando la utilizacion del mismo por uno de los
organismos reduzca la cantidad disponible para los demés. Un factor esencial para que
exista competencia es la escasez o limitacidn de un elemento porque si hay exceso
no hay competencia (Fernandez, 2001).

La competencia por nutrientes puede ser por nitrégeno, carbohidratos no estructurales
(azucares y polisacaridos como almiddn, celulosa, quitina, laminarina, y pectinas, entre
otros) (Stefanova et al., 1999).

Micoparasitismo

El micoparasitismo es el principal mecanismo de accion de Trichoderma sp. Este agente
antagonista envuelve el hongo patdgeno y penetra sus células causando un dafio
extensivo a nivel celular (pared, membrana y desorden citoplasmatico), principalmente
en los géneros Phytophthora, Rhizoctonia, y Fusarium, entre otros (Harman et al., 1981,
Chet and Inbar, 1994).



Antibiosis

La antibiosis es la accion directa de antibidticos o metabolitos toxicos producidos por un
microorganismo sobre otro sensible a estos. Algunos autores opinan que la antibiosis no
debe ser el principal mecanismo de accion de un antagonista, ya que existe el riesgo de

aparicion de cepas del patdgeno resistentes al antibiético (Vero y Mondino, 1999).

Enzimas hidroliticas

Trichoderma produce numerosas enzimas: (B -1,3- glucanasa, quitinasas, pectinasas,
xilasas, glucosidasas, proteasas y celulasas) degradadores de la pared celular que juegan
un importante papel en el micoparasitismo, produciendo alteraciones en las hifas del
parasito. Inicialmente realiza un reconocimiento y adherencia sobre la pared del
patdgeno, posteriormente promueve la hidrolisis de las hifas por medio de las enzimas
producidas (Benitez et al., 2004).

Varios autores han relacionado la degradacién de la pared celular de fitopatdgenos con
la produccion de enzimas quitinoliticas de Trichoderma spp. Viterbo et al. (2002);
Harman (2006), B 1,3-glucanasa y B 1,6-glucanasa Bara et al. (2003); Marcello et al.
(2010) celulasas y proteasas (Sanz et al., 2004). Shoresh et al. (2005) reportan que T.
asperellum puede producir enzimas como B 1,3-glucanasa y quitinasas. Mientras que
Stefanova et al. (1999) constataron en filtrados de Trichoderma spp. la produccion de
enzimas liticas, carboxymetilcelulosa, quitinasa y B 1,3-glucanasa, las cuales causan a
nivel celular, vacuolacion, coagulacién, granulacion, desintegracion vy lisis.
Trichoderma reconoce y ataca al hongo patdbgeno y comienza a excretar
extracelularmente enzimas liticas, como son B 1,3-glucanasa, quitinasa y lipasas (Chet
and Inbar, 1994). Para romper estructuras de los hongos fitopatégenos Trichoderma
emplea enzimas extracelulares tales como  1,3-glucanasa, quitinasa, celulasa y proteasa
(Fernandez, 2001).



Metabolitos secundarios

Trichoderma spp. produce principalmente tres tipos de compuestos: peptaibols,
poliketidos y terpenos. Los cuales pueden ser volatiles o solubles, tales como: acido
harzianico, alameticina, tricolina, peptaiboles, antibidticos, 6-pentil-a-pirona,
massoilactona, viridina, gliovirina, gliotoxina, glisopreninas, acido heptelidico, entre
otros (Vinale et al., 2008).

El 6PAP (6-pentil-a-pirona) es uno de los metabolitos mas 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, alin entre cepas de la misma
especie; ademas, una cepa en particular puede producir diferentes metabolitos a
diferentes estados de desarrollo segun las condiciones de cultivo (Cooney and Lauren,
1999). Mientras que Stefanova et al. (1999) reportan haber caracterizado un metabolito
con olor a coco, probablemente 6-pentil-a-pirona, que logro inhibir el crecimiento de P.

nicotinae.

Induccion de sistemas de defensa en la planta

Velazquez et al. (2011) reportan que Trichoderma sp. induce la acumulacién de acido

jasmonico, acido salicilico y camalexina en plantulas de Arabidopsis thaliana.

Trichoderma spp. aumento significativamente la produccion de terpenoides y la

actividad de peroxidasas en plantulas de algodon (Hanson and Howel 2004).

Los avances han demostrado el efecto de Trichoderma en plantas, incluyendo induccion
sistémica o resistencia localizada, en adicion para la induccion de rutas de resistencia en
la planta, incrementa el crecimiento y disponibilidad de nutrientes, en maiz incrementa
la respuesta al crecimiento en genotipos especificos (Harman, 2006). En tanto Shoresh et
al. (2005) reportan que Trichoderma asperellum induce resistencia sistémica en plantas
de pepino mediante elevado nivel de etileno y acido jasmonico, teniendo efecto protector

contra Pseudomonas syringae pv. lachrymans.



Descripcion morfologica de F. verticillioides

Los macroconidios son en forma de hoz a casi rectos con la superficie dorsal y ventral
casi paralelos. Los macroconidios son de pared delgada con una célula basal en forma de
pie y una célula apical alargada. Macro-conidiéforos no estan ramificados y presentan
monofialides ramificados como es el caso de todas las especies de la seccién Liseola.
Los microconidios son principalmente unicelulares y de forma ovoide a obovoide con
una base truncada. Microconidios nacen en largas cadenas y cabezas falsas y tienen una
base truncada (Nelson 1992).

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
(Warham et al., 1996).

Se denota micelio extenso algodonoso en cultivo, frecuentemente con algo de tinte rosa,
purpura o amarillo en el medio; conidioforos 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 himedas: 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 (Barnett
and Hunter 1998).

F. verticillioides presenta de 0-5 septos, las conidias con célula basal en forma de pie en
micelio aéreo, no produce clamidosporas con 14 dias en la obscuridad, las conidias estan
adheridas en forma de cadena o falsas cabezuelas, los conidios solo nacen en
monofialides, o nacen en conidiéforos que terminan verticilados con 3 fialides, es
cosmopolita de un gran ndmero de plantas hospedantes, especialmente cereales
(Niremberg and O"donnell, 1998).



Importancia economica de F. verticillioides

Es el hongo méas importante que limita en gran medida la produccion de maiz, causando
considerables pérdidas econdmicas; asi como cambios en su contenido nutritivo, sabor
en los productos y contaminacién de los granos con micotoxinas; ademas se sabe que
este hongo es encontrado con mayor frecuencia en mazorca (Damarys et al., 1976).
Ataca en todos los estados de crecimiento de la planta de maiz y a diferentes partes de la
misma induciendo enfermedades de pre y postcosecha que causan reduccion del

rendimiento y afectan la calidad de la semilla (Schulthess et al., 2002).

Infeccion y diseminacion

La entrada de Fusarium spp. a la mazorca de maiz puede ocurrir a traves de heridas
causadas por insectos o aves (Attwater and Busch, 1983 y Sutton et al., 1980) o por
crecimiento de micelio sobre los vellos del jilote y de conidios que germinan sobre ellos
(Hesseltine et al., 1977, Koehler 1942 y Sutton, 1982). El hongo Fusarium infecta todas
las partes de la planta de maiz, tiene varios puntos de entrada a la planta y puede infectar
durante estado temprano del cultivo (Munkvold et al., 1997). Ooka and Kommendahl
(1977) observaron que el aire, era el mas efectivo diseminador del patdgeno y al hacer
monitoreo de diseminacidn por aire encontraron muestras de las estructuras del hongo
hasta distancia que se calcularon entre 300 y 400 km de distancia. Asi mismo Gilbertson
et al. (1981), reportaron que entre mayor incidencia de diabroticas, aumentaban las
posibilidades de tener niveles altos del hongo F. verticillioides causante de la pudricién
del tallo. En tanto Koehler (1936) sefial6 que el patégeno 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.



Sintomas

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 (Rodriguez y De Ledn, 2008). Se inicia con la formacién
de micelio blanco, que van descendiendo desde la punta de la mazorca y dan una

coloracion rojiza a rosada a los granos infectados (Levin et al., 2003).

Produccién de micotoxinas

F. verticillioides es conocido por ser una de las especies altamente toxigenica por la
produccion de fumonisina B1 (FB1), una toxina asociada con el cancer esofagico, FB2,
y moniliformina (MON), una toxina asociada con dafio al miocardio (Marasas, 2001).
Agrios (2005) reporta tres grupos de toxinas como son: zearalenonas, tricotecenos y
fumonisinas las cuales son producidas por varias especies de Fusarium, principalmente

en maiz.

Las zearalenonas parecen ser las mas toxicas para cerdos, en el cual causan
anormalidades y degeneracion 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 feminidad,

nombrada atrofia de los testiculos y un alargamiento de las glandulas mamarias.

Los tricotecenos, de donde mas de 100 son producidos por especies de Fusarium y por
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 y pollos son afectados.



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

edema pulmonar en cerdos y posiblemente cancer en humanos.

Reportes de control biolégico de F. verticillioides

Pereira et al. (2009) reportan a Bacillus amyloliquefaciens y Microbacterium oleovorans
como agentes de control bilégico para F. verticillioides, mediante tratamiento a semilla
en maiz DK684RR2, los dos microorganismos redujeron la colonizacion del patdégeno

en raiz, tanto en evaluacion in vitro como bajo condiciones de invernadero.

B. subtilis puede inhibir la colonizacion de las raices por F. verticillioides y también
prevenir la infeccion endofita y reducir la contaminacion de los granos de maiz por
fumonisinas, mediante el tratamiento de semilla con éste agente de biocontrol,
(Cavaglieri et al., 2005).

Azotobacter armeniacus RC2 mostro alta inhibicion con un nivel de 80% en
condiciones in vitro y redujé la infeccién sistémica y la colonizacion de las raices de
maiz por F. verticillioides bajo condiciones de invernadero con tratamiento a semilla
(Cavaglieri et al. 2004).

Esporas de Trichoderma harzianum aplicadas como tratamiento a semilla y en
aplicaciéon foliar mediante aspersién, redujo la incidencia de F. verticillioides y la
produccidn de fumonisinas en maiz en evaluacion de invernadero y de campo (Chandra
et al., 2008). Los mismos autores en 2009 reportan que mediante tratamiento de semilla
y aplicacion foliar en maiz con la bacteria Pseudomonas flourescens, mejord la
emergencia en campo e incrementé el crecimiento y vigor en la planta, ademas redujo la

incidencia de F. verticillioides y la produccion de fumonisinas.
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MATERIAL Y METODOS

Localizacion del experimento de laboratorio

El presente trabajo se llevo a cabo en el laboratorio de fitopatologia, perteneciente al
Departamento de Parasitologia de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro,

ubicada en Buenavista, Saltillo, Coahuila.

Aislamiento de Fusarium verticillioides

Se hicieron muestreos en la zona donde se planeaba establecer el experimento, se
recolectaron tallos y mazorcas de maiz criollo sintomaticas (0s) y asintomaticas (0s),

para poder determinar la presencia del patdgeno a controlar.

El rastrojo y las mazorcas se trasladaron al departamento de parasitologia y en medio de
cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA), se sembraron fracciones de tejido con sintomas
caracteristicos del hongo y sin sintomas, lo mismo se realizdé con los granos de maiz,
para la desinfeccion se sumergieron en hipoclorito de sodio al 3 % por 1 min y se
enjuagaron tres veces con agua destilada estéril, se colocaron en papel de estraza para el

secado.

La siembra consistio en colocar los granos de maiz y trozos de tejido con sintomas y
asintomaticos equidistantemente uno de otro, con una pinza de diseccion previamente
esterilizada, en medio de cultivo PDA, las cajas se sellaron con cinta parafilm y se

incubaron a 28 2 °C por una semana.



Identificacion

Macroscépica: en un microscopio estereoscépico se observaron todos los granos que
habian sido colonizados por el patégeno, también el micelio que habia crecido en el
tejido en medio PDA.

Microscopica: con una aguja de diseccién se tomo una pequefia porcion del hongo y se
coloc6 en un portaobjetos con lactofenol, se observéd en el microscopio compuesto en
aumento de 40X para definir con mayor exactitud que era el microorganismo deseado
para la investigacion, se utilizaron los manuales de Barnett and Hunter (1998), Warham

et al. (1996) y Niremberg and O donnell (1998), para la identificacion del patdgeno.

Purificacién

Se purificd mediante cultivos monoconidiales, se cortaron dos discos de 8mm de
diametro del margen de las colonias donde habia crecido F. verticillioides y se
depositaron en tubos de ensaye con 9ml de agua destilada estéril y se sembraron por
dispersion con una varilla de vidrio en medio PDA, a las 24h se extrajo un solo conidio
germinado y se coloco en cajas con el medio de cultivo antes mencionado, las siembras

fueron incubadasa 28 2 °C por 10 dias.

Cepas de antagonistas

Las cepas utilizadas en este trabajo fueron Trichoderma longibrachiatum T1 40, T.
asperellum T11, T. harzianum T1 4 fueron proporcionadas por la M.C. Angélica Maria

Berlanga Padilla.

Reactivacion de las cepas

Se reactivaron en medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA), se espero el crecimiento
micelial y posteriormente se evalu6 la capacidad de antagonismo mediante cultivos

duales, una vez evaluada la actividad antagonica, se procedi6 a resembrar los
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antagonistas en medio PDA, los cuales fueron utilizados para el control de F.

verticillioides en campo.

Bioensayo 1. Antagonismo de Trichoderma spp. sobre F. verticillioides en cultivo
dual

Se utilizaron tres cepas de Trichoderma, se evalud el antagonismo en cultivo dual en
medio de cultivo PDA, el experimento se establecié en un disefio completamente al azar
con cinco repeticiones por tratamiento y un testigo para el patégeno, se coloco en el
extremo de la caja petri un disco de PDA con micelio de F. verticillioides de 8 mm de
didmetro y en el extremo opuesto un disco de Trichoderma spp., las siembras fueron
incubadas a 25 2 °C por diez dias. Diariamente se midio el crecimiento micelial, los
resultados se expresaron como porcentaje de inhibicion, el cual se avalué a las 120h
Corréa et al. (2007) vy dias a contacto mediante observaciones de la formacion de una
zona de demarcacion entre los inoculos. Los valores medios de porcentaje de inhibicion
del crecimiento radial (PICR) se calcularon por la formula de Samaniego et al. (1989)

citada por Ezziyyani et al., (2004), tal como se observa en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Formula para calcular el porcentaje de inhibicion de crecimiento radial.

R1 es el radio mayor (radio del patdgeno testigo).

PICR=R1 - R2/ R1 *(100)

R2 es el radio menor (radio del patégeno en
enfrentamiento con el antagonista).

Analisis estadistico

Las medias de PICR (Porcentaje de Inhibicién de Crecimiento Radial) se procesaron por
un analisis de varianza, la separacion de medias fue por la prueba de Tukey con un nivel
de significancia de 0.01, con el programa de la Facultad de Agronomia de la
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn (FAUANL) version 2.5.
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La comparacion de las cepas con respecto a la capacidad antagonista, se realizd

mediante la escala de Bell et al. (1982), ver Cuadro 2.

Cuadro 2. Escala de Bell et al. (1982).

Clase Caracteristicas

Clase 1 Sobrecrecimiento de Trichoderma, que colonizo toda la superficie del
medio y redujo la colonia del patégeno.

Clase 2 Sobrecrecimiento de Trichoderma, que colonizé al menos 2/3 de la
superficie del medio.

Clase 3 Trichoderma y el patdgeno colonizaron medio a medio (mas que 1/3
y menor que 2/3). Uno se sobrepuso al otro.

Clase 4 Hongo patogeno colonizé al menos 2/3 de la superficie del medio y
resistio la invasion por Trichoderma.

Clase 5 Sobrecrecimiento del hongo patégeno que coloniz6 toda la superficie
del medio.

Produccion masiva de Trichoderma spp. sobre granos de arroz

Se utilizaron granos de arroz de segunda, se lavd tres veces con agua corriente de la
llave, se dejo por lo menos 30 minutos remojando en agua para su hidratacion,
posteriormente se extrajo el exceso de agua, se secO por lo menos 20 min. Una vez que
se elimino el exceso de agua, se depositaron 300gr en bolsas de polipapel, la abertura de
la bolsa se amarr6 con una liga, una vez listas todas las bolsas se esterilizaron durante
20min a 18 psi (120 Kg/cm?), después de 24h las bolsas se inocularon con 10ml de
suspension conidial con una concentracién de 1x10°conidios/ml, se utiliz6 una
micropipeta de 1000pL y el orificio que dejo la puntilla de inoculacion se sello con cinta
masking tape, finalmente se homogenizé el arroz con los conidios de los antagonistas y
se incub6 a 28 2 °C por dos semanas, moviendo las bolsas cada tres dias, para alcanzar

una buena esporulacion.

Al observar esporulacién homogénea, las bolsas fueron abiertas y se dejaron en un

cuarto oscuro para el secado. Los conidios que se produjeron fueron cosechados con la
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ayuda de un tamiz y guardados en bolsas de papel estériles, bajo refrigeracion a 4°C,

quedando listas para hacer los tratamientos.

Tratamiento de semilla

La dosis de esporas que se aplico fue equivalente a 10g/kg de semilla (Chandra et al.,
2008), primeramente la semilla se hidraté con agua durante 12h, para la adherencia de
las esporas, se utilizo resina de sébila, se froté vigorosamente dentro de una bolsa de
plastico para homogenizar, finalmente se etiquetaron con sus datos correspondientes y se

trasladaron al lugar de evaluacion.

Preparacion de la solucion liquida

Las esporas de los granos de arroz se utilizaron para preparar la solucion, para
aprovechar los conidios crecidos en el arroz, se lavaron bien y el agua resultante del
lavado se utilizo para hacer el formulado, la concentracion a la cual se ajusto la
suspension fue de 1x10° esporas/ml, esto se logré mediante conteo en una camara

hemocitométrica (camara neubauer).

Bioensayo 2. Evaluacién de incidencia de F. verticillioides

La infeccion de F. verticillioides fue confirmada por el método de la placa agar, se
tomaron 100 granos de maiz al azar en una muestra compuesta de un kilogramo de
semilla procedente de campo del lugar de evaluacion, primeramente se desinfectaron
con hipoclorito de sodio al 3% durante dos minutos, posteriormente se enjuagaron tres
veces con agua destilada estéril para eliminar los residuos de la solucion, se secaron
durante 20min en papel sanitas a temperatura ambiente, la siembra se llevo a cabo en
una cdmara de flujo laminar, se colocaron diez semillas por cada caja petri en medio de

cultivo verde de malaquita agar, el periodo de incubacién fue de dos semanas a 28 2
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°C, el experimento se estableci6 en un disefio completamente al azar, con 10 repeticiones

por tratamiento (10 semillas por repeticion).

En un microscopio estereoscopico se contaron los granos que habian sido colonizados
por F. verticillioides, los resultados se expresaron en términos de porcentaje. Se
determind la eficiencia técnica de tratamientos de acuerdo a la formula de Abbott
(1925). Ver Cuadro 3.

Cuadro 3. Formula para determinar el porcentaje de efectividad (Abbott, 1925)

IT es la infeccion en el testigo

YE=IT - It/ 1T * (100) it es la infeccion en el

tratamiento

Analisis estadistico

La incidencia se proces6 mediante un analisis de varianza con arreglo factorial de tres
factores (A x B x C), con cuatro niveles en el factor A, tres niveles en B y cuatro en C,
en el factor A se ubicaron los genotipos, B fueron los tratamientos usados en la
investigacion y C correspondié a las cepas usadas en el experimento, su utilizo el
programa de la Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
(FAUANL) version 2.

Localizacion del experimento de campo

El experimento se establecid en el ejido Chapopote Il, Veracruz, en la parcela del Sr.
Alfredo Castro Pefia, ubicada a una altitud de 81 msnm, con coordenadas de 21° 10
13.68"" latitud Norte y 98° 13" 36.09"" longitud Oeste, el ejido colinda al Norte con el
pueblo de Chamizal, Chalma al Este con La Lima San José municipio de Tantoyuca, al
Oeste con el pueblo de Chapopote, Chalma y al Sur con el pueblo de Ixcanelco,

Tantoyuca.
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Material genético

Los genotipos utilizados en la investigacion fueron cuatro, con adaptacién a zonas
tropicales, de los cuales dos criollos y dos hibridos, los hibridos H-520 f1 y Mestizo
Diamante, fueron proporcionados por el Grupo Hernandez Montiel y Asociados S.P.R
de R.L., un criollo se adquirio con productores de la zona de estudio los tres de la
cosecha 2012 y el otro corresponde al material UAAAN-ISP-173, proporcionado por el
Banco Nacional de Germoplasma de Maices de México de la Universidad Autdnoma

Agraria Antonio Narro de la cosecha de 2008, recolectado en Tenampulco, Puebla.

Establecimiento del experimento
Preparacion del terreno
Barbecho

Se realizd con 40 dias de anticipacion, para exponer plagas y enfermedades e incorporar
restos de cosecha y malezas, se hizd con un arado de tres discos, con enganche de tres

puntos, aproximadamente a 0.35m de profundidad.

La rastra

Se llevo a cabo a los 15 dias después del barbecho con una rastra integral de 18 discos,
con enganche de tres puntos con seccion delantera de discos dentados y con seccién
trasera de discos lisos, para desmoronar los terrones que dejo el arado y eliminar

malezas que emergieron después del barbecho.

El surcado

Se abrieron surcos con una surcadora de tres rejas, espaciadas a 0.90m entre rejas, se

efectud al dia siguiente del pase de rastra.
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Siembra de los genotipos. Se realizé en forma manual en el ciclo Otofio-Invierno el 09
de Octubre de 2012, bajo condiciones de temporal e infeccion natural de F.
verticillioides, en surcos de 5m de longitud, con 0.90m entre surcos y 0.40m entre
plantas. Se utiliz6 un disefio de bloques al azar con arreglo factorial AXBxC, con cuatro
repeticiones por tratamiento (5 surcos/repeticiobn) mas un testigo. En cada surco se
sembraron 25 semillas inoculadas y sin inocular con Trichoderma spp., depositando dos
semillas por golpe. La densidad de poblacion fue de aproximadamente 55,555

plantas/hectarea.

Para la aplicacién mediante aspersion se llevo a cabo cuando habian emergido mas del
50% de flores femeninas, las aplicaciones se realizaron en tres oportunidades en las
fechas de 13 al 17 de Enero de 2013, con una bomba de mochila de 15L, a una
concentracion de 1x10° esporas/ml repitiendo la aplicacién cada tercer dia, la aplicacion

se dirigio a los vellos del jilote.

Control de maleza y aporque

Se llevo a cabo un control cultural, con la realizacién de dos escardas con azadédn, para
eliminar las hierbas que competian con el cultivo, a su vez se amontono la tierra a la
base del tallo de las plantas, esto se llevo a cabo a los 35 y 90 dias. Tambiéen se practicd
el control mecénico donde se efectud a los 60 dias con cultivadora de tiro animal, con la
finalidad de realizar el segundo aporque y al mismo tiempo remover las malezas que
habian emergido. Para el control de plagas se hicieron aplicaciones de Cipermetrina y
Paration metilico, para el control de Spodoptera frugiperda y Heliothis zea, se realizaron
al menos dos aplicaciones de cada producto, uno en etapa vegetativa y el otro en

embuche, respectivamente.
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Cosecha

Se realiz6 a los 150 dias después de emergencia el 10 de Marzo de 2013, se cosecharon
20 mazorcas al azar de los tres surcos centrales de cada repeticion por cada genotipo,
eliminando un surco en cada orilla por efecto de competencia, se evalud la incidencia de
pudricion de mazorca y la severidad de la misma, las mazorcas se desgranaron
manualmente, los granos se secaron dos dias al sol, para evitar problemas con humedad,
se depositaron en bolsas de papel con sus datos correspondientes y se trasladaron al

departamento de Parasitologia, para determinar la incidencia de F. verticillioides.

Bioensayo 3. Evaluacidn de incidencia de pudricién de mazorca

20 plantas seleccionadas al azar se cosecharon sus mazorcas para la evaluacion de
incidencia de pudricion, se contaron las mazorcas que presentaban sintomas de
pudricion en las parcelas de tratamiento a semilla, aplicacion foliar mediante aspersion y
tratamiento a semilla mas aplicacion foliar mediante aspersion evaluadas juntas, los

resultados se expresaron en términos de porcentaje.

Se determind la eficiencia técnica de tratamientos de acuerdo a la formula de Abbott
(1925). Ver Cuadro 3.

Analisis estadistico

La incidencia se proces6 mediante un analisis de varianza con arreglo factorial de tres
factores (A x B x C), con cuatro niveles en el factor A, tres niveles en B y cuatro en C, el
factor A se ubicaron a los genotipos, B fueron los tratamientos usados en la
investigacion y C correspondié a las cepas usadas en el experimento, su utilizo el
programa de la Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
(FAUANL) versién 2.
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Bioensayo 4. Evaluacion de severidad de pudricion de mazorca

20 plantas se seleccionaron al azar y se cosecharon sus mazorcas, para poder determinar

el porcentaje de dafio se utilizo la escala de Reid et al. (1996). Ver Cuadro 4.

Cuadro 4. Escala para evaluar severidad de F. verticillioides con valores de 0 hasta
valores > a 75% de dafio.

Clase Porcentaje de dafio (%)
1 0

2 1-3

3 4-10
4 11-25
5 26 - 50
6 51-75
7 > 75

Se determiné la eficiencia técnica de tratamientos de acuerdo a la formula de Abbott
(1925). Ver Cuadro 3.

Andlisis estadistico

Los datos primeramente se ajustaron a una media ponderada y posteriormente se
analizaron mediante la prueba de Friedman, con el programa de la Facultad de

Agronomia de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledon (FAUANL) version 2.5.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Identificaciéon de F. verticillioides

Se observé micelio extenso algodonoso en medio de cultivo, frecuentemente con algo de
tinte rosa, purpura o amarillo en el medio. Se encontraron microconidios abundantes
simples y en cadenas, generalmente hialinos unicelulares, bicelulares, con forma oval y
de garrote y estaban generalmente aplanados en cada extremo. Los macroconidios, con
paredes delgadas y su forma de curvos en forma de canoa a casi rectos; con 3-7 septos y
la célula basal en forma de pie. No hubo formacion de clamidosporas en el micelio, las
caracteristicas coincidieron con los diferentes autores (Warham et al., 1996; Barnett and
Hunter 1998; Niremberg and O"donnell, 1998).

Bioensayo 1. Antagonismo de Trichoderma spp. sobre F. verticillioides en cultivo
dual

Los resultados de la actividad antagonica de Trichoderma spp. por el método de cultivo
dual resultaron ser favorables para el control in vitro de F. verticillioides. Las tres cepas
inhibieron el crecimiento de F. verticillioides y lograron detener al patégeno al hacer
contacto a los dos y tres dias, el antagonismo se mostrd en valores de 32.61 hasta
35.69%, no hubo diferencia significativa entre cepas al nivel de P>0.01, las tres se
comportaron de manera muy similar en cuanto al antagonismo. Guigon et al. (2010)
reportan que en evaluacion de T. Asperellum y T. longibrachiatum contra Fusarium sp.
el antagonismo no fue significativo en comparacion con demas patdgenos, estas cepas
no fueron capaces de detener el crecimiento del patdgeno tal como sucedié en esta
investigacion, pareciera ser que las especies de Fusarium resisten la invasion de los

antagonistas.



T. longibrachiatum T1 40 fue el que presentd actividad antagonica mas elevada
(35.69%) sobre F. verticillioides a las 120h, haciendo contacto a los dos dias, por lo que
recibe calificacion de 1 en la escala de Bell et al. (1982). T. asperellum T11 inhibi6
32.68%, mientras que T. harzianum T1 4 32.61%, ambos mostraron buenas
potencialidades como antagonistas contra el patdgeno ensayado y recibieron calificacion
de 2 en la misma escala, haciendo contacto hasta el dia tres. Se logré observar
enrollamiento, lisis de micelio, las cepas no fueron capaces de colonizar sobre F.

verticillioides tal como se muestra en la Figura 1.

Castro (2011) reporta que en evaluacion de T. longibrachiatum y T. asperellum en
cultivos duales contra F. verticillioides, observo que las cepas reducen el crecimiento del
patdgeno en 57.23 y 42.64% de inhibicidn, los datos reportados por este autor a los
encontrados en esta investigacion estan un poco alejados, esto puede deberse a las cepas
de los antagonistas como también a la del patégeno, también ubicé a T. longibrachiatum
en laclase 1 y a T. asperellum en la clase 2 de la escala de clasificacion de Bell et al.
(1988). En tanto Basurto et al. (2010) reportan que en evaluaciones bajo condiciones de
laboratorio con Bacillus subtillis cepa 21 redujo significativamente el crecimiento de F.
verticillioides provocando lisis de micelio en la primer semana de enfrentamiento con el

antagonista.

Figura 1. Escala de clasificacion de Bell et al. (1982), clase 1: T. longibrachiatum T1
40, (derecha); clase 2: T. harzianum T1 4 (izquierda) T. asperellum T11 (centro).
Departamento de de parasitologia, UAAAN, 2013
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Bioensayo 2. Evaluacion de incidencia de F. verticillioides

Efecto de Trichoderma spp. en la incidencia de F. verticillioides en cuatro

genotipos de maiz mediante tres tratamientos diferentes

El analisis estadistico para las cepas muestra alta diferencia significativa (P< 0.01), la
cepa que redujo significativamente la incidencia de F. verticillioides fue T. harzianum
T1 4 con 47.42%, 58.67% para T. longibrachiatum T1 40y T. asperellum T11 66.58%
respecto al testigo. Las tres especies controlaron eficientemente a F. verticillioides en los

cuatro genotipos y los tres tratamientos, tal como se muestra en la figura 2.
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Figura 2. Efecto de Trichoderma spp. en la incidencia de F. verticillioides.
Departamento de Parasitologia, UAAAN, 2013
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Comportamiento de cuatro genotipos de maiz mediante biocontrol de F.

verticillioides con especies de Trichoderma en tres diferentes tratamientos

Empleando los tres métodos de control y las tres cepas, el genotipo donde se controld
significativamente F. verticillioides (P<0.01), fue el material Mestizo, mostrando
incidencia de 63.25% respecto a los demas genotipos, debido a la actividad de T.
longibrachiatum cepa T1 40 y T. asperellum T11 en dos de los tratamientos, seguido por
UAAAN-ISP-173 con 65.92%, debido que T. harzianum T1 4 controlé eficientemente
en cada uno de los tratamientos, el hibrido H-520 present6 incidencia de 69.33%, muy
cercano al criollo con 70.42%, como se puede observar en la figura 3 Se muestran los
valores de incidencia de F. verticillioides en los cuatro genotipos mediante la accion de

las cepas en los tres tratamientos.
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Figura 3. Efecto de Trichoderma spp. en la incidencia de F. verticillioides en cuatro
genotipos de maiz. Departamento de Parasitologia, UAAAN, 2013
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Comparacion de tres tratamientos diferentes en la incidencia de F. verticillioides

con Trichoderma spp.

El andlisis de varianza manifiesta alta significancia (P<0.01), se encontr6 que el
tratamiento a semilla mas tratamiento por aspersion (TS+TA), aumentd
significativamente la eficiencia en el control de F. verticillioides, mostrando incidencia
de 58.81%, seguido por el tratamiento por aspersion (TA) al momento de la floracién
con 65.32%, el tratamiento de semilla (TS) mostr6 77.56%, como se muestran los
resultados se podria presumir que F. verticillioides puede entrar por los vellos del jilote
y también por conductos vasculares, por la via de meristemos, siendo el mas efectivo por
los vellos del jilote tal como se muestra con tratamiento a semilla, mostrando mayor

incidencia que el tratamiento por aspersion.
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Figura 4. Efecto de Trichoderma spp. en la incidencia de F. verticillioides con tres
tratamientos diferentes. Departamento de Parasitologia, UAAAN, 2013

De acuerdo al Cuadro 5 se muestra cada uno de los tratamientos con cuatro materiales
por cada cepa, primeramente tenemos que mediante tratamiento a semilla en los
genotipos UAAAN-ISP-173 y criollo, T. harzianum T1 4 muestra incidencia 59 y 68%,
en comparacion con los testigos que fueron de 90 y 99% respectivamente, las otras dos

cepas solo muestran una reduccién de un 72% en los mismos materiales.
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Para el tratamiento de aplicacion al momento de la floracion mediante aspersion, T.

harzianum T1 4 reduce 20% la incidencia con respecto al testigo de 98% en el genotipo

H-520, mientras que T. longibrachiatum cepa T1 40 y T. asperellum cepa T11

disminuyen en 63 y 89% respectivamente en el mismo genotipo, para Mestizo las cepas

que sobresalen son T. asperellum cepa T11 y T. longibrachiatum cepa T1 40 con 39 y

41% respectivamente en comparacion con el testigo 97%, dejando en dltimo lugar a T.

harzianum T1 4 con 61%, pero sobresaliendo en los materiales UAAAN-ISP-173 y

criollo con 31 y 56% muy cercano a T. longibrachiatum cepa T1 40 con 57%,

respectivamente en comparacion con el testigo de 98 y 96%.

Cuadro 5. Incidencia promedio de F. verticillioides con tres tratamientos y tres cepas de
Trichoderma spp. en cuatro genotipos de maiz. Departamento de Parasitologia,

UAAAN, 2013
CEPAS
GENOTIPOS TRATAMIENTOS T140 T11 T14 TESTIGO
H-520 TS 76.0 81.0 74.0 97.0
H-520 TA 63.0 89.0 20.0 98.0
H-520 TS+TA 50.0 81.0 8.0 95.0
MESTIZO TS 73.0 70.0 72.0 95.0
MESTIZO TA 41.0 39.0 61.0 97.0
MESTIZO TS+TA 33.0 26.0 55.0 97.0
CRIOLLO TS 72.0 71.0 68.0 99.0
CRIOLLO TA 57.0 66.0 56.0 96.0
CRIOLLO TS+TA 52.0 62.0 48.0 98.0
UAAAN-ISP-173 TS 72.0 72.0 59.0 90.0
UAAAN-ISP-173 TA 61.0 72.0 31.0 98.0
UAAAN-ISP-173  TS+TA 54.0 70.0 17.0 95.0
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De igual manera en la evaluacion de TS+TA, T. harzianum T1 4 muestra menor
incidencia que T. longibrachiatum T1 40 y T. asperellum T11 con tan solo 8% en H-
520 comparado con el testigo de 95% y valores de 50 y 81% respecto a los dos
antagonistas, pero para Mestizo T. harzianum T1 4 no muestra ser eficiente en el control
y sobresalen T. longibrachiatum y T. asperellum con 33 y 26% respectivamente
comparado con 97% del testigo, mientras que para UAAAN-ISP-173 y criollo, vuelve a
figurar T. harzianum T1 4 con 17 y 48% a comparacion de los testigos con valores de 95
y 98%.

Como se observa, T. harzianum T1 4 aparece en al menos un 66.67% de veces en la

mayoria de los genotipos y en los tres tratamientos.

La aplicacion a semilla mas aplicacion mediante aspersion en combinacion reducen
significativamente la incidencia de F. verticillioides, seguido por tratamiento foliar y
tratamiento a semilla, Chandra et al. (2009) en evaluacion de Pseudomonas fluorescens
en diferentes genotipos de maiz encontraron que mediante la aplicacion a semilla mas
aplicacion mediante aspersion se reduce la infeccion del patégeno, ademas disminuye la
contaminacion por fumonisinas al emplear este método. Al igual estos mismos autores
en 2008 probaron en India T. harzianum en aplicacién a semilla, aplicacién por
aspersion y las dos técnicas evaluadas juntas en tres genotipos de maiz y concluyeron
que la mejor técnica es el tratamiento a semilla mas la aplicacion por aspersion

evaluadas en conjunto, reduciendo la incidencia y bajando los niveles de fumonisinas.

Bacillus amyloliquefaciens y Microbacterium oleovorans evaluados como agentes de
control bildgico para F. verticillioides, mediante tratamiento a semilla en maiz
DK684RR2, los dos microorganismos redujeron la colonizacion del patégeno en raiz en
condiciones de invernadero (Pereira et al., 2009). También B. subtilis puede inhibir la
colonizacién de las raices por F. verticillioides y también prevenir la infeccidn endofita
y reducir la contaminacion de los granos de maiz por fumonisinas, mediante el

tratamiento de semilla de acuerdo a lo reportado por Cavaglieri et al. (2005).
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El control biolégico de F. verticillioides solo se propone como un método mas de
manejo, intercalandolo con otros que puedan ser compatibles con el, se puede mencionar
que uno de ellos podria ser el control cultural, removiendo los restos de cosecha, para
bajar el nivel de la fuente de indculo tal como reportan Cotten and Munkvold (1998),
que en residuos de tallo de maiz incorporados al suelo, F. verticillioides puede
sobrevivir por lo menos por 630 dias; esto demuestra que los residuos son una

importante fuente de inoculo a largo plazo.

También podria combinarse con la resistencia genética y el control cultural, estas serian
unas de las técnicas mas recomendables tal como se pudo observar con el genotipo
Mestizo diamante el cual se comport6 significativamente potencial a la invasion de F.
verticillioides y el criollo; al ser material susceptible no mostré buenas potencialidades a
la invasion del patdgeno, esto concuerda con lo propuesto por Cisneros et al. (2007)
quienes mencionan que 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 de cultivo y causar

enfermedades severas en genotipos susceptibles.

Ademas en zonas donde el patégeno ha estado conviviendo con el hospedero, resulta
mas complicado el manejo del mismo tal como reporta Trujillo (1996), que el control
con Trichoderma en campos con antecedentes a favor del patdgeno no resulta ser
favorable. Esto fue claramente demostrado en el cultivo de tabaco, cuando se realizaron
aplicaciones biolodgicas a suelos con infeccion media y alta por Phytophthora. nicotianae
donde solamente reducen el indice de infeccion a un 30 % y a un 60 % respectivamente,
de igual manera se observa algo similar al presente estudio, los niveles de incidencia

oscilaron entre 46 y 55% empleando los tres tratamientos.
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Eficiencia de Trichoderma spp. en la incidencia de F. verticillioides mediante tres

tratamientos diferentes en cuatro genotipos diferentes.

TS + TA controla significativamente al patégeno con 51.87% de efectividad, seguido
por tratamiento por aspersion con 43.78%, y 24.74% para TS. Las tres cepas controlaron

a F. verticillioides pero T. harzianum T1 4 mostro mayor efectividad con 50.70%

Cuadro 6. Eficiencia técnica de tratamientos con tres cepas de Trichoderma spp. en
cuatro genotipos de maiz sobre incidencia de F. verticillioides. (Abbott 1925).
Departamento de Parasitologia, UAAAN, 2013

CEPAS
GENOTIPOS TRATAMIENTOS T140 T11 T14
H-520 TS 21.65 16.49 23.71
H-520 TA 35.71 9.18 79.59
H-520 TS+TA 47.37 1474 91.58
MESTIZO TS 23.16 26.32 2421
MESTIZO TA 57.73 59.79 37.11
MESTIZO TS+TA 65.98 73.20 43.30
CRIOLLO TS 27.27 28.28 3131
CRIOLLO TA 40.63 31.25 41.67
CRIOLLO TS+TA 46.94 36.73 51.02
UAAAN-ISP-173 TS 20.0 20.0 34.44
UAAAN-ISP-173  TA 37.76 26.53 68.37
UAAAN-ISP-173  TS+TA 43.16 26.32 83.11
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Bioensayo 3. Evaluacion de incidencia de pudricion de mazorca

De acuerdo a la incidencia de pudricion de mazorca, el tratamiento a semilla mas la
aplicacion foliar juntas muestran incidencia 46.87%, seguida por el tratamiento de
aplicacion foliar con 54.22% y 55.31% para el tratamiento a semilla, los tres

tratamientos reducen la incidencia de pudricion de mazorca significativamente (P<0.01).
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Figura 5. Efecto de Trichoderma spp en la incidencia de pudricién de mazorca con tres
tratamientos diferentes. Departamento de Parasitologia, UAAAN, 2013

Chandra et al. (2008) reportan que en aplicacion a semilla, aplicacion por aspersion y
las dos técnicas evaluadas juntas en tres genotipos de maiz se reduce la incidencia de F.
verticillioides dando mejor resultado el emplear el tratamiento a semilla mas la
aplicacién por aspersion evaluadas en conjunto, que ademas baja los niveles de
fumonisinas. T. harzianum T1 4 reduce la incidencia de pudricién en 38.33%, T.
longibrachiatum T1 40 se ubico en segundo lugar con 41.45% y en el ultimo lugar se
encuentra T. asperellum T11 con 50.0%, las tres cepas controlaron significativamente la
incidencia de pudricion de mazorca (P<0.01) en los cuatro genotipos con los tres

tratamientos diferentes, respecto al testigo que muestra 78.75%.
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Figura 6. Efecto de Trichoderma spp en la incidencia de pudricion de mazorca.
Departamento de Parasitologia, UAAAN, 2013

Eficiencia de Trichoderma spp. en la incidencia de pudricion de mazorca mediante

tres tratamientos diferentes en cuatro genotipos de maiz.

TS + TA controlé significativamente la incidencia de pudricién con 54.19% de
efectividad, seguido por tratamiento por aspersion con 38.92%, y 39.80% para TS. Las
tres cepas controlaron a F. verticillioides pero T. harzianum T1 4 presentd 51.04% de
eficacia, mientras que T. longibrachiatum T1 40 y T. asperellum T11, 46.04 y 35.83%

respectivamente.
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Cuadro 7. Eficiencia técnica de tratamientos con tres cepas de Trichoderma spp. en
cuatro genotipos de maiz sobre incidencia de pudricién. (Abbott 1925).
Departamento de Parasitologia, UAAAN, 2013

CEPAS
GENOTIPOS TRATAMIENTOS T140 T11 T14
H-520 TS 30.00 16.67 Sl
H-520 TA 43.33 16.67 43.33
H-520 TS+TA 63.33 26.67 53.33
MESTIZO TS 33.33 30.00 43.33
MESTIZO TA 30.00 36.67 53.33
MESTIZO TS+TA 63.33 56.67 76.67
CRIOLLO TS 48.39 70.97 51.61
CRIOLLO TA 45.16 38.71 48.39
CRIOLLO TS+TA 61.29 48.39 54.84
UAAAN-ISP-173 TS 51.43 0.0 48.57
UAAAN-ISP-173 TA 37.14 34.29 40.00
UAAAN-ISP-173  TS+TA 45.71 54.29 45.71

Bioensayo 4. Evaluacion de severidad de pudricion de mazorca

Para la severidad se encontraron niveles relativamente bajos en los tres tratamientos, el
TS + TA fue el que presentd 2.36 de severidad, seguido por TA con 2.41% Yy severidad
de 2.45 para TS, los tres tratamientos se ubicaron en la clase dos de la escala de Reid et
al. (1996) respecto al testigo el cual presento niveles de dafio de 10.89% y se ubicé en la
clase 3 de la misma escala con relacion a la media ponderada.

La prueba de Friedman confirmo que al menos dos tratamientos son diferentes al nivel

de significancia de 0.05 mostrando diferencia significativa.
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Cuadro 8. Medias ponderadas de severidad

CEPAS
GENOTIPOS TRATAMIENTOS T140 T11 T14 TESTIGO
H-520 TS 2.00 2.63 2.18 10.55
H-520 TA 2.19 2.19 2.35 10.55
H-520 TS+TA 2.23 2.19 2.33 10.55
MESTIZO TS 2.18 2.25 2.70 10.22
MESTIZO TA 2.36 2.71 2.18 10.22
MESTIZO TS+TA 2.36 2.00 2.48 10.22
CRIOLLO TS 2.82 2.80 2.56 11.12
CRIOLLO TA 2.38 2.58 2.25 11.12
CRIOLLO TS+TA 2.62 2.19 2.00 11.12
UAAAN-ISP-173 TS 2.22 2.58 2.28 11.68
UAAAN-ISP-173  TA 2.60 2.82 2.25 11.68
UAAAN-ISP-173  TS+TA 2.71 2.58 2.71 11.68

Las tres cepas controlaron la pudricion de mazorca con diferentes niveles de severidad,
T. harzianum mostré 2.36 de severidad y 2.40, 2.46 para T. longibrachiatum T1 40 y T.

asperellum T11 respectivamente.
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Eficiencia de Trichoderma spp. en la severidad de pudricion de mazorca mediante

tres tratamientos diferentes en cuatro genotipos de maiz.

Cuadro 9. Eficiencia técnica de tratamientos con tres cepas de Trichoderma spp. en
cuatro genotipos de maiz sobre severidad de pudricion. (Abbott 1925).
Departamento de Parasitologia, UAAAN, 2013

CEPAS

GENOTIPOS TRATAMIENTOS T140 T11 T14

H-520 TS 81.04 75.07 79.34
H-520 TA 79.24 79.24 77.73
H-520 TS+TA 78.86 79.24 77.91
MESTIZO TS 78.67 77.98 73.58
MESTIZO TA 76.91 73.48 78.67
MESTIZO TS+TA 76.91 80.43 75.73
CRIOLLO TS 74.64 74.82 76.98
CRIOLLO TA 78.60 76.80 79.77
CRIOLLO TS+TA 76.44 80.31 82.01
UAAAN-ISP-173 TS 80.99 7791 80.48
UAAAN-ISP-173 TA 77.74 75.86 80.74
UAAAN-ISP-173 TS+TA 76.80 77.91 76.80

La aplicacién de TS + TA controlo significativamente la severidad de pudricion de
mazorca con 78.28% de efectividad, seguido por tratamiento por aspersion con 77.90%,
y 77.63% para TS. Las tres cepas controlaron la severidad, T. harzianum T1 4 presentd
78.31% de efectividad, mientras que T. longibrachiatum T1 40 y T. asperellum T11,
78.07 y 77.42% respectivamente. Ademas se pudo observar que al hacer cortes
longitudinales de tallo, las tres cepas reducian la colonizacion del patégeno, mostrandose
sintomas caracteristicos en el testigo, los genotipos tratados con las tres especies de
Trichoderma presentaron sintomas escasos, el testigo presenté sintomatologia mas
elevada. Algunas cepas de Trichoderma estan reportadas que ademas de controlar
eficientemente a fitopatdgenos, también inducen la respuesta de sistemas de defensa en

la planta.
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Los avances han demostrado el efecto de Trichoderma en plantas, incluyendo induccién
sistémica o resistencia localizada, en adicion para la induccion de rutas de resistencia en
la planta, incrementa el crecimiento y disponibilidad de nutrientes, en maiz incrementa
la respuesta al crecimiento en genotipos especificos (Harman, 2006). Otra observacion
que se pudo hacer, es que los tres antagonistas promovieron el desarrollo del cultivo,
acelerando la floracion en los tres tratamientos y aumentando la altura de planta, ademas
se observd mejor vigor vegetativo presentando un color verde intenso en comparacion

con el testigo.
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CONCLUSIONES

Las tres especies de Trichoderma redujeron significativamente la incidencia y severidad

de F. verticillioides

Los tres métodos de aplicacion de Trichoderma spp. fueron eficientes en el control de F.

verticillioides.

El tratamiento a semilla mas aplicacion por aspersion al momento de la floracion

evaluadas de manera conjunta, controlaron significativamente a F. verticillioides

El genotipo Mestizo Diamante resistié la invasién de F. verticillioides en los tres

métodos de control empleados, con aditividad de las tres cepas.
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APENDICE

ANALISIS DE VARIANZACEPASDE Trichoderma

FV GL SC CM F P>F
TRATAMIENTOS 2 30.896484 15.448242 1.9971 0.177
ERROR 12 92.822266 7.735189

TOTAL 14 123.718750

CV.= 826%

ANALISIS DE VARIANZAINCIDENCIA DE F. verticillioides

FV GL SC CM F P>F
FACTOR A 3 3857.250000 1285.750000 8.4891 0.000
FACTOR B 2 29006.750000 14503.375000 95.7582 0.000
FACTORC 3 157017. 250000 52339.082031 345.5675 0.000
AXB 6 2698.250000 449.708344 2.9692 0.008
AXC 9 43050.250000 4783.361328  31.5820 0.000
BXC 6 17018.250000 2836.375000 18.7271 0.000
AXBXC 18 16336.750000 907.597229 5.9924 0.000
ERROR 432 65430.000000 151.458328

TOTAL 479 334414.750000

C.V.= 18.3058%

MEDIAS DE TRATAMIENTOS

FACTOR A (Tratamientos) = MEDIA INCIDENCIA
3(TS+SL) 58.81250
2 (SL) 65.31250
1(TS) 77.56250




MEDIAS DE GENOTIPOS

FACTOR B MEDIA INCIDENCIA
2 (MESTIZO) 63.25000
3 (CRIOLLO) 65.91667
1 (H-520) 69.33333
4 (ISP-173) 70.41667

MEDIAS DE CEPAS ANTAGONISTAS

TRATAMIENTO MEDIA INCIDENCIA

3(CEPATL4) 47417
1 (CEPAT140) 58667
2 (CEPA T11) 66.583
4 (TESTIGO) 96.250

ANALISIS DE VARIANZAINCIDENCIAPUDRICION DE MAZORCA

FV GL sC CM F P>F
BLOQUES 3 555.687500  185.229172  0.8393 0523
FACTOR A 3 5934.875000  1978.291626  8.9635 0.000
FACTOR B 2 3215.625000  1607.812500  7.2849 0.001
FACTORC 3 47114.062500 15704.687500 71.1571 0.000
AXB 6 1476.062500  246.010422  1.1147 0.357
AXC 9 3188.000000  354.222229  1.6050 0.119
BXC 6 1459.375000  243.229172  1.1021 0.364
AXBXC 18 5882.312500  326.795135  1.4807 0.105
ERROR 141 31119.312500 220.704346

TOTAL 191 99945.312500

CV.= 28.2134%
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MEDIAS DE TRATAMIENTOS

FACTOR A (Tratamientos) = MEDIA INCIDENCIA

3 (TS +SL) 46.875000
2 (SL) 55.781250
1 (TS) 55.312500

MEDIAS DE GENOTIPOS

FACTORB MEDIA INCIDENCIA
3 (ISP-173) 45.208332
2 (MESTIZO) 48541668
1 (H-520) 53.333332
4 (CRIOLLO) 61.458332

MEDIAS DE CEPAS ANTAGONISTAS

TRATAMIENTO MEDIA INCIDENCIA

3(CEPAT14) 383333
1 (CEPAT140) 414583
2 (T11) 50.0000
4 (TESTIGO) 78.7500
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TABLA DE MEDIAS DE TRATAMIENTOS /GENOTIPOS/CEPAS DE ANTAGONISTAS

CEPAS

GENOTIPOS TRATAMIENTOS T140 T11 T14 Testigo
H-520 TS 52.50 62.50 35.0 75.0
H-520 TA 42.50 62.50 42.50 75.0
H-520 TS+TA 27.50 55.00 35.0 75.0
MESTIZO TS 50.00 52.50 42.50 75.0
MESTI1ZO TA 52.50 47.50 35.00 75.0
MESTI1ZO TS+TA 27.50 32.50 17.50 75.0
CRIOLLO TS 42.50 87.50 45.00 87.50
CRIOLLO TA 55.00 57.50 52.50 87.50
CRIOLLO TS+TA 47.50 40.00 47.50 87.50
UAAAN-ISP-173 TS 40.00 22.50 37.50 77.50
UAAAN-ISP-173 TA 42.50 47.50 40.00 77.50
UAAAN-ISP-173  TS+TA 30.00 40.00 35.00 77.50
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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la incidencia de Fusarium verticillioides en
cuatro genotipos de maiz y la evaluacion de cepas de Trichoderma como biocontrol bajo
condiciones de laboratorio, se llevd a cabo en las instalaciones del Departamento de
Parasitologia de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro en Buenavista, Saltillo en los
meses de Enero a Mayo de 2013, cuatro muestras de maiz se sembraron en medio de cultivo
verde de malaquita agar bajo un disefio completamente al azar, para determinar la incidencia de
F. verticillioides, se contaron los granos que habian sido colonizados por el hongo, expresandose
en términos de porcentaje, también se evaluaron Trichoderma longibrachiatum T1 40, T.
asperellum T11, T. harzianum T1 4 en cultivos duales contra el patdgeno, obteniendo los
siguientes resultados para cada caso, se detecto la presencia de F. verticillioides en los cuatro

genotipos de maiz con diferentes niveles de incidencia, el material criollo mostrd la incidencia
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mas alta con 86.03%, seguido por H520 79.75%, mestizo 75.5% y UAAAN-ISP-173 con
72.07%. En cuanto al efecto antagénico de las tres cepas de Trichoderma inhibieron el desarrollo
del patogeno con 35.69% para T. longibrachiatum T1 40, T. asperellum T11 inhibi6 32.68%,

mientras que T. harzianum T1 4 32.61%, evaluados a las 120h.

Palabras clave: Trichoderma spp, F. verticillioides, antagonismo, incidencia

ABSTRACT

The present study was designed to determine the incidence of Fusarium verticillioides in four
maize genotypes and evaluation of Trichoderma as biocontrol strains under laboratory
conditions, was carried out in the facilities of the Department of Parasitology at the Universidad
Autonoma Agraria Antonio Narro in Buenavista, Saltillo in the months of January to May 2013,
four samples of corn were sown in culture medium malachite green agar, to determine the
incidence of F. verticillioides, counted the grains that had been colonized by the fungus,
expressed in percentage terms, also assessed Trichoderma longibrachiatum T1 40, T. asperellum
T11, T. harzianum T1 4 in dual cultures against the pathogen, with the following results for each
case was detected the presence of F. verticillioides in four maize genotypes with different levels
of incidence, native material showed the highest incidence with 86.03%, followed by H520
79.75%, mestizo 75.5% and UAAAN-ISP-173 with 72.07%. in terms of the antagonistic effect
of the three Trichoderma strains inhibited the development of the pathogen with 35.69% for T.
longibrachiatum T1 40, T. asperellum T11 32.68% inhibited while T. harzianum T1 4 32.61%,

evaluated at 120h.

Keywords: Trichoderma spp., F. verticillioides, antagonism, incidence
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INTRODUCCION

Fusarium verticillioides es el hongo mas importante que limita en gran medida la produccion de
maiz, causando considerables pérdidas econdmicas; asi como cambios en su contenido nutritivo,
sabor en los productos y contaminacion de los granos con micotoxinas (Damarys et al., 1976).
Diversos autores sefialan que el hongo tiene una amplia distribucion geografica y un rango de
hospederos importante, ataca cultivos como: sorgo, maiz, higo, esparrago, pino y cafia de azlcar
entre otros (Boot, 1971; Gilbertson et al., 1981). La entrada del patdgeno a la mazorca de maiz
puede ocurrir a traves de heridas causadas por insectos o aves (Attwater et al., 1983 y Sutton et
al., 1980) o por crecimiento de micelio sobre los vellos del jilote y de esporas que germinan
sobre ellos (Hesseltine et al., 1977; Koehler 1942 y Sutton, 1982). La infeccion inicia con la
formacion de micelio blanco, que va descendiendo desde la punta de la mazorca y da una
coloracion rojiza a rosada a los granos infectados (Levin et al., 2003). Algunas cepas de F.
verticillioides producen infecciones asintomaticas de la semilla, la cual se transmite a la plantula
afectando su emergencia (Yates et al. 1997). Para el control del patdgeno se emplean diferentes
técnicas de control, siendo el control quimico una de las mas utilizadas, pero tienen desventajas
ya que aumenta significativamente la residualidad de los productos en los granos, debido a esta
necesidad del control de F. verticillioides, el emplear antagonistas como bacterias y especies de
Trichoderma podria ser una alternativa de control bioldgico.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion del experimento

El presente trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Fitopatologia del Departamento de
Parasitologia de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, ubicada en Buenavista,

Saltillo, Coah. México.
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Cepas de antagonistas. Las cepas utilizadas en este trabajo fueron Trichoderma
longibrachiatum T1 40, T. asperellum T11, T. harzianum T1 4, tomadas del cepario del

Laboratorio de Fitopatologia del Departamento de Parasitologia.

Fusarium verticillioides. Se aisl6 de granos de maiz criollo de la cosecha 2012 procedente de

Chapopote Chalma Veracruz, en medio de cultivo verde de malaquita agar.

Genotipos. Fueron cuatro, dos criollos y dos hibridos, los hibridos H-520 f1 y Mestizo
Diamante, proporcionados por el Grupo Hernandez Montiel y Asociados S.P.R de R.L. cosecha
2012, un criollo se adquirié con productores de Chapopote Chalma Veracruz cosecha 2012 y el
otro corresponde al material UAAAN-ISP-173, proporcionado por el Banco Nacional de
Germoplasma de Maices de México de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro de la

cosecha de 2008, recolectado en Tenampulco, Puebla.

Determinacién de incidencia de F. verticillioides

Se sembraron Cuatro muestras de maiz en medio de cultivo verde de malaquita agar, se
desinfectaron 400 semillas por inmersion en solucion de hipoclorito de sodio al 1% por 3min,
para remover los residuos del desinfectante se lavaron tres veces con agua destilada estéril y se
secaron con corriente de aire en camara de flujo laminar, se utilizaron cajas de petri de plastico,
en cada caja se colocaron 10 semillas equidistantemente una de otra, las muestras se incubaron a
28 2 °C por dos semanas. El experimento se establecid en un disefio completamente al azar con

cuatro repeticiones por cada genotipo.

Se realizé la identificacion macroscopica, en un microscopio estereoscépico se observaron todos
los granos que habian sido colonizados por el patdgeno, para la identificacion microscopica, se
realizaron montas en portaobjetos y se observo en el microscopio compuesto en aumento de
40X, se utilizaron los manuales de Warham et al. (1996) y Niremberg y O"donnell (1998), para
la identificacion del patogeno.
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Andlisis estadistico

Los porcentajes de incidencia se ajustaron mediante transformacién arcoseno y se procesaron
mediante un andlisis de varianza en un disefio completamente al azar, la separacion de medias
fue por la prueba de Tukey con un nivel de significancia de 0.01, con el programa de la Facultad

de Agronomia de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon (FAUANL) version 2.5.

Evaluacion in vitro del efecto antag6nico de Trichoderma spp. sobre F. verticillioides

Para las tres cepas se evalud el porciento de inhibicién de crecimiento radial y la capacidad
antagonica en cultivo dual en medio de cultivo PDA, el experimento se establecié en un disefio
completamente al azar con cinco repeticiones por tratamiento y un testigo para el patdgeno, se
colocé 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., las siembras fueron
incubadas a 28 2 °C por 10 d. Diariamente se midi6 el crecimiento micelial.

A los 10 d se determiné la capacidad antagbnica empleando la escala de Bell et al. (1982),
también se calcularon los valores medios de porcentaje de inhibicion del crecimiento radial
(PICR) a las 120h de acuerdo a Corréa et al. (2007), se emple6 la formula de Samaniego et al.
(1989) citada por Ezziyyani et al. (2004), donde PICR=R1-R2/R1, siendo R1 es el radio mayor
(radio del patogeno testigo) y R2 el radio menor (radio del patdgeno en enfrentamiento con el

antagonista).

Analisis estadistico

Las medias de PICR se ajustaron mediante transformacion arcoseno Yy se procesaron por un
analisis de varianza, la separacion de medias fue por la prueba de Tukey con un nivel de
significancia de 0.05, con el programa de la Facultad de Agronomia de la Universidad

Autonoma de Nuevo Ledn (FAUANL) versién 2.5.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Deteccion de F. verticillioides

Se detectd la presencia de F. verticillioides en los cuatro genotipos de maiz, se observé micelio
extenso algodonoso en medio de cultivo, frecuentemente con algo de tinte rosa, purpura o
amarillo en el medio. Se encontraron  microconidios abundantes simples y en cadenas,
generalmente hialinos unicelulares, bicelulares, con forma oval y de garrote y estaban
generalmente aplanados en cada extremo. Los macroconidios, con paredes delgadas y su forma
de curvos en forma de canoa a casi rectos; con 3-7 septos y la célula basal en forma de pie. No
hubo formacion de clamidosporas en el micelio, las caracteristicas coincidieron con los

diferentes autores (Warham et al., 1996; Niremberg and O"donnell, 1998).

Incidencia de F. verticillioides

La incidencia se present6 de 72.07 hasta 86.03 en los cuatro genotipos, el criollo mostré la
incidencia mas alta con 86.03%, seguido por H520 79.75%, mestizo 75.5% y UAAAN-ISP-173

con 72.07%.
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Figura 1. Incidencia de F. verticillioides en cuatro genotipos de maiz.
Letras iguales no son estadisticamente diferentes, de acuerdo a la prueba de Tukey a 0.01 de
significancia.

Los resultados obtenidos por Herndndez et al. (2007), son muy similares a los encontrados en
esta investigacion ellos encontraron la presencia de Fusarium con valores de 76.9% de
incidencia en maices recolectados de campo en el norte de Tamaulipas, mientras que Bucio et
al. (2003), encontraron incidencia de Fusarium de 30.7% en diferentes municipios del estado
de Guanajuato. Kedera et al. (1999), reportaron incidencia de F. verticillioides con 71 a 72 % en
tres muestras de maiz en Kenya, los niveles de incidencia reportados por estos autores son
similares a los encontrados en este trabajo. Gallardo et al., (2006), reportaron la presencia de

Fusarium con 67% de incidencia en el Valle de Mayo, Sonora.

Antagonismo de Trichoderma spp. sobre F. verticillioides en cultivo dual

Los resultados de la actividad antagdnica de Trichoderma spp. por el método de cultivo dual
resultaron ser favorables para el control in vitro de F. verticillioides. Las tres cepas inhibieron el
crecimiento de F. verticillioides y lograron detener al patdgeno al hacer contacto a los dos y tres

dias, el antagonismo se mostr6 en valores de 32.61 hasta 35.69%, no hubo diferencia
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significativa entre cepas P>0.01, las tres se comportaron de manera muy similar en cuanto al
antagonismo.

Guigon et al. (2010) reportan que en evaluacion de T. asperellum y T. longibrachiatum contra
Fusarium sp. el antagonismo no fue significativo en comparacion con demas patdgenos, estas
cepas no fueron capaces de detener el crecimiento del patégeno tal como sucedi6 en esta
investigacion, pareciera ser que las especies de Fusarium resisten la invasién de los antagonistas.
T. longibrachiatum T1 40 fue el que presento actividad antagénica més elevada 35.69% sobre
F. verticillioides a las 120h, haciendo contacto a los dos dias, por lo que recibe calificacion de 1
en la escala de Bell et al. (1982). T. asperellum T11 inhibi6é 32.68%, mientras que T. harzianum
T1 4 32.61%, ambos mostraron buenas potencialidades como antagonistas contra el patdgeno
ensayado Yy recibieron calificacion de 2 en la misma escala, haciendo contacto hasta el dia tres.

Se logro6 observar enrollamiento, lisis de micelio, las cepas no fueron capaces colonizar sobre F.

verticillioides tal como se muestra en la Figura 2.

Figura 2. Escala de clasificacion de Bell et al. (1982), clase 1: T. longibrachiatum T1 40,
(derecha); clase 2: T. harzianum T1 4 (izquierda) T. asperellum T11 (centro).

Michel (2001), encontrd 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
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después de la siembra, los reportes de estos autores concuerdan con lo encatrado en esta

evaluacion.

Esparza (2009), reporta que de acuerdo a la clasificacion de antagonismo propuesta por Bell et
al. (1982), ubicd a T. asperellum en la clase 1 con un 94.20% de inhibicién segin la media y a
T. longibrachiatum en la clase 2 con un 89.01% contra el hongo Phytophthora parasitica.
También logrd observar como principal mecanismo de accién la competencia por el sustrato y el
micoparasitismo, también dichos hongos indujeron lisis de micelio y la presencia de antibiosis,
lo cual en esta investigacion solo se logro ver lisis y colapso de micelio, pero no se pudo
presenciar antibiosis en cultivos duales, siendo un patégeno completamente diferente al

ensayado en esta investigacion, por tal motivo no pueden comportarse similares.

CONCLUSIONES

El hongo Fusarium verticillioides se encontrd en todos los genotipos analizados con diferentes
niveles de incidencia. Las tres especies de Trichoderma redujeron la colonizacion de F.

verticillioides en cultivo dual haciendo contacto a los dos y tres dias.

AGRADECIMIENTOS

Al Grupo Hernandez Montiel y Asociados S.P.R de R.L. y al Banco Nacional de Germoplasma
de Maices de México de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, por proporcionar los

genotipos.

LITERATURA CITADA

Attwater, W. A., and Busch, L. V. 1983. Role of the sap beetle Glischrochilus quadrisignatus in

the epidemiology of Gibberella corn ear rot. Journal of Plant Pathology. 5:158-163.

Bell, D. K., Well, H. D., and Markham, C. R. 1982.“In Vitro” antagonism of Trichoderma

species against six fungal plant pathogens. Phytopathology.72:379-382.

55



Boot, C. 1971. The genus Fusarium. Commonwealth Mycological Institute, Kew, Surrey,

England. 237 pp.

Bucio, V. C. M., Martinez J. O. A., y Morales G. R. H. 2003. Contaminacién con hongos en
maiz recién cosechado en el estado de Guanajuato durante el afio 2003. VII Congreso
Nacional de Ciencia de los Alimentos y Il Foro de Ciencia y Tecnologia de Alimentos
Guanajuato, Gto. México.

Corréa, M. M. S., Avila, Z., Minaré, B. L., Padua, R. R. y Gomes, D. 2007. CEPAS DE
Trichoderma spp. PARA EL CONTROL BIOLOGICO DE Sclerotium rolfsii SACC.

Fitosanidad. 11(1):3-9.

Damarys M., C. Medina y Z. Zenteno. 1976. Morfologia de mazorcas de maiz. México. Il

boletin de la Sociedad de Microbiologia. 10:71-72.

Esparza, L. L. L. 2009. Efectividad in vitro de cepas nativas de Trichoderma spp. en aislados de
Phytophthora parasitica D. obtenidos en plantas de Jamaica. Tesis UACH. Texcoco,

Estado de México.

Ezziyyani, M., Pérez, S. C., Ahmed, S. A., Requena M. E. & Candela M. E. 2004. Trichoderma
harzianum como biofungicida para el biocontrol de Phytophthora capsici en plantas de

pimiento (Capsicum annuum L.). Anales de Biologia. 26:35-45.

Gallardo, R. E. D., Ibarra, M. G. M., Sanchez, M. R. I., Cuamea, C. G., Molina, G. D., Parra, V.
N. V., Rosas, B. E. C., Cortez, R. M. O. 2006. Micobiota de maiz (Zea mays L.) recién
cosechado y produccion de fumonisina B1 por cepas de Fusarium verticillioides (Sacc.)

Niremberg. Revista Mexicana de Fitopatologia. 24(01):27-34.

Guigén, L. C., Guerrero, P.V., Vargas, A. F., Carvajal, M. E., Avila, Q. G.D., Bravo, L. L.,

Ruocco, M. L., S, Woo, S. y Lorito, M. 2010. Identificacion Molecular de Cepas

56



Nativas de Trichoderma spp. su Tasa de Crecimiento in vitro y Antagonismo contra

Hongos Fitopatdgenos. Revista Mexicana de Fitopatologia. 28:87-96.

Gilbertson R.L. and Manning W. J. 1976. Ecology of Fusarium moniliforme and other Fusarium

in cultivated field soil in Colorado. Phytopathology. 73:812.

Herndndez, D. S., Reyes, L. M. A, Garcia, O. J. G., Mayek, P. N., Reyes M. C. A. 2007.
Incidencia de hongos potencialmente toxigenos en maiz (Zea mays L.) almacenado y
cultivado en el norte de Tamaulipas, México. Revista Mexicana de Fitopatologia. 25(2):

127-133.

Hesseltine, C. W., and Bothast, R. J. 1977. Mold development in ears of corn from tasseling to

harvest. Mycologia. 69(2):328-340.

Kedera, C. J., Plattner, R. D. and Desjardins, A. E. 1999. Incidence of Fusarium spp. and levels
of fumonisin b1 in maize in western Kenya. Applied and environmental microbiology.
65(1):41-44.

Koehler, B. 1942. Natural mode of entrance of fungi into corn ears and some symptoms that

indicate infection. Journal of Agricultural Research. 64(8):421-442.

Levin, L., Ridao, A., Castafio, F. 2003. Fusariosis de la espiga en el maiz. INTA: 202 Jornada de
actualizacion profesional en cultivos de verano. Mar del Plata, 19 de setiembre de

2003.165.

Michel, A. A. C. 2001. Cepas nativas de Trichoderma spp. (Euascomycetes:Hipocreales), su
antibiosis y micoparasitismo sobre Fusarium subglutinanas y F. oxysporum

(Hyphomycetes:Hiphales). Tesis Doctorado. Universidad de Colima, México.

Olivares, S. E. 1994. Paquete de disefios experimentales FAUANL.Version 2.5. Facultad de

Agronomia UANL. Marin, N. L.

57



Niremberg, H. I. And O"donnell, K. 1998. New Fusarium species and combinations within the

Gibberella fujikuroi species complex. Mycologia. 90(3):434-458.

Sutton, J. C., Baliko, W., and Liu, H. J. 1980. Fungal colonization and zearalenone accumulation
in maize ears injured by birds. Canadian Journal of Plant Science.60(2):453-46.

Sutton, J. C. 1982. Epidemiology of wheat head blight and maize ear rot caused by Fusarium
graminearum. Canadian Journal of Plant Pathology.4(2):195-209.

Warham, E. J., Butler, L. D. y Sutton, B. C. 1996. Ensayos para la semilla de maiz y de trigo.

Manual de laboratorio. CIMMYT. México, D. F. 84p.

Yates, I. E., Bacon, C. W., Hinton, D. M. 1997. Effects of endophytic infection by Fusarium

verticillioides on corn growth and cellular morphology. Plant Disease. 81(7):723-728.

58



