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INTRODUCCION

Uno de los principales problemas que enfrentagacaltura en México esta
relacionado con el dafio ocasionado por las enfiades a los cultivos provocadas por

diversos organismos.

Estimaciones de la FAO en el 2005 reporta qu@giew@dtura mundial pierde cada
afo el 12% de la produccion por enfermedades casgam hongos fitopatégenos, mas
qgue por cualquier otro agente. A pesar de la masiilizacién de fungicidas se tienen
perdidas cuyo mercado global supera anualment2d@)0 millones de dolares (Pietro,
2005).

Actualmente, las medidas utilizadas para el comkeolas enfermedades del suelo
son el uso de productos quimico, sin embargo, mralopor medio de esta practica se ve

restringido por razones economicas y ecologicasrérie 2005).

Segun la Organizacién para la Cooperacion y Delsar(2003) los agricultores
mexicanos utilizaron 3.5 millones de toneladas ldgucidas, los cuales por su toxicidad
y su forma de uso, presentan riesgos importantés salud humana y en el ambiente tanto
a corto como a largo plazo (Albert, 2005). A sitrmiscada vez mas se cuestiona, el uso de
productos quimicos para el control de plagas yrerddades de los cultivos, debido al

efecto negativo que estos representan sobre les kemanos y el medio ambiente.

Como consecuencia a esta problematica se ha astptiimentando la agricultura
organica, que se caracteriza por excluir el usopdmluctos de sintesis quimica,
organismos modificados genéticamente, aguas nggradiaciones en los alimentos. Su
importancia en México radica en que se encuentreuiada con la produccion sustentable
de alimentos, la recuperacion y conservacion eadode los recursos naturales, el

mejoramiento de la calidad de vida de sus prodest¢Gome=t al., 2004).

La produccion de hortalizas organicas, basa elejpatle las enfermedades en el

control biolégico y en el enriqguecimiento del sshbsina suelo (Bello, 1985).



Una forma de control biolégico de patégenos vdegstas el uso de una amplia
gama de hongos y bacterias que presentan efecgdaito con otros organismos. Esta
accion puede ser aprovechada para obtener rendawmisatisfactorios en el control de

enfermedades sin perjudicar el entorno.

La utilizacién de microorganismos antagonicos ocetitigos para la proteccion de
los cultivos de los patdgenos fungicos del sueln, nierecido la maxima atencion;
sobresaliendo como agente de biocontrol las espéekgénerdrichoderma. Desde el
afio de 1930, se conocen las capacidades micopaaasieTrichoderma spp. y estas se
han investigando pera controlar enfermedadesokasy(Cook y Baker, 1989).

Este microorganismo es uno de los biocontoladm&s exitoso para el control de
enfermedades de suelo, ya que actia por medio aleambinacion de competencia por
nutrientes, produccibn de metabolitos antifingicosnzimas hidroliticas, vy
micoparasitismo, ademas produce sustancias proasotte crecimiento de las plantas.
(Weindling, 1932).

Trabajos realizados con especies del genBrchoderma nos muestran la
capacidad antagonica que presenta frente a espéongicas de los génerBhytophthora,
Fusarium, Sclerotium, Rhizoctonia y Pythium, entre otros fitopatdgenos que causan
enfermedades de importancia econdmica (Stefai@@s,).

Dado lo anterior se plantearon como objetivos tke tesbajo:

a) Evaluar la capacidad antagonicavitro de 31 cepas dé@richoderma spp. contra el

hongo fitopatégen& usarium oxysporum.

b) Identificar el 6 los aislamientos deichoderma spp. mas promisorios para el control de

F. oxysporum.

c) Conocer el mecanismo de accion Tdehoderma spp. frente &. oxysporum.



REVISION DE LITERATURA

Control Biolégico de Hongos Fitopatégenos

El control biologico puede definirse como la reddn de la densidad del in6culo o
de las actividades de un patdégeno que causa uaaretfad, por uno 0 mas organismos,
en forma natural o a través de la manipulacion meldio ambiente, hospedero o
antagonista, o por la introduccién de una poblaciéruno o mas antagonistas (Baker y
Cook, 1974).

Actualmente encontramos en el mercado productces glacontrol de hongos de
raiz y cuello de plantas utilizando aislados detdsaas de los géneroBacillus,
Pseudomonas y Streptomyces (Backmaret. al., 1997; Boyetchkat al., 1998).

Se han realizado trabajos cdmichoderma y Gliocladium debido a su facil
aislamiento, cultivo y fermentacién a gran escaleael control de hongo fitopatdégenos.
Un ejemplo es el caso de los trabajos realiza@oa el control ddrhizoctonia solani,
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y Fusarium solani en tomates en el cual se
realizaron estudios de laboratorio e invernadet® prueban el efecto antagonista de
diversas especies de hongos entre dliachoderma spp. y bacterias del geneiacillus.
Entre las pruebas realizadas se encuentran: Antagordirecto, Metabolitos volatiles y
Metabolitos difusibles. Los resultados de estaselpma demostraron control de las

enfermedades (Herrera, 2005).

Otros trabajos prueban quid choderma y Amphelomyces regulan la multiplicacién

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

Uso deTrichoderma en el Control Biologico de Hongos Fitopatdogenos dguelo.

El uso deTrichoderma resulta una herramienta importante, de bajo cpste alta

eficiencia para el control de patdégenos de plafsran, 2003). La velocidad de

crecimiento de este organismo es alta, por estafgsz establecerse en el suelo y controlar



enfermedades fangicas que en el se encuentramtaeles cuales se pueden citar a los
génerosPhytophthora, Rhizoctonia, Sclerotium, Pythium y Fusarium entre otros. (Paez
2006; Mohammed 2004).

Pruebas de antagonismo realizadas con los homgokoderma herzianum y
Trichoderma viride sobre Phytophthora nicotianae y Rhizoctonia solani muestran que
estas especies producen metabolitos no volatdes;uales reducen el crecimientoRle
nicotianae y R. solani realizando asi una actividad antifingica sobre sestongos
(Stefanova, 1999).

En trabajos para el control deéhytophthora capsici en pimiento se realizaron
prueba de antagonismo ejercido porichoderma harzianum en medio de PDA
enriguecido con Laminarina-glucosa; los resultagogstran un 65% de reduccion en el
crecimiento micelial de este patégeno (Ezziyya®dd.

Existen varias formulaciones comerciales desadal a partir de hongos del
generoTrichoderma los cuales hasido muy estudiados como antagonistas de patégenos
de suelos comdrhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii y Sclerotium cepivorum (Orietta,
2001),Pytium, Phytophthora y Fusarium (Stefanovaet al.,1999).

Trichoderma spp.

Trichoderma spp se encuentra en suelos abundantes en materia @Gagapor su
relacion con ella esta clasificado en el grupo dagbs hipdgeos, lignolicolas y
depredadores. Es aerdbico y pueden estar en st@ioggH neutro hasta acido (Villegas,
2005).

Morfologia

Es un hongo que posee estructuras del tipo dediesnihialinas septadas y
ramificadas a ambos lados sin ser paralelas, iodoids, fialides y conidios aunque
también pueden producir clamidosporas. Los corvdisf son hialinos al inicio de su

desarrollo se observan ramificados pero cuando raadcomienzan a separarse por su



formacion aérea son rectos y pueden llegar a piasen aspecto piramidal, las fidlides
son hialinas en forma de frasco e infladas poakely unidas a los conidioforos en angulo
recto. Los conidios tienen de 2um a 3um de di@metr promedio son redondos o de
forma ovoide, lisos y se observan hialinos o derceerde brillante al microscpio. Las
clamidosporas tienden a ser globosas a subglobiesasnales a intercalares de tono verde
y menores a 15um de diametro (Samuels,1996).

Taxonomia
Reino:Fungy
Phylum:Ascomycota
Orden:Hypocreales
Familia: Hypocraceae

Genero: AHypocrea; T=Trichoderma (Alexoupouluset al., 1996)

Habitat

Trichoderma pertenece a un género de hongos saprofitos, sidadditantes
comunes del suelo. La presencia de alta humedbhdege mejora sus condiciones de vida
pasando de un estado latente a uno activo; serdiésamptimamente hasta en un 60% de
capacidad del suelo de retencion de humedad; @&majes mayores de saturacion se
disminuye la colonizacion y sobrevivencia por lgldisponibilidad de oxigeno. El hongo
es favorecido por condiciones de pH acido dond@achlacién se incrementa por una
mayor formacion de conidioforos, por la germinacide conidias y por menor
competencia con microorganismos como actinomicgtdscterias que se encuentran

limitados por la acidez (Jensen y Wolffhechel, 1995

Mecanismos de Accidon Antifangica

Las cepas dédrichoderma pueden ejercer el biocontrol de hongos fitopatogen
indirectamente, compitiendo por el espacio y logientes, modificando las condiciones
ambientales, estimulando el crecimiento de lastatay sus mecanismos de defensa o

produciendo antibioticos (Benitez, 2004).



También pueden realizar biocontrol directamenteliamte micoparasitismo; son
hiperparasitos competitivos que producen metatsoltdifiingicos y enzimasidroliticas,
celulasas, glucanasas, lipasas, proteasas y gaitirsalas que se les atribuyen los cambios
estructurales a nivel celular, tales como vacuoli@g granulacion, desintegracion del
citoplasma vy lisis celular, facilitando la insercide el micelio ddrichoderma, para que
absorba los nutrientes del interior del hongo heéspl final el micelio del hongo

parasitado queda vacio y con perforaciones (Berittd4; Cervantes, 2005).

Se han estudiado cuatro modos de accion de gstaiesle hongo: la competencia
por nutrimentos, la antibiosis, el micoparasitisyria estimulacién de defensas de la planta
(Dubos, 1992 citado por Duran, 2003).

Competencia por Nutrimentos

En la competencia por nutrimentofichoderma compite y coloniza mas
rapidamente los desechos vegetales y retardatiao®n de otros hongos, al colonizar
desechos vegetales producen una infeccion prigagiacias a los elementos nutritivos de
esos desechos, logra contaminar los 6rganos satefar{ova, 1995)

Antibiosis

La antibiosis es el fenébmeno por medio del duathoderma inhibe o destruye a
un organismo a través de la produccion metabdlieapequefias moléculas toxicas,

volatiles y de enzimas liticas (Baker y Griffin,98)

Micoparasitismo

El micoparasitismdrichoderma realiza un reconocimiento y se adhiere sobre la
pared del patdgeno En segundo término, promuek@talisis de las hifas y esclerocios
del patdgeno por medio de las enzimas producidasoclm son xilasas, quitinasas,
pectinasas, glucanasas y glucosidasas, entre @¢tieasset al., 1983).



Estimulacion de Defensas de la Planta

La estimulacion de defensas de la plaftashoderma induce a la planta a producir
fitoalexinas por medio de sustancias secretadalpmicroorganismo, a las cuales son
sensibles algunos hongos patdgenos. Las fitoalexoa producidas en forma natural por
la planta como respuesta a heridas o infecciéntagatdgenos o bajo ciertas condiciones

de estrés abidtico (Duran, 2003).

Produccion de Compuestos Volatiles.

La producciéon de antibidticos volatiles tienenaiacto esencialmente fungistatico
debilitando al agente patdégeno y haciéndolo masildena los antibidticos solubles.
Algunos antibiéticos producidos pdrrichoderma harzianum son la trichodermina, la
suzukacilina, la alameticina, la dermadina, la @&na, los trichotecenos, las

trichorzianinas, entre otros (Olivier y Germain93Zitado por Duran 2003).

Uso deTrichoderma spp.

Este hongo es facil de aislar y reproducir, porglee muchas empresas estan
apostando por su comercializacion, al ser apliGduelo beneficia a la planta, y no la
perjudica, ya que no puede penetrar en las railoes. productos comerciales con
Trichoderma son un biopreparado que contiene microorganisnatigsrades del suelo en
estado latente, que intervienen en el ciclo de dgjmmbacion de materiales organicos y
minerales, convirtiéndolos en nutrientes asimilslper las plantas. Algunos productos
comerciales llevan mas de una cepaldehoderma. Al tener varias cepas del hongo, se
tiene también un abanico grande de accion del hdreyde a diversas enfermedades
(Cervantes, 2005).

En Cuba, la elaboracion de productos biologicqsidir de diferentes cepas de
Trichoderma spp. se realiza mediante métodos artesanales yqmiod industrial, para lo
cual se utiliza la fermentacion sumergida y la femtacion en soélido. La produccién
industrial es una alternativa tecnolégica muy efiteé desde el punto de vista productivo y
econdémico para la obtencion de fungicidas bioldgjide alta calidad. Ademas estos

productos tienen un mercado potencial, sobre tadméses donde la agricultura sostenible



esta tomando mayor importancia Una gran ventaja dplicacion de este hongo, es que al
ser un tratamiento biolégico, no deja ningun residiProductos formulados con
Trichoderma se han comercializado en Brasil para uso en soaseatproduccion de

hortalizas y ornamentales (Orietta, 2001).

Fusarium oxysporum

El géneroFusarium es un patdgeno que afecta a un sin nimero deiespe
vegetales. Provoca una serie de alteraciones epldatas atacadas e induce una gran
diversidad de sintomas que afectan el crecimientesarrollo de la planta, lo que
repercute en la produccion, si se trata de cultaamnomicos y la destruccion de especies
nativas (Charles, 1973).

Fusarium oxysporum es una de las especies mas importantes del génsaaum,
debido a las pérdidas econdmicas que causa erulidgos comerciales, esta entre las
especies mas abundantes, cosmopolitas y complejes fiene mas de 120 formas
especialeentre ellos se incluy&usarium oxysporum f.sp. cubense (mal de Panama del
banano); Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (marchitez del tomate)fFusarium
oxysporum f.sp. phaseoli (marchitez del frijol);Fusarium oxysporum f.sp. pisi (marchitez
de la arveja);Fusarium oxysporum f.sp. dianthi (marchitez del clavigl Fusarium
oxysporum f.sp. chrysanthemi (marchitez del crisantemo), etc. (Agrios, 2004 n@Giez,
2000).

Fusarium puede reducir fuertemente el rendimiento en camdpasle la incidencia
de este hongo es alta. Este sobrevive por muchos afi el suelo, la enfermedad es

favorecida por climas calidos y suelos con texauemosa (Avendarfio, 2006).

Morfologia

Este hongo se caracteriza por producir tres tigp@sesporas: las micronidias,
macronidias y clamidosporas, estas Ultimas tiermgades muy gruesas, lo cual las hace
muy resistentes a condiciones ambientales desfatesrg a la ausencia de hospedantes.
Distintas formas especiales Beoxysporum pueden sobrevivir en un estado de reposo en

el suelo viables después de 40 afios (Agrios, 2004).



Sintomas

Los primeros sintomas consisten en un ligero dararento de los bordes de las
hojas mas viejas que paulatinamente avanza haciaojas superiores y el tejido afectado
muere. En cultivos de invernadero las plantas adest mueren en estado de plantulas. Las
fusariosis vasculares inician su invasion a tralesistema radical, se fija esencialmente en
los elementos gruesos del xilema. Los sintomascipdales son clorosis, enanismo,
decoloraciones vasculares pudricion de bulbos,igddr de la raiz, mal de almacigos,
amarillamiento, y marchites vascular (Charles, 1973

En las plantas muy afectadas se presenta unasiseeascular de color café chocolate
en el tallo, que se extiende hasta 25 cm sobiada Hel suelo. En la raiz principal hay una
pudricion seca y numerosas lesiones pequefiasatecadé gris en el punto de emergencia de
las raices laterales. Ocasionalmente las plantastasy o semimuertas, producen masas de

esporas y micelio de color blanco rosado sobriesisnes del tallo (Avendario, 2006).

Cuando las raices y tallos son invadidos por egbplos sintomas se muestran
como una pudricion obscura, particularmente sobserdices laterales més pequefias.
Después que la planta muere, y bajo condicionemmd®@ente humedo, el hongo fructifica

sobre la superficie del tallo. (Agrios, 2004).
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MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizo en el Laboratorio dm@bs Fitopatdgenos del Centro
Internacional de Servicios Fitosanitarios (CISEBjcado en Saltillo, Coahuila. Y en el
Centro de Microbiologia Aplicada (CEMAP) de la esrga Green Corp Biorganiks de

México S.A. de C.V. ubicado en la misma ciudad.

Actividad Antagonica en Cultivos Duales.

Obtencién de las Cepas dé&richoderma spp. yFusarium oxysporum.

Los aislamientos ddrichodema spp. se realizaron a partir de suelo y materia
organica procedente de diferentes zonas de la Repilbexicana. Los hogos aislados se
purificaron a través de la técnica de cultivosnosporico, obteniendo 31 cepas de
Trichoderma que se caracterizaron e identificaron. Las ceab.dxysporum fueron
aislados de la raiz de plantas de chap&icum annum) con sintomas de pudricion
radicular, provenientes de areas de cultivo der@al@acatecas, lograndose aislar cuatro
cepas puras que se caracterizaron a nivel especeuerdo a las claves de Booth (1971).
Las especies diichoderma (T) y Fusarium (Fo) se codificaron y se conservaron en tubos

de ensaye con PDA inclinado en refrigeracion a%x. 2

Incremento de Cepas

Tanto las cepas dErichoderma como las dd-usarium se incrementaron en cajas

de Petri con medio de cultivo papa-dextrosa-agBAjAncubandolas a 28+ 2°C durante
siete dias.
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Establecimiento del Bioensayo por la Prueba de Chiély Benhamoun (1990).

En cajas de Petri que contenian medio de cuRé se coloco un explante de 5
mm de diametro dEusarium oxysporum de siete dias de edad. Transcurridos dos dias de
la siembra se coloco a una distancia de 4 cm ulambep 5 mm ddrichoderma de cinco
dias de edad (la siembra se realiz6 de esta matarado dos dias de ventaja a F.
oxysporum debido al lento crecimiento que presento en pruelyderiores realizadas),
posteriormente se incubaron a 28 £2 °C. Se mididainente el diametro de cada una de
las colonias y el diametro de la zona de intergecg/o traslape de cada uno de los

tratamientos.

Variables Estudiadas

a) Las cepas se compararon con respecto a sudapantagonica, de acuerdo con
la escala propuesta por Betlal. (1982) que se muestra en el cuadro 1, b) Losalias
contacto entre el antagonista y el fitopatégeng, La dinamica de crecimiento de el
fitopatégeno y el antagonista y d) el porcentdgesobrecrecimiento de las cepas de
Trichoderma spp. sobreF. oxysporum, que se calculd con la siguiente formula:

% de Sobrecrecimiento= (C2/-C1) * 100
Donde:
C1= Didametro de la colonia dre oxysporum confrontada cofirichoderma spp.

C2= Sobrecrecimiento d&ichoderma spp. sobreF .oxysporum.

Cuadro 1. Clases de antagonismo @achoderma sobre hongos fitopatdégenos de acuerdo
a Bell et al., 1982.

Clase Caracteristica

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

Clase 2  Sobrecrecimiento dechoderma, que colonizo al menos 2/3 de superficie
del medio.

Clase 3 Trichoderma y patdégeno colonizaron medio a medio (mas quey hignor
gue 2/3 uno no sobrepaso al otro.

Clase 4 El hongo patégeno colonizo al menos 2/adsuberficie del medio y
resistio la invasion pofrichoder ma.

Clase 5 Sobrecrecimiento del hongo patégeno quanizal toda la superficie del
medio.
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Disefio Experimental

Se utilizo un disefio experimental completamentezat con 31 tratamientos (cepas
de Trichoderma spp.) y cuatro repeticiones y la prueba de medeaJukeya 0.05 de
significancia. Los datos se analizaron con el @ogr estadistico SAS System Version
9.0.

Evaluacion de la Actividad Fungistatica de los Compnentes Volatiles de
Trichoderma spp. Sobre el Crecimiento dé&usarium oxysporum.
Seleccion de las Cepas deichoderma spp. yF. oxysporum.
Para este ensayo se seleccionaron las cepadatiederma spp. que presentaron
rapido crecimiento en el bioensayo anterior (Cu&jrd.as cepas dé&. oxysporum que se

utilizaron fueron las mismas del bioensayo anterior

Cuadro 2. Cepas ddrichoderma spp utilizadas en el bioensayo de compuestos volatiles

Tratamiento Cepas deTrichoderma spp.

T1 T01
T2 T03
T3 T04
T4 T08
TS5 T13
T6 T14
T7 T15
T8 T16
T9 T18
T10 T21

T11 Testigo Fol, Fo2, Fo3, Fo4
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Multiplicacion de Cepas

Las cepas seleccionadasTadéechoderma spp. yF. oxysporum se multiplicaron en
cajas de Petri con medio de cultivo PDA las auake incubaron a una temperatura de
28+2°C, durante siete dias.

Establecimiento del Bioensayo

Se procedid a colocar en una caja de Petri uraptelde 5 mm de diametro del
hongo Trichoderma spp. y en otra caja de Petri se coloco un eipla5 mm de
diametro deF. oxysporum. Posteriormente se les retiro la tapa a ambas gagetas se
unieron colocando la base que contenia el exptiake oxysporum arriba de la caja que
contenia el explante deichoderma spp. en medio de ambas cajas se coloco una tapa de
las caja Petri con un agujero de 10 mm; esto camogdsito de no dejar que las colonias
sobrecrecieran una sobre otra y solo poder compgeabefecto antagénico por medio de la
formacion de componentes volatiles. Posteriormiasteajas de Petri fueron selladas con
papel encerado e incubadas a 28+2°C durante 12 Hiaseguida se midié el diametro
de las colonias dd-. oxysporumy se procedié a calcular en porcentaje de inhdhici
micelial. Para calcular el porcentaje de inhibicidatel crecimiento micelial del hongo
fitopatdgeno, se utilizo la siguiente formula:

% inhibicién = [(D1-D2)/D1] * 100
Donde:
D1= Didametro de la colonia de el fitopatdgeno @rdb en cajas con papa-dextrosa-agar
libre de inhibidores.
D2= Diametro de la colonia de el fitopatégeno ienedo en cajas con papa-dextrosa-agar
confrontada con los metabolitos volatiles produsigor Trichoderma spp. (Worasatitet
al., 1994).

Disefio Experimental

Se utilizo un disefio experimental completamenteat con 11 tratamientos (10
cepas ddrichoderma y un testigo dé&. oxysporum) y cuatro repeticiones y la prueba de
medias de Tukey 0.05 de significancia. Los datos se analizaronet@mograma

estadistico SAS System Version 9.0.
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Evaluacion de la Actividad Fungistatica de Extracts deTrichoderma spp. Sobre el

Crecimiento deFusarium oxysporum.
Obtencién de las Cepas dé&richoderma spp. y F. oxysporum.
Para este bioensayo se seleccionaron las cepa3rideoderma spp que

presentaron el mejor resultado en los bioensayteriares (Cuadro 3). Las cepas de

F. oxysporum que se utilizaron fueron las mismas del bioensayerior.

Cuadro 3. Cepas dfrichoderma spp utilizadas para la preparacion de extractos.

Tratamiento  Cepas de Trichoderma spp.

T1 TO1
T2 TO2
T3 TO3
T4 T15
T5 Testigo Fol, Fo2, Fo3, Fo4

Preparacion de Extractos deTrichoderma spp.

Se preparé medio de cultivo liquido con 200 gpdpa sin cascara y cortada en
cuadros la cual se coloc6é en un matraz erlenmeget0®0 ml con 800 ml de agua
destilada y 12 gr de azucar. El medio se esterdiZ®0° C por 15 min en la autoclave.
Posteriormente se vacié 100 ml del medio de culiqwado en matraz erlenmeyer estériles
de 250 ml, en los cuales se colocé un explantdérdm de diametro de la cepa de
Trichoderma spp. a evaluar. Los matraces se mantuvieron eacagita 120 rpm durante
15 dias. El material obtenido se licué y ensegséaléiltro dos veces en filtros milipor.

Establecimiento del Bioensayo

Se procedié a colocar el filtrado obtenido ens#&atri con medio de cultivo PDA
a las concentraciones de 200y, 500u, 1000u, cdrocugpeticiones por tratamiento; se
dejaron en observacion por 48 h para verificar muéubiera crecimiento del antagonista.
Posteriormente se procedid a colocar un explantitagatdgeno de 5 mm de diametro en
el centro de la caja de Petri. Se incubaron patid® a 28+2° C.
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Enseguida se midid el diametro de las coloniagatka uno de los hongos y se
determino el porcentaje de inhibicién del crecmmemicelial del hongo fitopatdégeno

como se sefiala anteriormente.

Disefio Experimental

Se utilizo un disefio experimental completament@zar con 5 tratamientos (4
cepas ddrichoderma y un testigo dd-. oxysporum) y cuatro repeticiones y la prueba de
medias de Tukey. 0.05 de significancia. Los datos se analizaron ebrprograma
estadistico SAS System Version 9.0.



16

RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento e identificacion deTrichoderma spp. yFusarium oxysporum

En los aislamientos deusarium oxysporum (Schlecht, 1824) se observo en medio
de cultivo PDA un micelio algodonoso. Los difeentaislamiento presentaron varios
tonos de colores que iban de color blanco, rosatahan color violeta intenso. Las
caracteristicas a nivel de microscopio compuest X se observo que el conidioforo
presentaba ramificaciones irregulares, individualesgrupados en un esporodoquio de
macroconidias, asi también el micelio presentalaaidosporas individuales y en cadena
de manara intercalares y terminales. Las congkBasncontraban sobre fialides cortas en
forma de botella, la que lo hace diferentEusarium solani; las macroconidias son de
forma fusoide, alantoide con tres a cinco septoson una medida de 35 a 50um por 3 a
5 um. Las micrococonidias fueron unicelulares danensiones de 5 a 10 um por

2 a3 um lo que coincide por lo descrito por Bo¢iB71).

Las colonias ddrichoderma (Pers ex Fr., 1821) se caracterizaron por ptasen
un crecimiento rapido con micelio algodonoso mado, el cual presento matices que
van de un color blanco hasta un color verde oliwaéa el microscopio compuesto se
observo a los conidioforos con  ramificacionesverientes e irregulares presentado
fialides laterales, sobre estas germinaban canidiacelulares redondas, hialinas y en
algunos aislamientos el micelio se mostré de cotde transparente. Las conidias se
caracterizaron en su mayoria por tener una p@&@adq | cuando el cultivo ya es de siete o
mas dias comienza la formacion de clamidosporadaehifas. Estas caracteristicas

coinciden con Domscét al. (1980).

Actividad Antagonica en Cultivos Duales.

El comportamiento de las 31 cepasTdichoderma respecto al crecimiento de los

diferentes aislamientos de oxysporum se muestra en la Figura 1 donde se aprecia una

heterogeneidad entre tratamientos.
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Figura 1. Comparacion de la dinamica de crecimiento de la degspl6 con las cuatro
cepas dé-usarium oxysporum.

Humeres (2004) menciona que el método de congxdtidhoderma contra hongos
fitopatdgenos es principalmente a través de compiete/ predacion, esto concuerda con
los resultados obtenidos, como se puede obsemdasd~iguras 1, 2 y 7 la competencia

que ejercdrichoderma sobreF. oxysporum.

La figura 2 nos muestra la velocidad de crecinoienie tienen algunas cepas de
Trichoderma, teniendo contacto con el fitopatdgeno al segundaldspués de la siembra y

presentan sobrecrecimiento al doceavo dia.
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Figura 2. Dinamica de Crecimiento ddrichoderma spp. Cepa T10 yFusarium
oxysporum cepa Fol al segundo (A), cuarto (B) y doceavad{@)espués de la siembra.

Solo las cepas T08, T19 y T31 Bechoderma presentaron crecimientos superiores
a los de Fol y sus valores oscilaron entre 4.98 Brtfi8 cm. También podemos mencionar
gue se observo una zona de inhibicion de crecimigaé oscilo entre 0.3 cm y 0.73 cm
con las cepas T3, T7,T12, T13, T23y T24 (Figura

En la Figura 4 se observan los picos mas altosrel@miento de las cepas de
Trichoderma T1, T4, T8, T10, T13, T15, T17, T18, T20, T21, TA2Z5 y T31 estas
presentan una mayor inhibicién del fitopatbgenmhig&n muestra una zona de inhibicién
de crecimiento que oscilo entre 0.15cm y 0.73 cm.
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En general las cepas @iechoderma confrontadas coR. oxysporum presento una
mayor inhibicién del fitopatdogenos (Figura 5). Antlss la mayoria de las cepas de
Trichoderma el diametro de las colonias fue supexitos deF. oxysporum, oscilando

entre 3.68 cm y 6.92 cm contra 3.43 cm y 4.15 criR. @xysporum.

Para Fo4 solo las cepas T8, Tl@e Trichoderma spp. presentaron mayor
crecimientocon 5.2 cm, contra y 4.37 cm de oxysporum; y una zona de inhibicion de
0.15a 0.35 cm con las cepas T5, T06, T23, T24i(&i§).
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Figura 3. Dinamica poblacional dé&richoderma spp (T), Fusarium oxysporum (F) cepa
Fol y halo de inhibicion (1), a 12 dias despugtadsiembra en PDA.
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El analisis de varianza para el sobrecrecimientd ahtagonista sobre el
fitopatdgeno reporta diferencia altamente signiifiga entre tratamientos (p= 0.0001)
(Cuadro 2A, 3A, 4A, 5A). El porcentaje de sobreoreento deTrichoderma spp. sobre
las cepas d&usarium oxysporum oscilaron entre 2.75% y 31.65% para la cepa Fel, d
6.33% y 32.05% para la cepa Fo2, entre 5.96%23556 para la cepa Fo3 y entre 3.07% y
18.35% para la cepa F4 (Cuadro 4).

Cuadro 4. Efecto de 31 cepas ddrichoderma spp. sobre el desarrollo de
Fusarium oxysporumen cultivos duales a los 12 dias de incubacion.

Cepas

de Cepas déusarium oxysporum- 2
Trichoderma Fol Fo2 Fo3 Fo4

T1 00 H 0.0 G 19.35 DE 0.0 C
T2 00 H 0.0 G 14.46 E 0.0 C
T3 00 H 0.0 G 15.33 E 0.0 C
T4 26.79 BC 8.02 E 56.25 A 0.0 C
T5 0.0 H 0.0 G 0.0 G 0.0 C
T6 12.96 E 0.0 G 0.0 G 0.0 C
T7 0.0 H 0.0 G 0.0 G 0.0 C
T8 506 D 6.33 F 13.29 EF 18.35 A
T9 18.54 FG 0.0 G 0.0 G 0.0 C
T10 31.65 A 0.0 G 15.22 EF 0.0 C
T11 7.22 F 0.0 G 0.0 G 0.0 C
T12 00 H 0.0 G 0.0 G 0.0 C
T13 0.0 H 2444 B 0.0 G 0.0 C
T14 27.53 AB 0.0 G 26.57 BCD 8.62 B
T15 23.7 AB 0.0 G 27.78 BC 3.07 C
T16 0.0 H 0.0 G 31.29 B 0.0 C
T17 12.36 E 11.64 D 0.0 G 0.0 C
T18 57 C 0.0 G 23.61 BCDE 0.0 C
T19 00 H 0.0 G 18.25 DE 18.13 A
T20 13.66 E 7.19 E 16.56 DE 0.0 C
T21 18.75 FG 17.12 C 0.0 G 0.0 C
T22 0.0 H 32.05 A 0.0 G 0.0 C
T23 0.0 H 0.0 G 0.0 G 0.0 C
T24 0.0 H 0.0 G 16.15 DE 0.0 C
T25 00 H 0.0 G 0.0 G 0.0 C
T26 00 H 0.0 G 6.04 G 0.0 C
T27 275 G 0.0 G 596 G 0.0 C
T28 333 G 0.0 G 0.0 G 0.0 C
T29 345 G 0.0 G 0.0 G 0.0 C
T30 7.30 F 0.0 G 0.0 G 0.0 C
T31 0.0 H 0.0 G 6.081 G 10.06 C

! Datos expresados en por ciento.

2 Valores en cada columna con la misma letra soulistizamente iguales (Tukey0.05)
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En general, para las cuatro cepas-. oxysporum los valores de sobrecrecimiento
oscilaron entre 0.12 cm a 2.25 cm, estos resultadasuerdan con los indicados por
Michel-Aceves (2005), ya que reporta que los valae sobrecrecimiento deichoderma
spp. sobreF. oxysporum oscilaron entre 0.45 cm y 1.88 cm. Sin embargoo&aos
bioensayos se reportan mayores tazas de crecimialtmnzando hasta 7.80 cm (Bertal
al., 2003) y de 7.50 cm entre cepas Tevirens, T. harzianum y T. viride sobreF.
oxysporumf. sp. dianthi (Hermoseet al., 2000).

Las cepas que presentaron mayor sobrecrecimiebte $a cepa Fol fueron T4,
T10, T14, T15, con un 31.65%, para la cepa Fozpms T22, con 32.05%. La cepa T4
sobrecrecié 56.25% sobre la cepa Fo3. Las cepa§IBBun sobrecrecimiento de 18.13%

sobre la cepa Fo4 (Cuadro 4).

Como se puede observar en la Figura 7, el efettménico délrichoderma sobre
las cepas d€. oxysporum es heterogéneo; sin embargo podemos citar queefss T4,
T14, T15, tienen buen efecto antagonico contrad#okas cuatro cepas ée oxysporum

estudiadas.

Figura 7. Sobrecrecimiento de la cepa TO8 sobre la cepa FoI@sp22 sobre la cepa
Fo2 (B), TO1 sobre la cepa Fo3 (C), T19 sobre pmdeo4 (D) a los 12 dias después de la
siembra
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Los resultados sobre la clase de antagonismo dediBerentes cepas de
Trichoderma de acuerdo a la escala de Batllal. (1982), varian de la clase 1 a la 4
(Cuadro 5). Cabe mencionar que los valores enakgecl se observaron en la cepa Fo2 y
Fo3 y no en el resto; mientras que la clase 4 seldetecto en la cepa T5 sobre Fol
(Cuadro 5). En general mas del 50% de las cepdsidaoderma se ubica en la clase 3
contra las cuatro cepas Basarium oxysporum en este caso ambos hongos colonizaron la

mitad de la superficie del medio y ninguno es d@mia sobre el otro.

Cuadro 5. Clase de antagonismo de las 31 cépashoderma spp sobreF. oxysporum de
acuerdo Belktal., 1982.
Cepas Clase de Antagonismb
de Cepasde Fusarium oxysporum
Trichoderma spp. Fol Fo2 Fo3 Fo4
T1 3 2
T2
T3
T4
T5
T6
T7
T8
T9
T10
T11
T12
T13
T14
T15
T16
T17
T18
T19
T20
T21
T22
T23
T24
T25
T26
T27
T28
T29
T30
T31

WNNNNWWWWWNNWNNWNNWWNNNNWWREANW®
WWWWWWWWWRNNWWNWWWRWWWWNWWWN wWw®w
NWWWRNNWNWWWNNNOWNNNWWWRNWNWWwWwRrNN
NwwoooowoooowwoowNwwwmmwwwwwmwwwwwww

! Clasificacion en conformidad con la escala de &ell., 1982. Clase 1= SobrecrecimientoTdechoderma,

gue colonizo toda la superficie del medio y redajeolonia del patégeno. Clase 2= Sobrecrecimieeto
Trichoderma, que colonizo al menos 2/3 de superficie del medilase 3=Trichoderma y patégeno
colonizaron medio a medio (mas que 1/3 y menor 2f3euno no sobrepaso al otro. Clase 4= Hongo
patdégeno colonizo al menos 2/3de la superficientkdio y resistio la invasion pdirichoderma. Clase 5=
Sobrecrecimiento del hongo patégeno que colonida ka superficie del medio.
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El andlisis de varianza para los dias al contacteTrichoderma spp y Fusarium
oxysporum mostraron diferencias altamente significativasd(p001) (Cuadro 7A 8A, 9A,
10A). Las cepas ddrichoderma tuvieron contacto cori-. oxysporum en diferentes
tiempos; los valores oscilaron entre dos y 10.74s.dLas cepas que presentaron los
menores tiempos (<2 dias) con una o0 mas cepksaesporum son las cepas T1, T4, T8,
T14, T15, T19, T20, T21 y T31 (Cuadro 6).

Cuadro 6. Dias al contacto entre el antagonistachoderma spp. y el fitopatégeno
Fusarium oxysporum en papa-dextrosa-agar.

Cepas de Cepas deFusarium oxysporum'

Trichoderma Fol Fo2 Fo3 Fo4d
T1 5.75 ABC * 3.75 CDE 2.25 FG
T2 5.75 ADC * 3.75 CDE 3.00 FG
T3 * * 450 BCD 3.75 EF
T4 4.50 BCD 375 D 575 B 2.00 G
T5 5.00 ABCD * * 10.75 A
T6 2.75 CD * * *

T7 * 10.7 A * 5.75 CD
T8 225 D 8.75 B 275 E 2.25 FG
T9 4.75 CD * * 8.75 B
T10 4.00 CD 375 D 575 B 3.75 EF
T11 4.75 BCD * * 6.75 C
T12 * * * 8.75 B
T13 * 3.75 D * 4.75 DE
T14 4.50 BCD * 4.75 BCD 2.75 FG
T15 4.75 BCD 9.75 AB 227 E 250 FG
T16 3.00 CD * 7.75 A 3.75 EF
T17 3.00 CD 575 C 4,50 BCD 4.75 DE
T18 7.50 AB * 4.75 BCD 3.50 FG
T19 3.50 CD 3.75 D 3.50 ED 2.75 FG
T20 225 D 9.75 AB 4.75 BCD 3.75 EF
T21 225 D 3.75 D 4,50 BCD 3.75 EF
T22 4.75 BCD 375 D 275 E 3.75 EF
T23 * 3.75 D 4.75 BCD *
T24 * * 3.75 CDE *
T25 * 575 C 4.75 BCD 3.75 EF
T26 3.75 CD * 575 B 3.75 EF
T27 4.75 BCD * 575 B 3.50 EF
T28 3.00 C * * 3.75 EF
T29 4.25 CD * * 3.75 EF
T30 8.00 A * * 4.75 DE
T31 2.75 CD 9.75 AB 5.00 BC 2.25 FG

! Valores en cada columna con la misma letra s@ulésicamente iguales (Tukey0.05)
* = No hubo contacto entre el antagonista y epfitdgeno.
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Actividad Fungistatica de los Componentes VolatileBroducidos por
Trichoderma spp. Sobre el Crecimiento d&usarium oxysporum.

Los andlisis de varianza para el porcentaje dibimbn ejercida por el antagonista
Trichoderma spp a el fitopatégend-usarium oxysporum en medio PDA a los 12 dias de
incubacién mostraron diferencias altamente sicaliffas (p=0.0001) (Cuadro 12A, 13A,
14A, 15A). Los valores del porcentaje de inhibicion de creento deF. oxysporum
oscilaron entre un 1.14% y un 65.17%, la cepa Wtesé02 (Cuadro 7). Estos valores
concuerdan con los reportados por Michel-AceveD1P0que obtuvo un 47.6% de
inhibicion de F. oxysporum conTrichoderma spp Las cepas que manifestaron la mejor

inhibicion fueron T1, T4 y T16 sobFe oxysporum.

Como podemos observar en el Cuadro 7 y Figurar®&sio el efecto que tienen
algunas cepas d&richoderma en la produccién de componentes volatiles corfesite
antagonico. En este sentido Dal Bedtaal. (1997) reportan el efecto inhibidor causado
por los componentes volatiles que prodiiceehoderma hamatum sobre el desarrollo de
Alternaria citri, Bipolaris cynodontis, B. sorokiniana, Curvularia brachyspora, C. lunata,

C. oryzae, Rhizoctonia solani observando alteraciones en crecimiento y desardal los
fitopatdgenos antes mencionados, concordando aslosoresultados obtenidos en este

bioensayo.

Cuadro 7. Porcentaje de ihibicion ejercido por el antagonisterichoderma spp
Fusarium oxysporumen cajas con PDA a los 12 dias de incubacion.

Cepas de Cepas dé. Oxysporun
Trichoderma Fol Fo2 Fo3 Fo4
T1 3.07 F 0.00 A 4103 G 2414 D
T3 257 E 3448 F 1345 B 30.69 E
T4 154 C 5333 H 3563 F 29.20 E
T8 220 D 2954 E 19.20 D 1425 B
T13 1.17 B 19.20 C 20.00 D 20.69 C
T14 1.27 BC 1345 B 1494 BC 2529 D
T15 210 D 1425 B 1770 CD 20.00 C
T16 1.17 B 25.75 D 2414 E 65.17 E
T18 1.14 B 2494 D 1425 B 1494 B
T21 1.60 C 4069 G 4069 G 3149 E
Testigo 0.00 A 0.00 A 0.00 A 0.00 A

! valores en cada columna con la misma letra sonlisticamente iguales (Tukey).05)
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Figura 8. Actividad fungistatica de los componentes volatiesducidos por las cepas
T03 (A), T16 (B), TO4 (C) y T18 (D) dérichoderma spp. sobreFusarium oxysporum
(Fo2) a los 12 dias después de la siembra.
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Actividad Fungistatica de los Extractos délrichoderma spp. Sobre el Crecimiento de

Fusarium oxysporum.

Los analisis de varianza para el porcentaje dibitin ejercida por los extractos
de Trichoderma spp. sobrd-. oxysporum a concentraciones de 200u, 500y, y 1000u a los
12 dias de incubacion mostraron diferencias altéenaignificativas (p=0.0001) (Cuadros
17A, 18A, 19A, 20A, 21A, 22A, 23A, 24A. 25A, 26A72, 28A, 29A, 30A).

El cuadro 8 nos muestra el porcentaje de intiihicue oscilo entre un 0% a
42.73%, lo cual muestra que solo algunas cepa3ridboderma ejercen antagonismo
sobre los diferentes aislados Eeoxysporum. Lo anterior indica qudrichoderma puede
producir componentes no volatiles que ejercen uectef antagonico sobre este

fitopatdgeno como lo menciona Weindling (1932).

Cuadro 8. Inhibicibn del crecimiento micelial de-. oxysporum con extractos de
Trichoderma spp. a una concertacion de 1000 y, a 12 dias dbanmn.

Cepas de Cepas dé&. Oxysporum
Trichoderma Fol Fo2 Fo3 Fo4
TO01 0.00 A 4269 C 3730 D 2540 B
T02 31.18 B 42.73 C 3118 C 3695 D
T03 36.95 B 42.73 C 2575 B 31.18 C
T15 29.21 B 36.95 B 3730 D 25.40 B

Testigpde Fo 0.00 A 0.00 A 000 A 0.00 A

! valores en cada columna con la misma letra sonlisticamente iguales (Tukey.05)

Los porcentaje de inhibicion para el bioensayooacentraciones de 500 p los
valores oscilaron desde 0% hasta un 43.07%. La d&apresento el mejor efecto

antagonico ya que inhibi6 el crecimiento de lagdas dé&. oxysporum (Cuadro 9).

Los porcentaje de inhibicibn para el bioensayooacentraciones de 1000 p
oscilaron desde 0.31% hasta un 42.73%. Como seepbegrvar en el Cuadro 10 a mayor
concentracion de extracto se logra tener mejont@fée antagonismo dErichoderma,

sobre las 4 cepas e oxysporum.
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Cuadro 9. Inhibicion del crecimiento micelial de-. oxysporum con extractos de
Trichoderma spp. a una concertacion de 500 p, a 12 dias dbanin.

Cepas de Cepas dé&. Oxysporum
Trichoderma Fol Fo2 Fo3 Fo4
TO1 0.00 A 4273 C 31.18 C 3118 B
T02 3149 D 43.07 C 31.18 C 31.18 B
TO3 20.00 B 37.30 B 25.40 B 31.18 B
T15 2575 C 36.95 B 37.30 D 31.18 B

TestigpdeFo 000 A 00O A 000 A 000 A

! valores en cada columna con la misma letra sonlisticamente iguales (Tukey.05)

Cuadro 10. Inhibicién del crecimiento micelial dd-. oxysporum con extractos de
Trichoderma spp. a una concertacion de 1000 y, a 12 dias dbanmn.

Cepas ddrichoderma Cepas dé&. Oxysporum
Fol Fo2 Fo3 Fo4
TO1 031 A 31.18 B 2540 C 3152 C
T02 19.56 C 42.73 D 30.37 D 31.18 C
TO3 13.79 B 4273 D 19.63 B 19.63 B
T15 31.11 D 36.95 C 2540 C 31,18 C
Testigo de Fo 00 AOO A 00 A 00 A

! valores en cada columna con la misma letra sonlisticamente iguales (Tukey.05)

En general considerando las cepag-dexysporum, los porcentajes de inhibicién
de crecimiento micelial del hongo fitopatégenoiwvale 0 a un 43.07% (Cuadro 9, 10,11

y Figura 10).
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Figura 9. Inhibicion del crecimiento micelial déusarium oxysporum (Fo2) por extractos
deTrichoderma spp. cepa T2 sobre medio de cultivo PDA a lageoinaciones 200u (A),
500u (B) y 1000u(C).

Figura 10. Inhibicién del crecimiento micelial deusarium oxysporum (Fo2) por extractos
deTrichoderma spp. cepa T3 a una concentracion de 200u (a), B90u1000u(c).
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CONCLUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos en egatigacion se concluye que:

De las 31 cepas nativas @lachoderma spp. nueve aislamientos son promisorios

para la inhibiciorin vitro de Fusarium oxysporum.

Las cepas dé&richoderma spp. Con mayor actividad antagonista presentaron
tiempo de contacto a los 2 dias sobre dos o mass @gs-. oxysporum, con un traslape
de 2.25cm vy se ubicaron en la clase 1.

Los aislamientos ddrichoderma spp. promisorios por presentar mayor efecto
antagonista sobre dos 0 mas cepaBugarium oxysporum. son T1, T2, T3, T4, T8, T10,
T13, T14, T15, T16, T18, T19, T20, y T22.

Se observo un efecto antagonista de las cepa$rideoderma spp. sobreF.
oxysporum por la competencia de espacio y nutrientes (T1,TA2T8, T19 y T31), por la
produccion de componentes volétiles (T1, T4, TIR¥) y no volatiles antifngicos (T1,
T2, T3) o por la combinacion de ambas (T1, T2, T8, T13, T16, T22). Lo anterior

muestra que algunas cepas Taechoderma spp. posee potencial de biocontrol sobre

OXySpor um.
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Cuadro 1A. Sobrecrecimiento de las cepasTldechoderma spp. Sobre las cepas Fol, Fo2,
Fo3, Fo4 dd-usarium oxysporum.

Tratamientos Repeticiones Fol Fo2 Fo3 Fo4
1 1 NC NC 0.9 NC
1 2 NC NC 0.8 NC
1 3 NC NC 0.5 NC
1 4 NC NC 0.8 NC
2 1 NC NC 0.7 NC
2 2 NC NC 0.5 NC
2 3 NC NC 0.5 NC
2 4 NC NC 0.7 NC
3 1 NC NC 0.6 NC
3 2 NC NC 0.6 NC
3 3 NC NC 0.6 NC
3 4 NC NC 0.5 NC
4 1 11 0.3 2 NC
4 2 11 0.4 2 NC
4 3 1.2 0.3 3 NC
4 4 11 0.3 2 NC
5 1 NC NC NC NC
5 2 NC NC NC NC
5 3 NC NC NC NC
5 4 NC NC NC NC
6 1 0.5 NC NC NC
6 2 0.6 NC NC NC
6 3 0.5 NC NC NC
6 4 0.5 NC NC NC
7 1 NC NC NC NC
7 2 NC NC NC NC
7 3 NC NC NC NC
7 4 NC NC NC NC
8 1 0.8 0.2 0.5 0.8
8 2 0.9 0.2 0.5 0.7
8 3 0.8 0.3 0.5 0.7
8 4 0.8 0.2 0.6 0.7
9 1 0.2 NC NC NC
9 2 0.2 NC NC NC
9 3 0.3 NC NC NC
9 4 0.2 NC NC NC
10 1 11 NC 0.5 NC
10 2 14 NC 0.5 NC
10 3 1.3 NC 0.6 NC
10 4 1.2 NC 0.5 NC
11 1 0.3 NC NC NC
11 2 0.3 NC NC NC
11 3 0.4 NC NC NC
11 4 0.3 NC NC NC
12 1 NC NC NC NC
12 2 NC NC NC NC
12 3 NC NC NC NC
12 4 NC NC NC NC

Continua
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Continuacion cuadro 1A

Tratamientos Repeticiones Fol Fo2 Fo3 Fo4
13 1 NC 0.8 NC NC
13 2 NC 0.9 NC NC
13 3 NC 0.8 NC NC
13 4 NC 0.8 NC NC
14 1 1.2 NC 1 NC
14 2 1.3 NC 0.9 0.5
14 3 1.2 NC 1 0.5
14 4 1.2 NC 0.9 0.5
15 1 1 NC 11 0.5
15 2 11 NC 0.9 NC
15 3 1 NC 11 NC
15 4 1 NC 0.9 NC
16 1 NC NC 1.2 NC
16 2 NC NC 11 NC
16 3 NC NC 1.2 NC
16 4 NC NC 11 NC
17 1 0.6 0.4 0 NC
17 2 0.5 0.4 0 NC
17 3 0.5 0.5 0 NC
17 4 0.6 0.4 0 NC
18 1 0.2 0 0.9 NC
18 2 0.2 0 0.9 NC
18 3 0.3 0 0.8 NC
18 4 0.2 0 0.8 NC
19 1 0 0 0.6 0.7
19 2 0 0 0.6 0.7
19 3 0 0 0.6 0.8
19 4 0 0 0.7 0.7
20 1 0.6 0.3 0.6 NC
20 2 0.5 0.3 0.7 NC
20 3 0.6 0.2 0.6 NC
20 4 0.5 0.3 0.6 NC
21 1 0.8 0.6 NC NC
21 2 0.9 0.6 NC NC
21 3 0.8 0.7 NC NC
21 4 0.8 0.6 NC NC
22 1 NC 1.1 NC NC
22 2 NC 1.2 NC NC
22 3 NC 1.1 NC NC
22 4 NC 1.1 NC NC
23 1 NC NC NC NC
23 2 NC NC NC NC
23 3 NC NC NC NC
23 4 NC NC NC NC
24 1 NC NC 0.6 NC
24 2 NC NC 0.7 NC
24 3 NC NC 0.7 NC
24 4 NC NC 0.6 NC
25 1 NC NC NC NC
25 2 NC NC NC NC
25 3 NC NC NC NC

Continua
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Continuacion cuadro 1A

Tratamientos Repeticiones Fol Fo2 Fo3 Fo4
25 4 NC NC NC NC
26 1 NC NC 0.5 NC
26 2 NC NC 0.4 NC
26 3 NC NC 0.5 NC
26 4 NC NC 0.4 NC
27 1 0.1 NC 0.5 NC
27 2 0.1 NC 0.4 NC
27 3 0.1 NC NC NC
27 4 0.2 NC NC NC
28 1 0.1 NC NC NC
28 2 0.1 NC NC NC
28 3 0.2 NC NC NC
28 4 0.2 NC NC NC
29 1 0.2 NC NC NC
29 2 0.1 NC NC NC
29 3 0.1 NC NC NC
29 4 0.2 NC NC NC
30 1 0.3 NC NC NC
30 2 0.3 NC NC NC
30 3 0.3 NC NC NC
30 4 0.4 NC NC NC
31 1 NC NC 0.1 0.5
31 2 NC NC 0.3 0.4
31 3 NC NC 0.1 0.4
31 4 NC NC 0.4 0.4

NC= Las cepas no presentaron sobrecrecimiento.

Cuadro 2A. Andlisis de varianza para el sobrecrecimientoadeckepas dérichoderma
spp. Sobre las cepas Folklesarium oxysporum.

Fuente G.L. S.C C.M. F - Valor P>F
Modelo 30 20.51548387 0.68384946 368.68 <.0001
Error 93 0.17250000 0.00185484
Total 123 20.68798387

C.V. =14.16555

Cuadro 3A. Andlisis de varianza para el sobrecrecimientoageckepas dérichoderma
spp sobre las cepas Fo2 Hasarium oxysporum.

F.V G.L. S.C C.M. F. P>F
Modelo 30 9.10967742 0.30365591 537.90 <.0001
Error 93 0.05250000 0.00056452
Total 123 9.16217742

C.V. =19.25610
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Cuadro 4A. Andlisis de varianza para el sobrecrecimientoadeckpas dé&richoderma

spp sobre las cepas Fo3 Hasarium oxysporum.

F.V G.L. S.C C.M. F. P>F
Modelo 30 30.86548387 1.02884946 64.65 <.0001
Error 93 1.48000000 0.01591398
Total 123 32.34548387
C.V. =33.28229

Cuadro 5A. Andlisis de varianza para el sobrecrecimientoadgeckpas d&richoderma

spp sobre las cepas Fo4 Hasarium oxysporum.

F.V G.L. S.C C.M. F. P>F
Modelo 30 4.82467742 0.16082258 37.63 <.0001
Error 93 0.39750000 0.00427419
Total 123 5.22217742
C.V. =85.33460

Cuadro 6A. Dias al contacto d&richoderma spp. yFurarium oxysporum.
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Continuacion cuadro 6A
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Continuacion cuadro 6A
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Cuadro 7A. Anadlisis de varianza para los dias al contactoTdehoderma spp. y
Furarium oxysporum cepa Fol.

F.V G.L. S.C C.M. F. P>F
Modelo 24 220.8600000 9.2025000 6.95 <.0001
Error 75 99.2500000  1.3233333
Total 99 320.1100000

C.V. 27.58662
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Cuadro 8A. Anadlisis de varianza para los dias al contactoTdehoderma spp y
Furarium oxysporum cepa Fo2.

F.V G.L. S.C C.M. F. P>F
Modelo 13 429.7142857 33.0549451 132.22 <.0001
Error 42 10.5000000  0.2500000
Total 55 440.2142857
C.V.=8.092486

Cuadro 9A. Andlisis de varianza para los dias al contactoTdehoderma spp vy
Furarium oxysporum cepa Fo3.

F.V G.L. S.C C.M. F. P>F
Modelo 20 116.5714286 5.8285714 18.36 <.0001
Error 63 20.0000000 0.3174603
Total 83 136.5714286

C.V.=12.32517

Cuadro 10A. Analisis de varianza para los dias al primer atntdeTrichoderma spp y
Furarium oxysporum cepas Fo4.

F.V G.L. S.C C.M. F. P>F
Modelo 27 488.5000000 18.0925926 57.35 <.0001
Error 84 26.5000000 0.3154762
Total 111 515.0000000
C.V.= 13.21583

Cuadro 11A. Datos de la evaluacion de la actividad fungistatdealos componentes
volatilesTrichoderma sobre el crecimiento deusarium oxysporum.

Tratamientos Repeticiones Fol Fo2 Fo3 Fo4
1 1 5.5 8.7 5.0 6.5
1 5.8 8.7 5.3 6.6
1 3 5.6 8.7 51 6.7
2 1 6 5.8 7.6 6.0
2 2 6.3 55 7.5 6.0
2 3 6.1 5.8 7.5 6.1
3 1 7.3 4.0 55 6.3
3 2 7.2 4.2 5.6 6.2
3 3 7.0 4.0 5.7 6.0
4 1 6.5 6.0 7.1 7.4
4 2 6.5 6.3 7.0 7.5
4 3 6.7 6.1 7.0 7.5
5 1 7.5 7.1 6.9 7.0
5 2 7.6 7.0 7.0 6.9

Continua
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Continuacion cuadro 11A

Tratamientos Repeticiones Fol Fo2 Fo3 Fo4
5 3 7.5 7.0 7.0 6.8
6 1 7.5 7.5 7.5 6.5
6 2 7.3 7.6 7.4 6.4
6 3 7.5 7.5 7.3 6.6
7 1 6.5 7.4 7.0 7.0
7 2 6.6 7.5 7.2 6.9
7 3 6.7 7.5 7.3 7.0
8 1 7.5 6.4 6.6 6.0
8 2 7.6 6.5 6.5 6.1
8 3 7.5 6.5 6.7 6.0
9 1 7.5 6.6 7.5 7.5
9 2 7.7 6.5 7.4 7.4
9 3 7.5 6.5 7.5 7.3
10 1 7.0 5.3 5.0 5.9
10 2 7.3 5.2 5.3 6.0
10 3 7.2 5.0 5.2 6.0
11 1 8.7 8.7 8.7 8.7
11 2 8.7 8.7 8.7 8.7
11 3 8.7 8.7 8.7 8.7

Cuadro 12A. Andlisis de varianza para la evaluacion de lavidetd fungistatica de los
componentes volatiles deichoderma spp sobre el crecimiento deusarium oxysporum
cepa Fol.

F.V G.L. S.C C.M. F. P>F
Modelo 10 20.67878788 2.06787879 151.64 <.0001
Error 22 0.30000000  0.01363636
Total 32 20.97878788
C.V.1.646121

Cuadro 13A. Andlisis de varianza para la evaluacion de lavidetd fungistética de los
componentes volatiles deichoderma spp sobre el crecimiento deusarium oxysporum
cepas F02.

F.V G.L. S.C C.M. F. P>F
Modelo 10 60.23575758 6.02357576 621.18 <.0001
Error 22 0.21333333 0.00969697
Total 32 60.44909091

C.V.1.473748
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Cuadro 14A. Andlisis de varianza para la evaluacion de lavidetd fungistatica de los
componentes volatiles derichoderma spp sobre el crecimiento deusarium oxysporum
cepa Fo3.

F.V G.L. S.C C.M. F. P>F
Modelo 10 36.28303030 3.62830303 352.16 <.0001
Error 22 0.22666667 0.01030303
Total 32 36.50969697
C.V. 1.493369

Cuadro 15A. Analisis de varianza para la evaluacion de lavalztd fungistatica de los
componentes volatile$richoderma spp sobre el crecimiento dEusarium oxysporum
cepa Fo4.

F.V G.L. S.C C.M. F. P>F
Modelo 10 20.55878788 2.05587879 282.68 <.0001
Error 22 0.16000000 0.00727273
Total 32 20.71878788
C.V.1.255241

Cuadro 16A. Inhibicidn ejercida por el antagonista a las cefelSusarium oxysporum en
PDA con extractos dd@richoderma spp. a una concertacion de 200y a los 12 dias de
incubacion.

Tratamiento Repeticiones Fol Fo2 Fo3 Fo4
200u
1 1 8.7 5 55 6.5
1 2 8.6 4.9 5.4 6.4
1 3 8.7 4.9 5.4 6.5
2 1 6.0 5.0 6.0 5.5
2 2 5.9 5.0 5.9 5.4
2 3 6.0 4.9 6.0 5.5
3 1 5.5 5.0 6.5 6.0
3 2 5.4 4.9 6.4 5.9
3 3 55 5.0 6.4 6.0
4 1 6.5 55 55 6.5
4 2 5.4 5.4 5.4 6.4
4 3 6.5 55 5.4 6.5
5 1 8.7 8.7 8.6 8.7
5 2 8.7 8.6 8.7 8.6
5 3 8.6 8.7 8.7 8.7
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Cuadro 17A. Andlisis de varianza para porcentaje de inhibigj@ncida por el antagonista
a la cepa Fol dEusarium oxysporum en PDA con extractos dgichoderma spp. a una
concertacion de 200u a los 12 dias de incubacion.

F.V G.L. S.C C.M. F. P>F
Modelo 4 29.17066667 7.29266667 87.51 <.0001
Error 10 0.83333333  0.08333333
Total 14 30.00400000

C.V. 4.135747

Cuadro 18A. Analisis de varianza para porcentaje de inhibigfancida por el antagonista
a la cepa Fo2 dEusarium oxysporum en PDA con extractos dirichoderma spp. a una
concertacién de 200u a los 12 dias de incubacion.

F.V G.L. S.C C.M. F. P>F
Modelo 4 31.40666667 7.85166667 2355.50 <.0001
Error 10 0.03333333  0.00333333
Total 14 31.44000000
C.V. 0.995431

Cuadro 19A. Analisis de varianza para porcentaje de inhibigfancida por el antagonista
a la cepa Fo3 dEusarium oxysporum en PDA con extractos dirichoderma spp. a una
concertacién de 200u a los 12 dias de incubacion.

F.V G.L. S.C C.M. F. P>F
Modelo 4 21.58400000 5.39600000 1618.80 <.0001
Error 10 0.03333333  0.00333333
Total 14 21.61733333

C.V. 0.903993

Cuadro 20A. Andlisis de varianza para porcentaje de inhibi@j@ncida por el antagonista
a la cepa Fo4 dEusarium oxysporum en PDA con extractos dirichoderma spp. a una
concertacién de 200u a los 12 dias de incubacion.

F.V G.L. S.C C.M. F. P>F
Modelo 4 17.97600000 4.49400000 1348.20 <.0001
Error 10 0.03333333  0.00333333
Total 14 18.00933333

C.Vv.0.873890
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Cuadro 21. Inhibicidn ejercida por el antagonista a las cegmsusarium oxysporum en
PDA con extractos dé&richoderma spp. a una concertacién de 500u a los 12 dias de
incubacion.

Tratamiento Repeticiones Fol Fo2 Fo3 Fo4
500u
1 1 8.7 5.0 6.0 6.0
1 2 8.7 4.9 5.9 6.0
1 3 8.6 5.0 6.0 5.9
2 1 6.0 5.0 6.0 6.0
2 2 5.9 4.9 5.9 6.0
2 3 6.0 4.9 6.0 5.9
3 1 7.0 55 6.5 6.0
3 2 7.0 54 6.4 6.0
3 3 6.9 5.4 6.5 5.9
4 1 6.5 55 55 6.0
4 2 6.4 55 54 5.9
4 3 6.5 5.4 54 6.0
5 1 8.7 8.7 8.6 8.7
5 2 8.7 8.6 8.7 8.6
5 3 8.6 8.7 8.7 8.7

Cuadro 22A. Analisis de varianza para porcentaje de inhibigfancida por el antagonista
a la cepa Fol dEusarium oxysporum en PDA con extractos dirichoderma spp. a una
concertacién de 500u a los 12 dias de incubacion.

F.V G.L. S.C C.M. F. P>F
Modelo 4 18.92400000 4.73100000 1419.30 <.0001
Error 10 0.03333333  0.00333333
Total 14 18.95733333
C.V..0.785867

Cuadro 23A. Analisis de varianza para porcentaje de inhibicgercida por el
antagonista a la cepa Fo2 [esarium oxysporum en PDA con extractos derichoderma
spp. a una concertacion de 500u a los 12 diascdbagion.

F.V G.L. S.C C.M. F. P>F
Modelo 4 29.59600000 7.39900000 2219.70 <.0001
Error 10 0.03333333 0.00333333
Total 14 29.62933333

C.V. 0.979667
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Cuadro 24A. Andlisis de varianza para porcentaje de inhibigj@ncida por el antagonista
a la cepa Fo3 dEusarium oxysporum en PDA con extractos dgichoderma spp. a una
concertacion de 200u a los 12 dias de incubacion.

F.V G.L. S.C C.M. F. P>F
Modelo 4 19.20666667 4.80166667 1440.50 <.0001
Error 10 0.03333333 0.00333333
Total 14 19.24000000

C.V. 0.888231

Cuadro 25A. Andlisis de varianza para porcentaje de inhibicgarcida por el
antagonista a la cepa Fo4 Eesarium oxysporum en PDA con extractos derichoderma
spp. a una concertacion de 500u a los 12 diascdbanion.

F.V G.L. S.C C.M. F. P>F
Modelo 4 17.49600000 4.37400000 1312.20 <.0001
Error 10 0.03333333 0.00333333
Total 14 17.52933333
C.v. 0.887321

Cuadro 26A. Inhibicion ejercida por el antagonista a las cefelsusarium oxysporum en
PDA con extractos dé&richoderma spp. a una concertacién de 1000y a los 12 dias de
incubacion.

Tratamiento Repeticiones Fol Fo2 Fo3 Fo4
1000p
1 1 8.7 6.0 6.5 6.0
1 2 8.6 5.9 6.5 5.9
1 3 8.6 6.0 6.4 5.9
2 1 7.0 5.0 6.0 6.0
2 2 6.9 4.9 6.0 6.0
2 3 7.0 5.0 6.1 5.9
3 1 7.5 5.0 7.0 7.0
3 2 7.4 4.9 6.9 7.0
3 3 7.5 5.0 7.0 6.9
4 1 6.0 55 6.5 6.0
4 2 5.9 5.4 6.4 5.9
4 3 6.0 55 6.5 6.0
5 1 8.7 8.7 8.6 8.7
5 2 8.7 8.6 8.7 8.6
5 3 8.6 8.7 8.7 8.7
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Cuadro 27A. Andlisis de varianza para porcentaje de inhibigf@ncida por el antagonista
a la cepa Fol dEusarium oxysporum en PDA con extractos dgichoderma spp. a una
concertacion de 1000u a los 12 dias de incubacion.

F.V G.L. S.C C.M. F. P>F
Modelo 4 15.82266667 3.95566667 1186.70 <.0001
Error 10 0.03333333  0.00333333
Total 14 15.85600000

C.V.0.765717

Cuadro 28A. Analisis de varianza para porcentaje de inhibigf@ncida por el antagonista
a la cepa Fo2 dEusarium oxysporum en PDA con extractos derichoderma spp. a una
concertacién de 1000u a los 12 dias de incubacion.

F.V G.L. S.C C.M. F. P>F
Modelo 4 28.59600000 7.14900000 2144.70 <.0001
Error 10 0.03333333  0.00333333
Total 14 28.62933333

C.V. 0.961182

Cuadro 29A. Andlisis de varianza para porcentaje de inhibi@j@ncida por el antagonista
a la cepa Fo3 dEusarium oxysporum en PDA con extractos dirichoderma spp. a una
concertacién de 1000u a los 12 dias de incubacion.

F.V G.L. S.C C.M. F. P>F
Modelo 4 12.75066667 3.18766667 956.30 <.0001
Error 10 0.03333333  0.00333333
Total 14 12.78400000

C.v.0.834321

Cuadro 30A. Analisis de varianza para porcentaje de inhibigfancida por el antagonista
a la cepa Fo4 dEusarium oxysporum en PDA con extractos dirichoderma spp. a una
concertacién de 1000u a los 12 dias de incubacion.

F.V G.L. S.C C.M. F. P>F
Modelo 4 16.80666667 4.20166667 1260.50 <.0001
Error 10 0.03333333  0.00333333
Total 14 16.84000000

C.v.0.861717
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Cuadro 31A. Dindmica de crecimiento deichoderma spp. yFusarium oxysporum cepa
Fol, Fo2, Fo3, Fo4 a los 12 dias despué$adgembra en papa-dextrosa-agar.

T Fol I T Fo2 I T Fo3 Fo4 I

1 435 3.425 0 455 325 055 5.275 3.875 0 4.4502% O
2 425 3.65 0 415 2975 0425 5.2 4.15 0 41507%.0 O

3 425 345 0.3 4.3 425 0.425 5.025 3.75 0 4150953 O

4 4.025 4.2 0 4575 4.05 0 6.925 4.00 0 4550 3.929

5 3.8 4.4 0 3.975 3.9 045 3.825 4.13 0.35 4.050254. 0.15
6 3.95 4.05 0 4.025 395 0475 3.775 4.1 0275 B.78.25 0.35
7 3.925 3.95 0.1 3.95 4.025 0.2 3.85 415 0.22550B.8 4.4 0
8 5.075 4.45 0 4575 355 0.225 5.025 3.95 0 5.23595 0
9 3.775 4.45 0 355 395 0475 39 3775 03 38395 0.15
10 445 3.95 0 435 3.95 0 495 345 0 4300 3.92%
11 3975 45 0 4.1 415 045 3.675 35 0425 4.00875 0
12 3.8 345 055 4125 3.05 0.725 3.75 3.65 0.4595@B. 3.9 0.15
13 4.1 3.5 0.15 4.875 3.375 0 425 3.650 0.225 (4.28.325 0
14 445 4.45 0 405 345 0475 54 3575 0 4825354. 0
15 4175 4.325 0 4.5 3.65 025 565 3.600 0 4579754 0
16 4425 4.25 0 4.025 395 0.25 57 3.675 0.075504.4 4.1 0
17 435 4.45 0 4775 3.65 0 425 3.725 0 4550 3.950
18 4.45 3.95 0 4525 395 0.175 53 3.6 0 4.4502%4.1 0O
19 5.075 3.85 0 4.025 3.9 0 5.375 3.43 0 5.225 4 0
20 4.45 4.025 0 48 3825 0.15 5125 3.78 0 405454 O
21 3575 44 0 5.6 3.65 0 465 3.88 0 3.550 4.4 0
22 3975 4.15 0 5.3 3.9 0 415 3.95 0 3.850 4.45 0
23 3.45 3.8 0.3 4.05 3.9 0 445 3.725 0 3.850 4.42615
24 3.15 405 0725 36 3.35 0.525 5 4.025 0 3.30@7% 0.35
25 4475 435 0 445 3.65 0 44 3775 0 4450 3.82®
26 3.95 4.4 0 41 3575 055 4177 3.725 0.375 $4.02275 0
27 405 4.55 0 4.1 425 035 4.05 3.775 045 458475 0
28 3.95 4.5 0 4.05 3.95 0.2 3875 38 0.35 4.20@7%t. O
29 405 435 0 395 395 0425 395 3.65 0425 (1.15275 0
30 405 445 005 395 395 0475 4125 3.65 0.4550 4.25 0
31 4925 3.85 0 4.55 3.6 04 4725 3.70 0 4.9752%1.2 0




