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RESUMEN

En el presente trabajo se demostré la actividad biocontroladora /n virre de los
aislamientos Trichoderma harzianum, aislado de una bolsa de plastico, en la que se
cultivaban setas comestibles (Pleurotus sp); Trichoderma fasciculatum, aislado de una tina
experimental en la que se cultivaban chicharo y rabano, dicha tina se ubicaba en un
invernaderc de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitidn y Trichoderma sp aislada de
un predio cultivado con verdolaga ubicado en San Francisco, Xochimilco, D, F. Los
aislamientos se enfrentaron en cultivo dual con los hongos fitopatdgenos Fusarium
oxysporum aislado de un suelo infestado, cultivado con frijol y Rhizoctonia solani, aislada

de un tubérculo de papa contaminado con el hongo patégeno.

En los resultados obtenidos la cepa Trichoderma sp presenté la mejor habilidad
biocontroladora, ya que inhibi6 78.9 % a F. oxysporum y R. solani, asi mismo ejercié un
hiperparasitismo total sobre estos hongos patdgenos en 7 dias. En segundo término se
encuentra T. harzianum, esta cepa inhibié 73.3 % a F. oxysporum y R. solani, el tiempo que
tardé en hiperparasitarlos fue de 7 dias. La cepa T fasciculatum inhibié el crecimiento de F
oxysporum y R. solani en 72 %; sin embargo, este aislamiento no ejercié hiperparasitismo ¥
6 dias después de la siembra en cultivo dual sélo 1limit6 el crecimiento de los hongos
patogenos. Con los resultados obtenidos se concluyo que Trichoderma sp y T. harzianum
son organismos hiperpardsitos, mientras que T. fasciculatum controla mediante fungistasis
Se ha reportado que T. fasciculatum produce sustancias antibiticas como pironas y
compuestos peptidicos (Meyer, 1967; Ghisalberti, 1990) empero no se llegé a la
identificacién del tipo de antibiético generado por est4 especie.

Tomando en cuenta ¢l potencial controlador de T, harzianum, Trichoderma sp.yT.
JSasciculatum, se llegd a la obtencién de tres fungicidas biologicos a través de fermentacién
solida bifésica estdtica. Las concentraciones finales por producto fueron T, harzianum 4.1 X
10* ufc/ml; T, fasciculatum 3 X 10* ufc/ml y Trichoderma sp 3 X 10° ufc/ml.



I.  INTRODUCCION.

Uno de los problemas importantes que se viven a nivel mundial s la conservacién
del ambiente y la salud humana, por lo que resulta innegable la necesidad de ampliar en la
agricultura la investigacion sobre la creacién y utilizacién de metédos biol6gicos para la
proteccién de plantas que aseguren el cuidado y mantenimiento de los complejos naturales
de organismos vivos ( Rodriguez, 1996 ).

En la actualidad los productores agricolas de nuestro pais hacen uso irracional de
insumos extremadamente téxicos para aumentar los rendimientos ¥y controlar plagas que
amenacen el valor de su produccién. Al emplear productos quimicos, los problemas que
enfrenta el productor son la adquisicién de plaguicidas a precios elevados, situacién que
incrementa considerablemente los costos de produccidn, ademds de contaminar el ambiente
y el riesgo de contraer enfermedades terminales como cancer y leucemia debido a su
exposicién a compuestos altamente toxicos. Afortunadamente estos problemas tienen
solucién al emplear métodos biologicos para 12 proteccion de los cultivos, estos metddos
incluyen técnicas que se basan en la utilizacién de parésitos, depredadores, microorganismos
¥ sus metabolitos y algunas précticas agrondmicas para el combate de plagas, enfermedades
y malezas (Rodriguez, 1996; Castellanos, 1996). La investigacion para el empleo de
microorganismos y sus metab6litos para el control de enfermedades en las plamtas ha
generado el desarrollo de formulaciones estables a través de fermentaciones liquidas y
solidas, en las cuales los materiales para su elaboracién son de ficil adquisicidn en las zonas

agricolas, ya que forman parte de los desechos de la produccion.

Tomando en cuentz la situacién contaminante bajo l2 que son producidos los
alimentos que consumimos dia a dia, el grado de comtaminacién de nuestro ambiente y las
bases que existen para controlar biolgicamente enfermedades de las plantas a través de
actividades y medios biologicos se propone en el presente trabajo el uso del hongo
Trichoderma spp para el control de hongos fitopatégenos de suelo, que en su mayoria son
responsables de pérdidas considerables en cultivos horticolas en la etapa fenolégica de
plantula,



|

1.1 OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar /n vitro el potencial antagonista del género Trichoderma, con la finalidad de llegar a |
la obtencién de un fungicida biolégico para controlar hongos fitopatégenos de suelo que |

afectan cuitivos de importancia econdmica en nuestro pais.

OBJETIVOS PARTICULARES

* Aislar cepas nativas del género Trichoderma.

¢ Realizar pruebas de antagonismo /n vitro para determinar el potencial biocontrolador de
las cepas Trichoderma spp. aisladas, sobre los hongos fitopatégenos Fusarium

oxysporum y Rhizoctonia solani,

® Elaborar un biofungicida empleando como ingrediente activo las cepas de Trichoderma
spp aisladas.



II. REVISION DE LITERATURA.

2.1 Concepto de control biolégico de enfermedades.

Durante la evolucién de las investigaciones enfocadas al control biolégico han
surgido diversos conceptos.

Snyder (1960), citedo por Mehrotra (1988), definié ¢! control biolégico como una
tictica para interrumpir las actividades del patdgeno, tomando como base la resistencia de la
planta, a través del mejoramiento genético y modificaciones de las pricticas culturales para
disminuir la infeccién.

Garrett (1965), citado por Mehrotra (1988), trata el control bioldgico para
enfermedades como una condicion o practica para disminuir la actividad del patégeno con Ia
ayuda de agentes externos, excepto del hombre. También puntualizé que ¢l control inicia
con la introduccién e incremento de la pobiacién de uno o mas agentes biocontroladeres
tomando en cuenta las condiciones ambientales a favor de la actividad y multiplicacién del
organismo,

Skolko (1972), citado por Mehrotra (1988), el concepto de este investigador propuso
la existencia de un cuarto componente. Los factores incluidos en su concepto son:
hospederos susceptibles, organismos patégenos, condiciones ambientales favorables para el
inicio de la infeccién y el cuarto componente io constituyen, los organismos capaces de
afectar directamente el curso de la enfermedad. Dos afios después Baker (1974) definio el
control biolégico como la reduccién de Ia actividad metabélica del indculo patégeno en su
estado activo o latente, por uno o mas organismos con Ia manipulacién del medio ambiente,
hospedero ¢ introduccién de organismos antagonistas.

La evolucién del concepto de control biolégico no presenta grandes variaciones, sin
embargo, el concepto actual no solo incorpora la introduccién de antagonistas en los
sistemas de produccion, también incluye la manipulacion del ambiente, el manejo de
residuos de cosecha y un amplio nimero de practicas culturales que aseguran el éxito del
control (Nigam, 1988).



2.2 Antecedentes histéricos.

El control biolégico en su sentido amplio ha sido empleado por el hombre desde los
inicios de la agricultura. Durante el tercer y cuarto milenio a. C. se utilizaba el barbecho
como la técnica principal de los sistemas de produccién en Europa, posteriormente se
introdujeron sistemas de rotacion y periodos de barbecho para disminuir la incidencia de
enfermedades e incrementar la fertilidad de los suelos (Campbell, 1989).

El térmiro control biolégico de enfermedades fue acufiado junto con el control
biolégico de plagas de insectos (Howard, 1916; Smith, 1919 citados por Cook, 1983). Sin
embargo, fue partir de 1920 cuando se registra un repentino incremente en el nimero de
publicaciones reportando el control de enfermedades utilizando hongos antagonistas
(Campbell, 1989). Hartley (1921) introdujo hongos antagonistas aislados del suelo para
controlar ¢l ahogamiento en plintulas. Sanford (1926) y Taylor (1927) demostraron el
control de la costra de la papa causada por Strepfomyces scabies, cuando incorporaron
hongos antagonistas con estiércol verde (citados por Campbell, 1989).

En un periodo de 10 aflos, se registraron varios experimentos importantes de control
biolégico para controlar enfermedades causadas por hongos, bacterias y virus, pero 60 afios
después surgieron varias de las principales ideas que marcan las bases de la investigacién
actual.

En las dos dltimas décadas, el mercado para los productos biolégicos generados para
¢l control de enfermedades ocupa sélo ¢l 0.45% del mercado global de los agroquimicos, las
ventas aproximadas son de 10 a 25% al afio. Los agentes biolégicos mas comercializados
son:  Bacillus thuringiensis, Beauveria spp;, Metarhizium spp; Trichoderma spp;
Pseudomonas spp. y nemétodos del género Steinernema. Es importante mencionar que los
bioplaguicidas obtenidos de los agentes antes mencionados presentan limitantes como:
especificidad, sensibilidad a factores ambientales, problemas con las dosis de formulacién y
aigunos problemas de calidad en la produccién a escala industrial debido a la presencia de
agentes contaminantes (Powell, 1993).




2.3 Mecanismos de accién.

El control biolégico se puede llevar a cabo de forma inducida y natural, cuando este
ocurre naturalmente genera un balance ecolégico entre los patdgenos y sus antagonistas
(Webber, 1986). El control biolégico inducido, se origina por la manipulacién directa e
indirecta de los microorganismos, al provocar €l incremento de los agentes controladores
sobre las especies plaga (Nigam, 1988). Esta forma de control, es auxiliada por dos métodos,
el primero conocido como antagonismo que se divide  en tres mecanismos de acciom:
antibiosis, competencia y parasitismo (predacion directa e hiperparasitismo) y el segundo

metddo es conocido como resistencia inducida (Cate, 1990).

La relacién que existe entre los mecanismos de accién de cada uno de los dos
métodos de control biolégico inducido fue ilustrado por Baker (1985), apoyéndose de los

elementos principales que lo originan (figura 1).

Ambiente

Hospedero

Resistencia inducida

Agente biocontrolador

Antagonismo

Patégeno

Ambiente

Figura 1. Relacion de los principales mecanismos de accién del control biolégico inducido
(Baker, 1985).



Los investigadores dedicados al control biolégico inducido de hongos fitopatégenos
han considerado cinco elementos para obtener el éxito deseado.

1.- Reducir la densidad del in6culo, fija como objetivo reducir al minimo el agente
patdgeno con la ayuda de factores externos.

2.- Reemplazo del pat6geno con organismos saprofitos, se aplica principalmente para
patdgenos que utilizan como hospedero los residuos de cosecha, en los cuales el
colonizador primario serd sucedido por organismos sapréfitos.

3.- Supresién de la germinacién e interferencia en la patogénesis. Esta actividad
incluye la competencia, antibiosis y otros medios para prevenir 1a colonizacion

por patdgenos virulentos.

4.- Proteccidn de infeccién. Se realiza con la inoculacién de agentes biocontroladores
sobre las heridas ocasionadas después de la poda, para prevenir !a colonizacién

por patégenos virulentos.

5.- Proteccién a los cultivos. Es la actividad de inoculacién que se realiza a la
semilla, ya que la germinacion de la misma en varias ocasiones es impedida por
agentes patdgenos (Cook, 1983).

El control biolégico de hoy en dia presenta un cambio importante, por elio necesita
la atencién de varias disciplinas para generar nuevas tecnologias y conducir a bases sélidas
de investigacion.




2.3.1 Antagonismo.

El antagonismo es una consecuencia de la interaccién que existe entre las
poblaciones (Odum, 1972). Este mecanismo de accién se percibe mejor cuando influyen
factores internos y externos en el comportamiento de la poblacidn (Singh, 1988).

El suelo se divide en dos nichos ecoldgicos: a) masa de suelo (zona no colonizada
por raices) y b) rizosfera (zona que existe alrededor de las raices), su existencia esta en
funcién de tiempo y espacio, situacién que favorece a los microorganismos antagonistas y
patdgenos que habitan esos sitios. Los antagonistas generalmente se encuentran en la masa
del suelo, en forma de propagulos latentes y micelio sapréfito, la funcién principal de estos
organismos, es sanear el suelo a través de la colonizacién del sustrato para evitar el
establecimiento de microorganismos patégenos, una vez establecidos los colonizadoeres no
patogénicos mantienen su sustrato de desarrollo mediante sus mecanismos de accién (Singh,
1988).

El antagonismo en el suelo es influenciado por la incorporacién de nutrimentos en
forma de composta, abonos verdes y otras sustancias nutritivas que activan la germinacién
de los propdgulos patégenos, los cuales en ausencia de un hospedero entran en competencia
por nutrimentos con los antagonistas y cuando se agotan, los patdgenos perecen antes de

generar nuevas estructuras de resistencia (Papavizas, 1980).

2.3.1.1 Antibiosis,

La antibiosis es el proceso, en el cual los metabolitos secundarios de un
microorganismo inhiben directamente o matan a otros (Baker, 1985).

Algunos organismos productores de antibiéticos son sapréfitos que dependen de los
recursos de carbono v nitrégeno disponibles en el suelo. Los antibidticos actiian en dreas no
localizadas, manteniendo su posicién en la superficie del sustrato para excluir a los
patégenos durante cierto periodo de tiempo (Cate, 1990).



2.3.1.2 Competencia.

El término competencia es empleado para denotar factores que favorecen a dos
especies, Clark (1965), defini6 la competencia como los efectos dafiinos de un organismo
sobre otro, cuando utilizan un mismo recurso del medio ambiente. Los recursos pueden ser
nutrimentos, oxigeno y espacio (citado por Singh, 1988).

La competencia se divide en dos tipos: competencia intraespecifica e interespecifica,
estos tipos de competencia son importantes, ya que pueden determinar [a clase y nimero de
organismos (Singh, 1988). La competencia intraespecifica es un factor importante en
aquellas poblaciones que tienden a ser regulables por si mismas, ya que se compite por
espacio y se mantiene un control efectivo sobre la misma poblacién. La competencia
interespecifica se torna importante, donde existen dos o mis especies estrechamente
relacionadas y adaptadas al mismo sitio ¢ a uno similar; si la competencia es rigurosa, una
de ias especies puede ser eliminada por completo o forzada a emigrar a otro sitio; o bien, las
especies involucradas pueden ser capaces de vivir juntas a densidades reducidas

compartiendo los recursos en alguna manera de equilibrio (Odum, 1972).

1.3.1.3 Hiperparasitismo.

Los términos hiperparasitismo, micoparasitismo, parasitismo directo, y parasitismo
entre hongos, son usados en referencia al fenémeno de parasitismo- de un hongo sobre otro
{Boosalis, 1964 citado por Singh, 1988).El hiperparasitismo generado por hongos provoca
una serie de dafos morfolégicos sobre la especie blanco,”esta actividad inicia con la
cobertura de las hifas patdgenas por el antagonista, posteriormente succiona los nutrimentos
y concluye con la lisis de la hifa (Barnett, 1963 citado por Singh, 1988).Las interacciones
hiperparasiticas pueden ser biotréficas y necrotréficas. Los pardsitos biotréficos consumen
los nutrientes de las células vivas del hospedero via haustorios, mientras que el parédsito
necrotréfico se alimenta de las células muertas, mismas que son eliminadas a través de la
secrecidon de toxinas y enzimas extracelulares antes de invadirlas. El grado de
hiperparasitismo es afectado por cambios en la relacién carbono-nitrégeno, temperatura, luz,
pH y nutrimentos (Singh, 1988).



2.3.1 Resistencia inducida.

En [as plantas la resistencia inducida es el tipo de resistencia que aparece después de
que las plantas han sido preinoculadas con varios agentes bidticos o previamente tratadas
con varios agentes quimicos o fisicos. Se ha inducido resistencia en una amplia gama de
plantas ante el ataque de hongos, bacterias, virus e incluso insectos. La resistencia inducida
no es especifica debido a que, sin importar el tipo de agente o patégeno utilizado como
inductor, el nivel de resistencia en la planta aumenta ante varios patdgenos. Por ejemplo, la
infeccién que causa el virus del mosaico del tabaco en plantas hipersensibles induce una
resistencia sistémica ante este virus, asi como ante otros virus, hongos (Phyraphthora spp.),
bacterias (Pseudonomas tabaci) y 4fidos.

La resistencia contra un determinado patdgeno también puede inducirse inoculando
previamente la planta con una de las razas incompatibles del patégene, con bacterias o
esporas de hongos, muertos con calor, o bien inoculando a la planta con el patdgeno
mientras ésta es todavia joven y aiin no es susceptible al patégeno. Los sintomas provocados
por ia resistencia inducida se observan inicialmente y se restringen a la zona que rodea los
sitios iniciales de infeccién (resistencia local inducida), pero al cabo de algunos dias puede
detectarse en las porciones no inoculadas de las hojas inoculadas, asi comoe en hojas no
inoculadas (resistencia sistémica inducida). La resistencia inducida se manifiesta por
lesiones mds pequefias o a través de la resistencia total a una segunda infeccién causada por
el mismo patégeno o por un patégeno distinto. Para que la resistencia inducida se
manifieste, debe transcurrir un iargo periodo entre el tratamiento de la induccién (primera
inoculacién) y la inoculacién inductora. Es probable que deba transcurrir cierto tiempo antes
de que ocurra la sintesis y movimiento sistémico de upa o varias sustancias de las hojas
inoculadas a las no inoculadas o a otras partes de la planta.

Ademaés de manifestarse la resistencia como resultado de una infeccién primaria, la
resistencia tambien puede inducirse tratando a las plantas con compuestos naturales como
proteinas de la cdpside de los virus, proteinas de bacterias u hongos, lipoproteinas,
polisacdridos y RNA de levaduras, o bien moléculas sintéticas, sobre todo polianiones como
los 4cidos poliacrilico, salicilico y 2-cloroetilfosfénico.



Estas sustancias funcionan como inductores de resistencia local en la planta cuando son
inyectadas o asperjadas y de resistencia sistémica cuando son absorbidas a través de los
peciolos o las raices; cuanto mayor es la concentracién del inductor, mas rdpido y mis eficaz
es la resistencia inducida en el hospedante (Agrios, 1995).

2.4 Factores ambientales que influyen en el controt biolégico.

Los factores ambientales como: nutricién, temperatura, pH, humedad y tipo de suelo,
afectan el desarrollo de los microorganismos encargados del control bioldégico (Lumsden,
1992).

2.4.1 Nutricién,

La disponibilidad de nutrimentos en el suelo es uno de los factores mds importantes
que afectan al micoparasitismo, debido a que los antagonistas toman la materia orgdnica y
nutrimentos como alimento base antes de atacar al patdgeno (Papavizas, 1985).

En algunos experimentos se ha demostrado que la nutricién de los esclerocios de
Sclerotinia sclerotiorum alojados en el suelo durante 40 dias, registraron mayor incidencia
al ataque por Fusarium spp, Mucor spp y Trichoderma spp. La escasez de nutrimentos en
estas estructuras de resistencia contribuy6 en la colonizacién masiva por los antagonistas
{Lumsden, 1992).

2.4.2 Temperatura.

Se ha determinado que la temperatura afecta el micoparasitismo en el suelo, debido a
que no todos los organismos tienen la misma capacidad de sobrevivir a la misma
temperatura. El rango establecido para el desarrolio adecuado de los microorganismos oscila
entre 12°C y 30°C.
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Boosalis (1956) determiné que el micoparasitismo de Trichoderma spp sobre
Rhizoctonia solani fue minimo a 18°C; sin embargo, cuando la temperatura se incrementé a
28°C, aument6 el grado de hiperparasitismo (citado por Lumsden, 1992).

Las estructuras de resistencia (esclerocios) de hongos fitopatdgenos nocivos,
localizados sobre la superficie del suelo fueron incubados a 20°C, los resultados de
hiperparasitismo se obtuvieron en un periodo de tres dias, pero cuando la temperatura se
modificé a 10°C, el periodo se increment6 a seis dias. (Lumsden, 1992).

2.4.3 pH del suelo.

El pH de la mayoria de los suelos agricolas es favorable para la actividad de los
micopardsitos, empero existen algunos que necesitan un pH especifico para desarroliarse
adecuadamente (Chet, 1980; Papavizas, 1985).

La tolerancia al pH que han registrado algunos antagonistas ha sido de 5.5 a 7.5.
También se han demostrado colonizaciones sobre Sclerotium cepivorum por organismos no
patogénicos en suelos dcidos (Lumsden, 1992), mientras que Macrophomina phaseolina ha
sido hiperparasitada con mayor éxito en suelos alcalinos que en 4cidos (Papavizas, 1977
citado por Lumsden, 1992).

2.4.4 Humedad y textura del suelo.

La humedad del suelo afecta directamente el micoparasitismo, cuando las estructuras
de resistencia antagonistas son lavadas pierden su capacidad germinativa (Adams, 1986).
También se ha demostrado que la escasez de agua retarda el micoparasitismo (Lumsden,
1992). La humedad y textura del suelo, estdn estrechamente relacionados, ya que el
encharcamiento y drenaje del agua dependen de ia proporcién de arena, limo, arcilla y
materia organica que un contenga un suelo, es importante mencionar que la materia orgénica
es el elemento principal que modifica el medio ambiente del suelo a favor de los
antagonistas (Lumsden, 1983).
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2.5 Priicticas culturales en el control biolégico de enfermedades.

Las précticas culturales comunes en el control bioldgice son: supresividad del suelo,
induccidn a fungistasis, incorporacion de materia orgdnica, solarizacion, sequia e inundacién
y creacion de un microclima (Nigam, 1988).

2.5.1 Sopresividad del suelo.

Baker y Cook (1974} consideraron que los suelos supresivos son aquellos en los que
el patGgeno: a) no puede establecerse o persistir, b) se establece pero causa poco o ningiin
dafio a las plantas normalmente susceptibles, o ¢) puede generar la enfermedad y causar
dafios por un cierto tiempo después del cual disminuye la importancia de la enfermedad
hasta desaparecer, aun cuando el patégeno persista en el suelo. E} fenomeno no se limita a
especies de hongos y actinomicetos sino que también hay informacién sobre los suelos
supresivos para fitonemdtodos como Heterodera avenae y para nemitodos agalladores
Meloidogyne spp.

Cook y Baker (1983) dividieron el efecto supresor de los suelos en dos clases:
supresidn de tipo general y supresidn especifica. La mayoria de los suelos poseen o exhiben
un cierto grado de resistencia al desarrollo de patégenos como forma general de control.
Esta supresion generalizada para un determinade organismo patdgeno estd vinculada
directamente con el nivel de la actividad microbiana del suelo en un tiempo critico para el
desarrollo del patégeno que seria, por ejemplo, el periodo de germinaci6n de sus propagulos
y el de crecimiento en Iz rizosfera antes de penetrar en la planta hospedadora. En este
periodo critico el patdgeno estd en competencia directa con todos los microorganismos del
suelo que le rodean. La competencia en contra del patégeno no esta limitada a un cierto
grupo o nimero de especies de microorganismos especificos sino que es general. La
supresién especifica tiene como base la supresion general que existe en la mayoria de los
suelos, pero incrementada por las actividades supresoras de grupos de especies o especies
individuales de microorganismos antagdmicos al patégeno en un momento critico de su

desarrollo en el suelo.
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El control de enfermedades de las plantas por los suelos es universal, existen
ejemplos de suelos supresores en casi todo tipo de climas y cultivos (Rodriguez-Kabana,
1996). El efecto supresor de un suelo es transferible, es decir que un suefo donde el
patégeno se desarrolla sin impedimentos (suelo conductor) puede convertirse en supresor al
afladirle pequeilas cantidades de otro suelo supresor. La capacidad supresora de los suelos
esta basada en parte en la competencia existente entre los microorganismos del suelo por
fuentes de carbono y energia (Kloepper, 1981). Para entender la importancia de la
competencia microbiana en la capacidad de control de patégenos por los suelos hay que
comprender que la competencia entre dos 0 més organismos es mas pronunciada cuando
utilizan el mismo tipo de sustrato y tienen los mismos requisitos ambientales para su
crecimiento. En los suelos supresores, donde los nutrimentos escasean, solo las cepas mds
competitivas, es decir las no patogénicas, son las que se desarrollan, por lo que no aparecen
sintomas de enfermedad en las plantas (Rodriguez-Kabana, 1996).

2.5.2 Induccibn a fungistasis.

Los hongos del suelo coexisten con varios microorganismos antagonistas que causan
un ambiente de inanicién y de metabolitos téxicos. Como resultado, las esporas de muchos
hongos que viven en el suelo suelen ser incapaces de germinar en algunos suelos, a este
fenomeno se le conoce como fingistasis (Agrios,1995). La naturaleza fungistitica de un
suelo tiene un impacto considerable en la sobrevivencia y dindmica de su poblacién
(Papavizas, 1985).

La fungistasis se eleva a un nivel superior, cuando permite la germinacién de
propégulos patégenos en presencia de un hospedero susceptible (Papavizas, 1980). Al
originarse esta situacibn es conveniente manipular el ambiente del suelo con la
incorporacién de materia organica, para inactivar e! ciclo de la enfermedad con las altas
concentraciones de amonio producidas por los compuestos orgénicos (Nigam, 1988).
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2.5.3 Incorporacién de materia orgdnica.

Las enmiendas orgdnicas en el control de enfermedades de las plantas, es una
prictica que ha sido reconocida por decadas, porque ademas de contribuir en el control de la
enfermedad favorece la fertilidad del suelo, elemento que es considerado perjudicial para el
desarrollo de microorganismos fitopatégenos del suelo (Singhi, 1988).  El empleo  de
enmiendas orgénicas representa una ventaja importante ante el uso de fumigantes quimicos
{Singh, 1984), ya que los efectos originados por la adicién de compuestos orgdnicos son los
iltimos en perderse después de un periodo considerable de tiempo, situacién que genera
efectos miiltiples hacia los patdgenos, ademds de aumentar la fertilidad del suelo. {Cook,
1983; Lumsden, 1983).

2.5.4 Solarizacién.

La solarizacion, es una técnica que consiste en calentar el suelo aprovechando la
radiacién solar, colocindose con cuidado una cubierta parcial o total de plastico transparente
sobre ¢l suelo. El plstico no debe tener fugas de vapor ni aire caliente. El metédo alcanza
una mayor eficacia si se establece durante mas de seis semanas en la etapa de mayor
radiacién solar (Nigam, 1988). En Israel el calentamiento del suelo con la utilizacidn de
plisticos se ha convertido en una préctica cultural altamente comercializada para controlar
Verticillium dahleae (Ashworth, 1979), con la solarizacién se incrementa la actividad de los
organismos antagonistas haciendo a los patégenos vulperables durante un tiempo
prolongado (Katan, 1981).

2.5.5 Sequia e inundacién.

La sequia e inundacién son précticas que benefician el control de algunas
enfermedades (Nigam, 1988). Se ha demostrado que cultivos desarrollados bajo condiciones
de sequia, generan cierta resistencia al ataque de hongos por que se inhibe la germinacién
por la falta de humedad, también la presencia de estas condiciones reducen el riesgo de una
infeccién severa, ya que la formacién de apresorios y elongacién de las hifas es inhibida
(Ayres, 1980 citado por Nigam, 1988).
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La inundacién consiste en el sometimiento del suelo a condiciones extremas de
humedad para lavar los nutrientes de las estructuras de resistencia patégenas para que
pierdan su viabilidad (Cook, 1983).

2.5.6 Microclima.

Las variaciones estacionales modifican las condiciones atmosféricas sobre la
supetficie de la planta (Blakeman, 1985), provocando cambios en los microorganismos que
habitan en ella (Nigam, 1988). La manipulacién del ambiente que rodea a Ia planta,
contribuye para disminuir ia incidencia de patbgenos y aumentar la actividad de los
antagonistas. Generalmente, es dificil cambiar el microclima; sin embargo, la arquitectura de
la planta y su estado nutricional pueden ser modificados e intervenir directamente en la
poblacion nociva (Bakshi, 1977 citado por Nigam, 1988).

2.6 Métodos de produccién masiva de agentes biocontroladores.

La produccibn masiva de agentes biocontroladores fija como meta, elaborar
biopesticidas econ6micos que compitan en precio y eficacia contra los pesticidas quimicos
(Churchill, 1982). Los sustratos empleados para desarrollar microorganismos
biocontroladores son baratos y de ficil adquisicién (Churchill,1982), ya que se aprovechan
residuos agricolas frescos que proporcionan carbono, nitrégeno y minerales que pueden ser
balanceados para obtener un biopesticida de excelente calidad (U padhyay, 1988).

2.6.1. Fermentacién liquida.

En los ultimos 30 afios, la expansion de las tecnologias de fermentacion, para la
produccién comercial de dcidos orgdnicos, enzimas, antibibticos y otras drogas producidas
por hongos y bacterias ha tenido como resultado Ia creacién de tecnologfas sofisticadas para
obtener fermentaciones liquidas de alto nivel de calidad (Moo-Young, 1987, Knight, 1988
citados por Connick er al., 1990).
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Las fermentaciones liquidas o sumergidas, son aquellas que se realizan en sustratos,
en su mayoria solubles, sustratos disueltos o suspendidos en grandes volimenes de agua,
donde los componentes del sustrato estdn igualmente accesibles y su concentracién
disminuye durante la transformacion que sufren las sustancias orgénicas que los constituyen
(Cérdova, 1995).

El elemento mds importante para la produccion de hongos biocontroladores por este
método, es el desarrollo del medio de cultivo conveniente para el crecimiento de los
microorganismos, algunos materiales aceptados para tal efecto son: melaza, levadura de
cerveza, licor de maiz, semilla de algodén y fluoruros de soya (Zabriskie, 1980; Lisanski,
1985 citados por Connick er 2., 1990).

La obtencién de biomasa a partir de este tipo de fermentaciones tarda de seis a siete
dias, una vez obtenido €l o los microorganismos en el tanque fermentador se procede a
separar la biomasa del medio a través de filtraciones y centrifugacién (Connick er al., 1990),
concluido el proceso el producto se deshidrata y se incorpora en grénulos, pastillas y polvos
solubles (Churchill, 1982).

2.6.2 Fermentacion solida.

La fermentacién en estado solido, es un tipo de cuitive donde crece un
microorganismo sobre la superficie y en el interior de una particula porosa sélida, la cual
puede ser asimilable o inerte, en este sistema el agua esta ligada al interior de la matriz
porosa y no s¢ presentan fendmenos microscopicos de drenaje entre las particulas. Cabe
seialar, que el espacio intraparticulas se encuentra ocupado por el aire (oxigeno), mismo que
los microorganismos necesitan para crecer y alimentarse colectivamente (Cérdova, 1995).

La mayor parte de la investigacién enfocada a la producciébn en masa para la
introduccidn de hongos controladores, se realiza con fermentaciones sélidas. Los susiratos
para la produccibn de infculo de los hongos biocontroiadores Trichoderma spp,
Gliocladium spp, Conithyrium spp, Chaetomium spp, Laetisaria spp y Penicillium spp han
sido: semillas, harinas, bagazos, salvado de trigo, paja de trigo, aserrin y peat moss,
materiales empleados en forma individual o combinados (Papavizas, 1985).
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Las fermentaciones en estado sélido no requieren de procedimientos sofisticados
para su utilizacién. Los materiales empleados inoculados con los organismos son
simplemente secados y aplicados al follaje, las semillas y/o dispersados directamente al
suelo; sin embargo, existen desventajas que hacen inapropiado el sistema para el desarrollo
de biopesticidas a nivel comercizl, debido principalmente al riesgo de comtaminacion,
ademds de requerir un gran espacio para su proceso, incubacién y almacenamiento (Connick
et al., 1990).

2.6.3 Técnicas de aplicacién de agentes biocontroladores.

La efectividad de los agentes biocontroladores al ser aplicados, depende del método
de aplicacién, preparacién del inculo y la integracién de otras practicas culturales. La
aplicacion puede realizarse por aspersién al follaje, diseminacién directa en el suelo e
inoculacién de la semilla como tratamiento preventivo (Cook, 1983).

1.6.3.1 Liberacién en e suelo.
La aplicacién de los agentes biocontroladores en el suelo, puede ser mediante la
incorporacién de sustratos colonizados y el riego (Stack, 1988).

1.6.3.1.1 Riego.

Existen diversas formas para incorporar agentes biocontroladores al suelo. Una
técnica de aplicacion directa, es mediante la incorporacién de los propagulos en forma de
suspension a través del riego (Abd-El Moity, 1981); sin embargo, existen dos limitantes que
hacen deficiente este método. Las limitantes de esta forma de aplicacién se relacionan con
la textura del suelo. Se ha demostrado que la aplicacién de algunos microorganismos en
suelos arcillosos, Ia dispersién pasiva en el perfil del suelo durante la filtracién ocurre
principalmente por los canales y grietas, en lugar de circular por el sistema poroso, situacién

que no permite el control ¢n los horizontes superficiales.
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Otro inconveniente, se presenta cuando el agente es aplicado en la parte mis
superficial del suelo, en este caso el biocontrolador entra en competencia con la fauna
nativa por sustrato disponible, siendo el antagonista expuesto a predadores, pardsitos y
fungistasts (Lockwood, 1981 citado por Stack, 1988).

2.6.3.1.2 Incorporacién de sustratos natarales,

Para incorporar agentes biccontroladores al suelo, a través de sustratos naturales, se
han realizado numerosos experimentos, de los cuales los resultados obtenidos dependen del
sustrato utilizado. Los sustratos naturales proporcionan a los microorganismos el alimento
base hasta que entra en contacto directo con su hospedero (Stack, 1988). Los patégenos
controlados con la incorporacién de sustratos naturales colonizados con antagonistas han
sido Rhizoctonia solani en viveros de fresa (Elad, 1981), frijol, zanahoria y flor de liz
(Strashnow, 1985). Pythium aphanidermatum en frijol, pepino, chicharo y tomate (Sivan,
1983). Los sustraios cominmente empleados son salvado de trigo, pulpa de remolacha
azucarera (Stack, 1988), pulpa de café, harina de maiz, paja de arroz, cabecilla de arroz,
semillas de trigo, cebada y sorgo (Brito, 1996).

2.6.3.1.3 Incorporacion de sustratos sintéticos.

La colonizacién de sustratos sintéticos por los agentes biccontroladores, sc realiza al
mezclar el agente con alginato de sodio y arciila. En esta mezcla los propdgulos son
peletizados para aplicarlos al medio de crecimiento de la planta, la peletizacién tiene como
objetivo el almacenamiento del producto por algunas semanas. En algunas ocasiones se
incorporan al sistema materiales orgdnicos como agentes de adhesion, en lugar de arcilia,
con esta modificacién en la mezcla se ha logrado liberar con éxito Trichoderma viride,
Trichoderma harzianum, Trichoderma hamatum Gliocladium virens (Lewis, 1984),
Penicillium oxalicum y Talaromyces flavus (Fravel, 1985). La lignita, también se ha
empleado como sustrato inerte para incorporar a los antagonistas, en este caso la lignita se
triturd hasta obtener el tamailo deseado para que los propagulos iniciardn la colonizacién
(Backman, 1975; Jones, 1984).
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2.6.3.2 Liberacitn en ¢l follaje.

El control de los hongos fitopatégenos del follaje, generalmente se realiza a través de
la aspersién directa de los agentes sobre la planta (Sorensen et al., 1980 citado por Stack,
1988). Los factores fisicos que afectan la eficacia del control son la dosis de aplicacién,
horaric de aspersién y adherente empleado (Culien, 1985). Las aspersiones al follaje
presentan una gran desventaja, provocada por las variaciones extremas de temperatura y
humedad, esto perjudica la sobrevivencia de los agentes haciendo necesaric aplicaciones
consecutivas, mismas que provocan incremente minimo en los costos de produccidn (Stack,
1988).

2.6.3.3 Incorporacién en la semilla.

La inoculacién de semillas con microorganismos antagonistas seleccionados del
suelo, tiene como funcién brindar proteccién a las plintulas contra los microorganismos
fitopatégenos que puedan existir en ¢l suelo y estimular el crecimiento de los cultivos
(Mishustin, 1927 citado por Mehrotra, 1988). Los antagonistas incorporados en la semilla
ofrecen un excelente potencial para el control de las pudriciones de rafz, ejemplos exitosos
de la aplicacion de esta técnica, se registraron al controlar Fusarium roseum f. sp. cerealis
en plantulas de maiz (Chang, 1968 citado por Mehrotra, 1988), Drechslera sorokiniana,
Fusarium cuimorum y Rhizoctonia solani (Wu, 1976 citado por Mehrotra, 1988), y
pudriciones de raiz en chicharo y rdbano provocadas por Pythium spp. y Rhizoctonia solani
(Harman, 1981). La proteccién de las semillas con antagonistas antes de la siembra en
suelos no tratados ha sido estudiado ampliamente en Rusia, los resultados obtenidos han
sido buenos, ya que se ha logrado el control de los patégenos e incremento del rendimiento
en los cultivos. As{ mismo, en la estacién experimental de Rothamsted, Inglaterra y la
Organizacién de la Investigacién Cientifica ¢ Industrial en Australia han confirmado los
resultados (Mehrotra, 1988).
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1.6.3.4 Tiempo de liberacidn,

El momento para decidir cuando aplicar al agente controlador, debe basarse en el
comportamiento de los mismos en el ecosistema al que se adaptarén, con esta observacion se
determina la liberacién. También se deben tomar en cuenta las etapas fenologicas
susceptibles de la planta al ataque de patdgenos, asi como las formulaciones adecuadas y la
frecuencia de aplicacién, estas nltimas regularmente estdn en funcién de la temperatura y
humedad, ya que en ocasiones modifican la sobrevivencia y actividad de los organismos
(Stack, 1988).

2.7Generalidades del género Trichoderma.
2.7.1 Clasificacion taxondmica,

Reino : Fungi
Divisiém: Deuteromycotina
Clase: Hyphomycetes
Orden: Moniliales
Familia: Moniliaceae
Género: Trichoderma

{(Ulloa, 1978).

1.7.2 Descripcién taxonémica.
El género Trichoderma fue identificado en 1794 por Persoon, sin embargo hasta
1969 Rifai, logré una delineacion genérica de Trichoderma basada en caracteristicas
morfologicas que son aceptadas en la actualidad (Bissett, 1991). La primera monografia del
género Trichoderma, se consider6 como un primer intento de agrupacibn en una
clasificacién taxondémica, en la cual se distinguieron nueve especies agregadas que fueron
definidas como “agregaciones morfologicas de dificil separacién™ (Rifai, 1969).
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Las especies agregadas del género Trichoderma som:1) Trichoderma piluliferum
Webster y Rifai; 2) Trichoderma polysporum (Link ex Pers) Rifai; 3) Trichoderma
hamatum (Bon) Bain 4) Trichoderma koningii Oud; 5) Trichoderma aureoviride Rifai; 6)
Trichoderma harzianum Rifai; T} Trichoderma longibrachiatum Rifai; 8) Trichoderma
pseudokoningii. Rifai; 9) Trichoderma viride. Pers. ex S.F Gray. En 1984, se llevo a cabo
una revisién parcial de los tratados sobre el género y se establecié longibrachiatum como
una seccion, en la que incluyeron Trichoderma viride, Trichoderma koningii, Trichoderma
pseudokoningii y Trichoderma longibrachiatum ademds de agregar dos nuevas especies
Trichoderma citrinoviride Bissett y Trichoderma atroviride Bisseti (Bissett, 1984).

El género Trichoderma  esta dividido en cinco secciones: a) Trichoderma; b)
Pachybasium (Sacc), ¢) Hypocreanmum (Doi); d} Longuibrachiatum (Bisset) y e)

Saturnisporum (Doi).

Trichoderma spp secciébn Trichoderma Estaz seccién se caracteriza por presentar
conidiéforos angostos y conidiéforos flexibles con ramificaciones y fidlides esparcidas
frecuentemente en pares y rara vez en verticilos de mds de tres. Las especies de esta seccion
presentan colonias de répido crecimiento, la mayorfa crecen de 5 a 9 cm en didmetro
después de cuatro dias a 20°C. Algunas especies de esta seccidn son generadoras de aromas
(figura 2).

Trichoderma spp seccidn Pachybasium (Sacc). Esta séccién agrupa especies
altamente ramificadas, se caracteriza por la presencia de conididforos amplios usualmente
arreglados en pistulas compactas o fasciculos y con ramas o fidlides' hinchadas
relativamente cortas o dispuestas en verticilos llenos. Algunas especies se caracterizan por la
produccién de extensiones de conidi6foros estériles. Varios aislamientos de esta seccién,
producen pustulas conidiégenas compactas con conidioforos adyacentes en anastomosis.
Regularmente las colonias de estas especies se desarrollan de forma lenta a rdpida y crecen
de 2 a9 cm después de cuatro dias a 20°C.
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Trichoderma spp seccion Longibrachiatum. Para esta seccibn las especies son
caracterizadas por conididforos moderadamente ramificados, las fidlides se encuentran
irregularmente dispuestas en espirales o vérticilos. Por lo general las especies de esta
seccidn producen pigmentos verdes o amarillos. El crecimiento de las colonias es rdpido,

alcanzan de 6 a 9 cm después de cuatro dias a 20°C.

Trichoderma spp seccién Saturnisporum. Esta seccidn presenta un sistema de
ramificaciones con ramas y fidlides solas, frecuentemente en pares pero con las fidlides
hinchadas y pistulas conidiogenas compactas, con un braze o bulbo conidial ormamental.
Las especies de esta seccién crecen de moderada a relativamente despacio, es decir, 4 a 7 cm
en didmetro después de cuatro dias a 20°C.

Trichoderma sp seccién Hypocreanum. Esta seccion incluye anamorfos de
Hypocrea. Las especies de esta seccién ocasionalmente se extraen de suelo y madera, se
caracterizan principalmente por su conidiacidn espaciada, los conidios son moderadamente
ramificados y las fislides son cilindricas o subuladas, frecuentemente nacen en verticilos
divergentes. Las especies ubicadas en esta seccidn son predominantemente irregulares y la
mayoria producen unos cuantos conidios generando con eflo colonias de apariencia

blanquizca (Bissett, 1991).

El género Trichoderma es caracterizado por micelio sumergido y aéreo
aracnoide, esterado o lanoso. La conidiacién es en forma de mechén expandido o pustulas
compactas de coloracién inicial blanquizca que torna a verde olivo, gris y café (Von Arx,
1981). Los conidiéforos presentan un eje principal amplio, recto o flexible con
ramificaciones primarias levantadas en intervalos regulares formando ramas secundarias que
también son ramificadas en los niveles apicales mds altos.Las clamidosporas son abundantes
en el micelio sumergido, se encuentran intercaladas en las ramas terminales de las hifas
vegetativas. Las células conidiogenas (fidlides) usualmente estdn dispuestas en verticilos

divergentes que terminan en ramas de conidi6foros (Bissett, 1991).
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Figura 2.

Secciones incluidas en el género Trichoderma (Bissett, 1991).
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1.7.3 Biologia.

2.7.3.1 Desarrollo, morfogénesis y esporulacién In vitro,

Los estudios sobre desarrcflo, morfogénesis y esporulacion del género Trichoderma
In vitro, pueden ser itiles si la informacién derivada de estos es usada para el desarrollo de
biomasa en gran escala para emplearla en control biolégico (Papavizas, 1985).

Las especies del género Trichoderma para su desarrollo necesitan un alto porcentaje
de compuestos de carbono y fuentes de nitrogeno. El carbono y los requerimientos de
energia son obtenidos de monosacéridos y disacdridos (Danielson, 1973 citado por
Papavizas, 1985), polisacaridos complejos, purinas, pirimidinas y aminoécidos (Tye, 1973
citado por Papavizas, 1985). También se han considerado los efectos del CO; In vitro, estos
han sido variables y parecen depender de la concentracién de CO. y pH del medio
(Macauley, 1969; Danielson, 1973 citados por Papavizas, 1985).

La morfogénesis del género Trichoderma fue definida como el desarrollo de un
organismo en sus diferentes formas; este concepto implica la diferenciacion de sus células
en tamaiio, forma, estructura, funcién y cornposicién quimica {Turian, 1983).

La esporulacion en la mayoria de las especies del género Trichoderma se debe a su
fotosensibilidad y como consecuencia esporulan de buena forma en varios sustratos
naturales y artificiales en un patrén concéntrico de anillos alternados en respuesta a la luz
diurna cuando las cepas son sometidas a periodos de obscuridad (Gressel, 1968 citade por
Papavizas, 1985). La exposicién de las cepas a una intensidad de luz de 85 a 90 lux, durante
un tiempo promedio de 20 a 30 segundos induce a la esporulacién, sin embargo, la mejor
fotoinduccion a faloconidiogénesis ha  sido obtenida cuando las cepas se expusieron
a la luz del dia durante tres minutos o radiacién ultravioleta de 366 mn de 10 a 30
segundos (Betina, 1976 citado por Papavizas, 1985). La conidiacién fotoinducida en
Trichoderma spp puede ser inhibida por compuestos quimicos como: azaquanina, 5-

fluorouracil, actinomycin D, cicloheximide y phenethyl alcohol (Papavizas, 1985).
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Un aspecto importante en la esporulacién que ha sido completamente olvidado, es la
habilidad de Trichoderma spp para producir clamidosporas y la importancia que estas
tienen para llevar a cabo un control bioldgico. Cabe mencionar que las clamidosporas
recién formadas presentan un alto porcentaje de germinacién aproximadamente 75% bajo
condiciones Optimas y en caso contrario solamente de 13% & 31% de las preparaciones
con clamidosporas son viables (Lewis, 1984).

2.7.3.2 Preduccién de metabolitos secuadarios.

En los primeros experimentos para obtener y caracterizar los metabolitos téxicos de
Trichoderma spp se emplearon técnicas muy simples y conforme al avance de los estudios
se han realizado mejoramientos para continuar con ia inmtroduccién de nuevas técnicas para

conocer mejor los metabolitos producidos (Papavizas, 1985).

El primer experimento para determinar la produccién de metabolitos tdxicos por las
especies de Trichoderma fue realizado por Weindling, €1 demostrd la produccién de un
metabolito fungicida por Trichoderma lignorum (Weindling, 1941 citado por Papavizas,
1985). En un segundo experimento Weindling y Emerson aislaron en forma cristalina un
metabolito organico demasiado toxico para Rhizoctenia solani, este metabolito mis tarde
fue conocido con el nombre de gliotoxin {Weindling, 1941 citado por Papavizas, 1985).
Posteriormente Brian y McGoman (1945) descubrieron un segundo metabolito altamente
fungitéxico, el cual se nombré viridin, y fue producido por Trichoderma viride (citados por
Papavizas, 1985). Treinta aftos después del descubrimiento del gliotoxin y viridin se
reanudaron las investigaciones relacionadas a la produccién de metabolitos tdxicos
generados por las especies de Trichoderma manifestando intereses en conocer el papel que
estos juegan en el control biolégico (Papavizas, 1985). En el aflo 1971 se demostrd la
produccion de metabolitos volitiles y no voldtiles diferentes a gliotoxin y viridin, también se
encontraron metabolitos solubles en cloroformo; trichodermin producido por Trichoderma
viride y Trichoderma polysporum, asf mismo se determiné la produccién de metabolitos
peptidicos por Trichoderma hamatum (Dennis, 1971).
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2.7.4 Distribucién.

Tomando en cuenta los factores ecolégicos que afectan la distribucién de
Trichoderma spp en su hibitat natural podemos entender el comportamiento de su dinimica
poblacional, sobrevivencia y proliferacién en el suelo y rizosfera (Papavizas, 1985).

Las especies del género Trichoderma son mohos verdes cosmopolitas, se les puede
encontrar en diferentes materiales orgdnicos y suelos de varias zonas; estin adaptados a
diferentes condiciones ambientales y a eso debe su amplia distribucién. Algunas especies
prefieren localidades secas-templadas y otras templadas-frias (Guzmén, 1993). Las
diferentes especies de Trichoderma tienen preferencias para desarrollarse, Trichoderma
hamatum y Trichoderma pseudokoningii estan adaptadas a condiciones de humedad
excesiva en el suelo, mientras que Trichoderma viride y Trichoderma polysporum estin
restringidos a 4dreas donde prevalecen las altas temperaturas; Trichoderma harzianum es
comin encontrarlo en regiones de climas cilidos y Trichoderma hamatum y Trichoderma
koningii estin ampliamente distribuidas en 4reas de diversas condiciones climaticas
(Papavizas, 1985). Frecuentemente Trichoderma spp se¢ presentan como un colonizador
secundario en el material organico descompuesto, también se encuentra en la superficie de
las raices de varias plantas (Parkinson, 1963 citado por Papavizas, 1985), y algunas veces es
posible encontrarlo en la corteza descompuesta, especialmente cuando estd dafiada por otros
hongos (Danielson, 1973 citado por Papavizas, 1985) y rara vez se encuentra en esclerocios
o propdgulos de otros hongos (Wells, 1972; Davet, 1979 citados por Papavizas, 1985).

También se ha determinade que influyen en el desarrollo de Trichoderma spp
factores fisicos y quimicos como: pH del suelo, textura, concentraciéon de CO, y HCO;,
contenido de sales, materia orgénica y Ia presencia o ausencia de otros microorganismos en

el suelo (Papavizas, 1985).
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2.7.5 Trichoderma spp agente biocontrolador.
2.7.5.1 Antecedentes.

El género Trichoderma fue reconocido primeramente como antagonista de hongos
fitopatégenos al actuar como micopardsito, competir por espacio, nutrientes y producir
antibiGticos volatiles y no volatiles (Chet, 1987); en estudios posteriores se han reportado
sus efectos antagdnicos en bacterias fitopatbgenas, también se han registrado beneficios en
el drea de la medicina ¥ su complejo enzimitico es empleado en procesos alimenticios y de
biodegradacion (Wells, 1988).

Los primeros experimentos realizados con Trichoderma spp en el drea agricola
iniciaron hace 50 afios por Weindling, en la actualidad varios investigadores han reportado
el control efectivo de enfermedades provocadas por Rhizoctonia solani, Sclerotium spp,
Selerotinia spp, Helminthosporium spp, Fusarium spp, Armillaria spp, Colletotrichum spp,
Verticillium spp, Venturia spp, Endothia spp, Pythium spp, Phytophthora spp, Rhizopus spp,
Diaporthe spp y Fusicladium spp (Hadar, 1979; Henis, 1983; Chet, 1985; Sivan, 1987,
Gonzilez, 1996).

La mayoria de los experimentos con este agente biocontrolador se han realizado bajo
condiciones de laboratorio ¢ invernadero, sin embargo en los ultimos afios se han aplicado
pruebas en campo, con la finalidad de obtener resultados reales de la actividad biolgica de
Trichoderma spp bajo condiciones naturales. '

2.7.5.2 Mecanismos de accién.

Las interacciones antagonisticas que ocurren entre Trichoderma spp y su hospedero
son micoparasitismo, competencia y antibiosis (Wells, 1988).
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2.7.5.2.1 Micoparasitismo.

Weindling (1932) En su primera investigacién sobre Trichoderma spp, esquematizd
el micelio del antagonista desarrollindose paralelamente a una hifa de Rhizoctonia spp, en
este caso las hifas de los dos organismos no tuvieron que hecer contacto para que la hifa
hospedero perdiera la integridad de su protoplasma, con esta investigacion se concluyé que
Trichoderma spp es capaz de actuar como micopardsito sin tener contacto fisico (citado por
Wells, 1988).

La teoria inicial de Weindling fue rechazada por los investigadores contemporédneos
debido a que en este primer reporte no se mencionaban los efectos del ataque, en
investigaciones actuales se ha determinado que el desarrollo de las hifas de Trichoderma spp
es directo hacia las hifas hospedero (Chet, 1981), mismas que sujeta, penetra y extrae los
nutrientes provocando dafios parciales en las zonas que permanecieron en contacto con el
antagonista (Elad, 1982).

En la medida que avanzan las investigaciones han comprobado que la hifa hospedero
debe ser debilitada para que el antagonista pueda penetrar para aniquilar al patdgeno. El
grado de micoparasitismo depende de la especie de Trichoderma empleada, ya que cada una
presenta diferentes niveles de daifio al atacar (Henis, 1983).

1.7.5.2.2 Antibiosis.

La produccion de antibibticos por Trichoderma spp no esta correlacionada con el
grado de micoparasitismo, sin embargo son mecanismos que forman parte del potencial
antagonistico del hongo. Las enzimas producidas por este género son elementos importantes
que facilitan su habilidad para competir por sustratos y atacar al patdgeno.

La antibiosis abarca todos los productos quimicos antagonisticos producidos y
relacionados al ambiente que rodea Trichoderma spp, esto incluye compuestos antibidticos y

compuestos enzimaticos extracelulares (Elad, 1982).
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Los compuestos quimicos producidos por Trichoderma spp son: Trichodermin, es un
sequisterpeno que fue descubierto por Godfredsen y Vangendal en 1965: Dermadin, dcido
monobésico insaturado, es efectivo contra hongos y bacterias, este compuesto fue
caracterizado por Pyke en 1966. Suzukacillin y Alamethicine compuestos peptidicos ambos
con propiedades fungicidas y bactericidas, fueron caracterizados por Meyer en 1967, el
ultimo antibidtico descubierto fue un acetaldehido volatil, este fue reportado en el afio 1971
por Dennis {Wells, 1988). Recientemente Ghisalberti (1990) citado por Strange (1993).
determind la habilidad inhibidora de Trichoderma harzianum sobre Gaeumannomyces
graminis [. sp. tritici a través de la liberacion de pironas, mismas que son liberadas por 7,

koningii, T. hamatum y T. fasciculatum.

Trabajos recientes se han dirigido a los efectos que produce Trichoderma spp en la
degradacion de la B-1,3 glucanasa, chitinasa y celulasa. La actividad enzimética y antibidtica
de este hongo estin intimamente combinadas para ocasionar un amplio espectro
biocontrolador (Wells, 1988).

1.7.5.2.3 Competencia.

La omnipresencia de Trichoderma spp en los suelos de todo el mundo es una
evidencia de que este género es un excelente competidor por espacio y recursos
nutricionales (Guzmén, 1993), la habilidad competitiva de este amtagonista puede ser
afectada por las propiedades fisico-quimicas del suelo (Wells, 1988) y los microorganismos
que habitan el sustrato de desarrollo pueden generar efectos fungistaticos sobre los
propagulos del antagonista (Papavizas, 1985). La competencia por Trichoderma spp se ha
demostrado con varias investigaciones. Bliss {1951) concluyé que el antagonista llega a
sobrevivir en suelos fumigados, durante su establecimiento aprovecha todos los nutrientes
disponibles (citado por Wainwright, 1992). Hulme (1970) Demostrd el aprovechamiento de
todos los carbohidratos no estructurados por Trichoderma viride antes de la invasién por
basidiomicetos (citado por Wells, 1988).
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1.7.6 Produccién masiva de Trichoderma spp.

La produccion masiva de Trichoderma spp se ha realizado mediante fermentaciones
slidas y liquidas (Castellanos, 1996), mismas que contienen esporas, micelio,
clamidosporas o bien mezclas de estas estructuras conocidas como unidades formando
colonias (ufc) (Papavizas, 1985).

La produccion de Trichoderma spp en fermentaciones liquidas se obtiene a partir de
subproductos agricolas econdmicos como son almidones, mafz hidrolizado, productos de
soya, levadura de cerveza y melaza; con este sistema de fermentacion se desarrollan grandes
cantidades de biomasa en un periodo de seis dias de incubacién (Papavizas, 1984). La
calidad del biopreparade obtenido con esta tecnologia es de 1 a 5 x 10® ufc/ml (Castellanos,
1996).

Las fermentaciones sélidas en la produccion masiva de Trichoderma spp constituyen
la tecnologia principal para su obtencién, debido a que mo se requiere de elevadas

inversiones econdmicas y tecnolbgicas.

Los sustratos orgénicos para este tipo de fermentacién son granos de cebada, aserrin
{Hadar, 1979), trozos de corteza, salvado de trigo (Sivan, 1984), cabecilla de arroz, harina de
maiz, paja de arroz, cscara de café y sorgo (Brito, 1996). Las concentraciones de
bioproducto final en estos sustratos han sido de 3 8 9 x 10" ufe/ml y 1 a 5 x 10° ufe/ml
(Castellanos, 1996).

Las especies del género Trichoderma que se han producido en medios solidos son T.
harzianum, T. viride, T. hamatum y Trichoderma spp (cuadro 1).
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AGENTE CONTROLADOR PATOGENG PRODUCCION MASIVA
CONTROLADO
Damping-off en plantulas. Biopreparado solido
Disminuye dafios causados|conocido  comercialmente

Trichoderma viride

por Rhizoctonia solani.
Disminuye los esclerocios de

8. sclerotiorum en el suelo.

como BINAB y T. SEPPIC.

Sustratos organicos
colonizados (paja de trigo,
aserrin, semillas de girasol,

avena y pastos).

Trichoderma harzianum

Damping-off en plantulas de
algod6n, rdbano y soya.
Disminuye efectivamente la

poblacion de R. solani.

Ha sido producido de la
misma forma que

Trichoderma viride.

Damping-off en aigodén.
Responsable de suprimir a R.

solani en suelo.

La produccién no se ha

conchiido con éxito, debido

Trichoderma hamatum Protege plintulas de chicharo[al elevade indice de
y rabano de Pythium spp y R. | contaminaciones.
solani.
Controla patogenos|La produccion se ha

Trichoderma spp.

causantes del Damping-off
en semillas de tomate, chile,
lechuga y pepino.

Protege plantulas de café en
vivero contra enfermedades

radiculares.

realizado en fermentaciones
liquidas y solidas, empleando
sustratos como: cabecilla de
arroz, paja de arroz, aserrin,

bagacillo y cascara de café.

Cuadro 1. Produccidn masiva en sustratos organicos de
Trichoderma (Upadhyay, 1988; Castellanos, 1996).

algunas especies del género
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1.7.6.1 Métodos de aplicacién.

Los métodos para la aplicacién de Trichoderma spp son aspersion adrea,
diseminaci6n, tratamiento radicular y tratamiento a la semilla, cada una de estas técnicas han
sido probadas en invernadero y campo (Chet, 1990).

Aspersién aérea. Esta técnica es empleada, cuando el biopreparado es liquido,
consiste en asperjar la sotucién de Trichoderma spp sobre el follaje y heridas provocadas
por podas en drboles, arbustos y plantas herbdceas. Este método de aplicacién fue empleado
por Pottle en 1977, cuando inoculé &rboles de maple rojo con Trichoderma harzianum, para
prevenir la invasién por hymenomycetes, la proteccion duro 21 meses, sin embargo después
de 31 meses el 14% de las heridas tratadas fueron invadidas (citado por Papavizas, 1985).
También la aspersién foliar ha generados resultados satisfactorios al reducir
Pseudoperonospora cubensis en pepino (Castellanos, 1996).

Diseminacion. Consiste en la aplicacién del biopreparado en forma sélida alrededor
de la planta enferma o sobre el surco, este método se emplea con el fin de establecer la
poblacién (Chet, 1990). Con la introduccion de Trichoderma spp al suelo se ha controlado
efectivamente a Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum y Pythium sp
(Hadar, 1979; Harman, 1981; Henis, 1983).

Tratamiento a la semilla. Esta técnica de aplicacién presenta dos variantes: §)
Inmersi6n, consiste en sumergir la semilla en una suspension conidial durante 10 minutos y
2) Peletizacién, las semillas a tratar son sumergidas en la suspensién conidial y un sustrato
inerte durante 20 minutos; estos tratamientos son usados principalmente como preventivos
{Castellanos, 1996). Harman (1980) desarrollé un tratamiento para semillas de chicharo y
ribano, la incorporacién del! antagonista se realizé en forma deshidratada al cual se le
adiciond quitinasa, el empleo de esta técnica mejord la actividad micoparasita del hongo al
inhibir a Phytium spp y Rhizoctonia solani de 88 a 67% respectivamente e incrementé el
nivel de 1a poblacién de Trichoderma sp en el suelo de 1.5 2 4.5 veces,

Tratamiento radicular. En esta actividad las plintulas son sumergidas en una
suspension conidial antes del transplante en suelos infestados (Chet, 1990). Elad (1980)
realizd tres experimentos en los cuales inoculd plintulas de fiijol, tomate y algodén con T.

harzianum.
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En el primer experimento las plintulas de frijol fueron transplantadas en un suelo
infestado con Rhizoctonia solani; los resultados obtenidos de este trabaje fueron la
disminucién de la enfermedad hasta 87% y aument6 en el rendimiento de las vainas en 20%.
El segunde experimento realizado con plintulas de algodén sembradas en parcelas
infestadas con R. solani, el porcentaje de plantas enfermas en la parcela testigo fue de 44% y
en las parcelas tratadas fue de 23%. En el Gltimo experimento, las plintulas de tomate fueron
sembradas en un suelo infestado con Sclerotium rolfsii, en este caso Trichoderma harzianum
redujo significativamente el porcentaje de plantas enfermas a 20% después de 123 dias de su
transplante.

El éxito de cada uno de los tratamientos depende de la concentracién de indculo
empleada. Castellanos (1996} recomienda para tratamiento a la semilia en inmersién el
biopreparado en forma liquida o sélida al 10% (v/v); para peletizacién biopreparade liquido
o sblido al 50% (v/v). Tratamiento para plantulas biopreparado liquido o sdlido al 10%
(v/v). Diseminacién o tratamiento al suelo, en forma liquida 30 a 40 Vha; sélida 8 a 10
kg./ha en siembra o aplicaciones recomendadas. Aspersidn foliar 8 a 10 kg./ha (20 gr/l) o 30
a 40 V/'ha (producto al 10%).

2.8 Caracteristicas de los hongos fitopatdégenos Fusarium spp y Rhizoctonia spp.

1.8.1 Fusarium spp.

El génerc Fusarium fue descrito por Link en 1915, él considerd las siguientes
caracteristicas: conididforos alargados en forma de botella con ramas a intervalos regulares o
verticilados, septados, individuales o agrupados en esporodoquios; conidios de dos tipos:
microconidios elipticos o piriformes y macroconidios en forma de media luna o elipticos;
clamidosporas, si se presentan son globosas, ovales o piriformes (Romero, 1988). Fusarium
Spp €s un organismo saprofito, y una vez que se introduce en el terreno de cultivo se
establece por tiempo indefinido, su ntmero poblacional varia en forma considerable,
dependiendo de la susceptibilidad del cultivo y tiempo que permanezca el cultivo hospedero

en campo, generalmente inverna en el suelo y residuos de cosecha (Agrios, 1995).
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Este organismo patégeno produce marchitamientos vasculares principalmente en
flores, hortalizas anuales, plantas herbéceas perennes y malezas. Fusarium spp €s un hongo
que habita en el suelo, infectando a las plantas a través de sus raices cuando son beridas, tan
pronto llega a la raiz, el micelio se extiende hasta los vasos xilematicos donde forma
microconidios y subsecuentemente es transportado por toda la planta mediante la corriente
de transpiracidn (Agrios, 1995).

2.8.2 Rhizoctonia spp.

Este género se caracteriza por fructificaciones asexuales y esporas sexuales ausentes:
esclerocios cafés o negros de forma variable, frecuentemente pequefios ¥ no muy compactos,
formados por filamentos miceliales y conectados a ellos; las hifas y el micelio son cafés, con
células grandes y ramas saliendo aproximadamente en dngulo recto.

Rhizoctonia solani Kunh. Es la especie de mayor importancia en este género. Es un
habitante del suelo con capacidad patogénica tan extraordinaria que se encuentra en plantas
de todo tipo: malezas, ornamentales, drboles forestales y cualquier cultivo horticola con
sintomas de ahogamiento, cancrosis, pudricién de la corona y anidamiento. La cancrosis del
tallo y pudricién de la raiz se presenta en plantas adultas. En éstas justamente debajo de la
superficie del suelo, se forman lesiones hundidas, de color café rojizo, si las condiciones de
suelo y clima son favorables llegan a abarcar toda la base del tatlo y las raices. En tubérculos
y raices carnosas o tallos suculentos R. solani pudre la parte mids alta o corona, ocasionando
un amarillamiento y enanismo o muerte del foilaje (Romero, 1988).
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II1. Materiales y Métodos.

3.1 Muestreo.

Las muestras de suelo para llevar a cabo el aislamiento de las cepas nativas de
Trichoderma spp se tomaron de las parcelas del drea experimental cultivadas con alfalfa (5,
14 y 21) e invernaderos de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlin (FESC) en los que
se cultivaban fresa y clavel, y un predio cultivado con verdolaga del poblado San Francisco,
Xochimilco, Méx. D, F.

Una vez ubicados los predios a muestrear se procedit a localizar las 4reas donde se
encontraban las plantas mas sanas y robustas, posteriormente se tomarén aproximadamente
150 gramos del suelo de la zona de [a rizosfera a profundidades de 5 y 10 cm, asi como
segmentos de raiz (Sandoval y Saenz, 1992). El nimero de muestras por predio fue de 20.
Las muestras de suelo fueron colocadas en bolsas de plastico y las raices en bolsas de papel,
mismas que fueron etiquetadas con los siguientes datos: fecha, localidad, cultivo, altitud y

textura de suelo.

3.2 Aislamiento e identificacién.

3.2.1 Procesamiento de las muestras,

Las muestras fueron secadas a la sombra durante 24 horas, posteriormente se
tamizaron y tomaron 60 gramos de suelo por muestra para juntarias en una bolsa y obtener
una muestra compuesta, de la cual se pesd un gramo; con el cual se realizé una dilucién
1:10C con agua destilada estéril, enseguida se tomo una alicuota de 1 ml y se vacio en cajas
de petri con medio de cultive selectivo agar sabourand, sembrando 3 cajas por muestra y se
incubaron a 25 + 2°C. Las raices también fueron colocadas en el mismo medio de cultivo, el
tratamiento previo al que se sometieron fue la desinfeccién con hipoclorito de sodio al 6 %
durante 2 minutos, por Wltimo se enjuagaron con agua destilada estéril, y se colocaron 3
segmentos de raiz por caja de petri, con tres repeticiones, se incubaron a 25 + 2°C (Sandoval
y Saenz, 1992).
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Los medios de cultivo empleados para el aislamiento de las cepas de Trichoderma spp
fueron agar sabourand (rosa de bengala 17 ppm, sulfatoc de estreptomicina 30 Ppm,
formaldehido 20 ppm y 1000 ml agua destilada) (Domsch et al., 1980), y papa dextrosa agar
(PDA) sintético de la marca bioxon (39 g/1).

3.2.2 Microcultive,

Una vez desarrolladas en cajas de petri las colonias que presentaban caracteristicas
fisicas semejantes a Trichoderma spp se procedié a montar un microcultivo para llevar a
cabo la identificacién apoyados de claves taxondémicas y fotografias del género. El
microcultivo es un método de aislamiento que sirve para observar intactas y a diferentes
intervalos de tiempo cada una de las estructuras vegetativas y reproductivas de hongos
filamentosos, este es un método que se considera casi indispensable para la clasificacion e
identificacién de hongos. El procedimiento para el montaje del microcultivo fue el siguiente:

1.-Esterilizar el material de cristaleria a utilizar (cajas de petri, porta y cubre objetos,
tridngulos y tubos de ensaye).

2.- Elaboracion del medio de cultive agar sabourand.

3.- 24 horas después con un tubo de ensaye (1 cm difmetro) se realizaron cortes circulares

del medio de cultivo.

4.- Los cortes fueron colocados sobre el porta objetos, se inoculé el medio con el hongo de
interés y se colocé el cubre objetos.

5.- Por dltimo se colocd el tridngulo dentro de I caja de petri y sobre este la preparacion
antes mencionada y se incubo a 25 £ 2°C (Dhingra, 1987). Se elaboraron 6 cajas de petri con
microcultivo, las observaciones fueron realizadas a 24 , 48, 72, 96, 120 y 168 horas de
sembrado el hongo.

36



Las preparaciones realizadas a través del microcultivo se tifieron con el colorante azul de
algodén, con Ia finalidad de observar con mayor nitidez las estructuras al microscopio para
su identificacién. Las sustancias para elaborar el colorante fueron: fenol en cristales 20 grs,
acido lictico 20 ml, glicerol 40 ml, agua destilada estéril 20 ml y colorante azul de algodén
0.05 grs (Phillips, 1981).

El resuitado de la identificacién de cepas nativas del género Trichoderma spp fue el
aislamiento de tres cepas que fueron denominadas Tx, aislada de un predio ubicado en San
Francisco, Xochimilco; D, F.; Ti obtenida de una tina experimental de un invernadero de la
FESC y TBp aislada de un sustrato en el que se cultivaban setas comestibles (Pleurotus sp).

La literatura ha reportado que las especies del género Trichoderma manifiestan
crecimiento répido al ser incubadas a 20 °C (Bissett, 1991), pero tambien en experimentos
realizados en campo se ha demostrado que la actividad biocontroladora de Trichoderma spp
disminuye a temperaturas inferiores a 18 °C y superiores a 32 °C (Chet, 1987). Tomando en
cuenta esta situacién y las temperaturas (entre 20 °C y 30 °C) en las cuales presentan su
desarrolio 6ptimo de los hongos fitopatogenos Rhizoctonia solani y Fusarium oxysporum se
decidit establecer 25 + 2 °C como temperatura de incubacién para el desarrollo de todo el

experimento.

3.3 Pruebas de antagonismo.

Las pruebas de antagonismo se realizaron In vifro en cajas de petri (9 cm de
didmetro). Las cajas fueron divididas a la mitad y se colocé en los extremos 1 disco de 0.5
cm de cada uno de los microorganismos (ZTrichoderma sp./ Patdgeno) en cultive dual. El
medio de cultivo wtilizado fue PDA. Las cajas se incubaron a 25 + 2 °C (Sandoval y Saenz,
1992). Estas prucbas de antagonismo se realizaron dos veces con el fin de observar
diferencias y obtener mayor exactitud ‘en el comportamiento de los hongos de
enirentamiento (organismo antagonista’hongo fitopatégeno).
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Los hongos fitopatégenos empleados fueron Rhizocronia solani aislada de un tubérculo de
papa contaminado con el hongo patdgenoy Fusarium oxysporum aislado de suelo cuitivado
con frijol. La técnica de aislamiento para R. solani fue a través de partes vegetales (tubérculo
de papa), se realizaron cortes de 0.5 cm de didmetro, se desinfectaron con hipoclorito de
sodio al 6% durante 2 minutos y se enjuagaron con agua destilada estéril fueron colocados
tres cortes por caja de petri. F. oxysporum fue aislado por medio de una dilucién en serie
1:100, se tomo 1 gramo de suelo infestado y se colocé en un tubo de ensaye con 9 mi de
agua destilada estéril, se agitd y se dejo reposar durante 10 minutos, posteriormente se tomsd
1 ml que fite colocado en el siguiente tubo de ensaye, del cual se volvio a tomar 1 ml y se
colocd en medio de cultivo. El medio de cultivo empleado para el desarrollo de los dos
microorganismos fue PDA; 1a temperatura de incubacién fue de 25 + 2 °C durante 48 horas.

3.3.1 Disefio experimental.
El disefio experimental aplicado a las pruebas de antagonismo fue disefio en bloques
- al azar, mismo que constd de 3 tratamientos y dos bloques con 4 repeticiones cada uno. Los
parimetros evaluados fueron: a) crecimiento total del patdégeno, b) distancia de
solapamiento, ¢} tiempo total de cobertura y d) porcentaje de inhibicién. A los resultados
obtenidos se les aplicé andlisis de varianza y la prueba de comparacién de medias de Tukey

con nivel de significancia al 5 % (Anexo 2).

3.3.2 Toma de datos.

Las observaciones se iniciaron 24 horas después de haber sembrado los organismos
en cultivo dual. El crecimiento diario del patdgeno se midié en forma lineal. La distancia de
solapamiento se empezd a medir cuando Trichoderma sp rebasd su drea de crecimiento
(aproximadamente 4 cm), también se midi6 en forma lineal. El tiempo que tarda el
antagonista en cubrir Ia caja fue medido 24 horas después de la siembra. El porcentaje de
inhibicion del hongo fitopatdgeno se determiné midiendo el crecimiento diario del
organismo patégeno (testigo) y se aplicé la siguiente f6rmula (a nexo 1):
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Testigo - Patégeno en Cultivo Dual N
Testigo

% Inhibicién = 100

3.4 Produccida del biofungicida.

El procedimiento para elaborar el biofungicida fue mediante una fermentacién sélida
bifisica estdtica, la cual consiste de dos fases: 1) Preinéculo y 2) Producto final.

La primera fase preindculo se obtuvo a partir de las cepas aisladas de Trichoderma
spp a cada una se le agregaron 100 mi de agua destilada estéril, se agitaron para obtener una
suspension de esporas, posteriormente se tomaron 2 ml con una concentracién de 3.4 X 10°
esporas/ml de la cepa Tx; 4.3 X 10* esporas/ml cepa TBp y 3.5 X 10® esporas/ml cepa Ti,
con esta cantidad se inocularon 20 gramos de salvado de trige con 50 ml de agua destilada
previamente esterilizados en matraces erlenmeyer, una vez inoculados se incubaron a 25 +
2° C en posicion horizontal durante 6 dfas. Obtenido el preindculo, se agregaron 100 ml de
agua destilada estéril a cada matraz, se agitaron para extraer los conidios y se tomaron 4 ml
de suspension a una concentracién de 1 X 10® esporas/ml cepa Tx; 1.3 X 10° esporas/mi
cepa TBp y 1.1 X 10® cepa Ti, para inocular frascos de 500 ml esterilizados con 50 gramos
de salvado de trigo y 100 ml de agua destilada. La incubacion se realizd a 25 +2° C durante
7 dias. Transcurrido el tiempo requerido para la invasion total del sustrato, en un recipiente
de vidrio se mezclé el sustrato (250 gramos por cepa individual) con 500 mi de agua
destilada estéril, se agité durante 1 minutos y por ultimo se filtré para obtener el producto
final
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1 Aislamiento de cepas.

Los muestreos de suelo realizados de los diferentes sitios (San Francisco,
Xochimilco; D, F., parcelas experimentales y cubiertas plasticas de la FESC) llevaron a la
obtencién de dos especies del género Trichoderma, una obtenida de un predio cultivado con
verdolaga en San Francisco, Xochimilco; D, F. y una segunda cepa aislada de una tina
experimental de un invernadero de la FESC, en la que se cultivaban rdbano y chicharo.
También se obtuvo una cepa que fue aislada de un cultivo de setas comestibles (Pleurotus
sp.), por lo regular en el cultivo de hongos comestibles el género Trichoderma es
considerado un hongo contaminante (Guzman, 1993). Es importante mencionar que de las
parcelas experimentales 5, 14, 21 e invernaderos de la FESC no se obtuve ningin
aislamiento del género Trichoderma, la ausencia de Trichoderma spp en esos lugares puede
ser explicada por dos razones: la primera debida a la ausencia de materia orgénica, misma
que toma el hongo como sustrato alternativo en ausencia de hospedero (hongo patégeno);
sin embargo, se descarté esa posibilidad debido a que los anilisis de suelo de esos sitios los
catalogan con nivel medio en materia orgdnica, ya que presentan un contenido de 3% a 4%
de materia orgénica. El segundo motivo y en este caso el principal se debe a las préacticas
agronémicas que se han llevado a cabo en esas parcelas experimentales, ya que con
frecuencia se evaluén dosis optimas de productos quimicos como insecticidas, fungicidas y
herbicidas, o bien son productos que se aplican para el control de alguna plaga presente en
los cultivos establecidos durante el semestre. Por lo general la aplicacién de cualquier
plaguicida empleado racional o irracionalmente, ademss de controlar efectivamente su
organismo blance, perjudica los organismos beneficos de cualquier agroecosistema.

La identificacidon de los aislamientos obtenidos, dos de suelo y uno de sustrato para el
cultivo se setas comestibles presentan las siguientes caracteristicas. La cepa TBp se
caracteriza por su rdpido desarrollo de 7 a 9 cm en didmetro después de 4 dias a 20°C,
presenta micelio aéreo, la conidiacién es predominantemente expansiva tanto que llega a
cubrir totalmente la caja de petri.
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Las hifas que presenta son hialinas, contiene clamidosporas en abundancia, éstas se
encuentran intercaladas en las hifas o en la parte terminal de las ramificaciones pequeiias.
Los conidiéforos son hialinos, amplios en la base, generalmente se¢ encuentran en
ramificaciones primarias que casi llegan a formar 4ngulos rectos, también forman
ramificaciones secundarias agrupadas de 2 a 4 en forma piramidal. Las fidlides son
ampuliformes, subglobosas o langeniformes, cuando estas estructuras son terminales son
marcadamente amplias en la base, abultadas en la parte media y abruptamente estrechas en
el apice, las fidlides se agrupan de 2 a 6 en las ramas terminales. Los conidios son
subglobosos u ovoides, adquieren una coloracién verde palido. Con las caracteristicas
anteriormente mencionadas (apoyados en la clasificacion taxonémica de Bissett, 1991), se
determiné la identificacién a nivel de especie que corresponde a Trichoderma harzianum
Rifai. (figura 3).

Las caracteristicas de la cepa Ti corresponden a la especie Trichoderma
Jasciculatum. Es una especie de crecimiento moderado, aproximadamente 5 a 7 ¢m en
didmetro después de 4 dias a 20°C. Su micelio es aéreo, escaso y delgado; las hifas son
hialinas con abundancia de clamidosporas, localizadas en las zonas terminales, Los
conodiéforos son hialinos, amplios en la base, gradualmente abultados en la mayoria de su
longuitud, ramificados irregularmente, las ramificaciones se levantan casi en dngulo recto,
las ramas primarias son relativamente largas principalmente hacia la- base del conidiéforo,se
encuentran solas o frecuentemente en pares o grupos de tres; las ramificaciones secundarias
presentan escasez de conodiéforos, estos generalmente se ubican en las dreas terminales, la
célula apical usualmente se encuentra solitaria. Las fiilides son ampuliformes, amplias en la
base, poco abultadas en la parte media y estrechas en el épice, se encuentran solitarias o en
grupos de 2 a 5; las fidlides terminales son estrechamente alargadas principalmente en las
ramificaciones secundarias. Los conidios son elipticos, una vez presentes en la cepa toman

una coloracién verde opaco. (figura 4).
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La identificacién de la cepa Tx a nivel de especie no fue posible, debido a las
semejanzas morfoldgicas que presentaba con dos especies del género, razdn por la cual no se
llegd a determinar con exactitud la especie y solo fue identificada como Trichoderma sp
Las caracteristicas generales de esta cepa son: Crecimiento rdpido 7 a 9 cm en didmetro
después de cuatro dias a 20°C. El micelio es afreo con hifas hialinas; los conididforos
presentan un eje principal con ramificaciones primarias levantadas en intervalos regulares y
a la vez se gencran ramificaciones secundarias, ramificadas en los niveles apicales. Las
fidlides son ampuliformes dispuestas en verticilos que terminan en ramas de conidiéforos.
L.a conidiacién se da en forma de mechén expandido con una coloracidn inicial blanquizca

hasta llegar a tener un color verde intenso. (figura 5).

4.2 Pruebas In vitro.

Los resultados de las pruebas de antagonismo en sus dos repeticiones no presentaron
variacioncs significativas en las variables evaluadas, los resultados procesados
estadisticamente fueron los de la segunda repeticién del experimento ( cuadro 2, anexo 2 ).

Estadisticamente para la variable crecimiento total del patogeno se observa que no
existen diferencias significativas entre los tratamientos; sin embargo, el crecimiento total de
Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani vari6 de 1.8 cm. cuando se enfrentaron a
Trichoderma sp., 2.3 cm. con Trichoderma harzianum y 2.5 cm. al enfrentarse con
Trichoderma fasciculatum (figura 6). Las variaciones de crecimiento obedecen a las
caracteristicas de desarrollo, con estos resultados se confirma la habilidad competitiva /n
vitro de Trichoderma spp por espacio y nutrimentos en el medio de cultivo.

La variable distancia de solapamiento ¢ grado de hiperparasitismo presento
diferencias significativas entre las tres especies aisladas. El tratamiento Trichoderma sp
enfrentado con F. oxysporum y R. solani mostrd un hiperparasitismo de 95%, esto tomando
en cuenta que la distancia de solapamiento fue de 4.37 cm. y el érea de cobertura total era de
4.5 cm. En segunda instancia se ubicé T, harzianum, esta especie crecié 3.1 cm sobre los
hongos fitopatégenos de enfrentamiento, el grado de hiperparasitismo por esta cepa fue de
70% sobre los organismos blanco. La cepa T. fasciculatum no mostré ningiin efecto de

hiperparasitismo sobre sus adversarios, sélo actio como inhibidor al delimitar el ¢recimiento
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Figura 3.

Caracteristicas morfolégicas del aislamiento Trichoderma harzianum.
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Figura 4. Caracteristicas morfologicas del aislamiento Trichoderma fasciculatum.



Figura 5. Caracteristicas morfologicas del aislamiento Trichoderma sp.
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de los patdgenos, siendo este no mayor a 2 cm (figura 7). La evaluacién de la distancia de
solapamiento fue la mds importante debido a que con estos resultados se definié el grado
del potencial biocontrolador de T. harzianum, T. fasciculatum y Trichoderma sp, es decir, T,
harzianum y Trichoderma sp son microorganismos hiperparasitos de F. oxysporum y R.
solani mientras que 7. fasciculatum es un organismo fungistatico, porque solo limitd el
crecimiento de F. oxyporum y R. solani através de la produccién de sustancias antibi6ticas.
La literatura ha reportado la produccién de pironas y compuestos peptidicos por esta
especie, empero no se llego a la identificacion del tipo de metabolitos producidos.

Los resultados obtenidos de la evaluacién del tiempo que tardaron (tiempo de
cobertura) T. harzianum, T. fasciculatum y Trichoderma sp en cubrir a R. solani y F.
oxysporum presentaron diferencias significativas. T. harzianum y Trichoderma sp tardarén
enire 174 y 183 horas, es decir, 7 u 8 dias en ejercer un control total sobre R. solani y F.
oxysporum. T. fasciculatum a 144 horas (5 dias) de haber sido montada la prucba de
antagonismo detuvo su crecimiento razdn por la cual aparece con el menor tiempo (figura
8); esto no quiere decir que en ese lapso de tiempo haya logrado la cobertura del patégeno.

La ultima variable evaluada porcentaje de inhibicién estadisticamente no registré
diferencias significativas en los tratamientos, en general se pudo determinar que las tres
cepas del género Trichoderma aisladas inhibieron el desarrollo de F. oxysporum y R. solani
entre 70% y 80% (figura 9).

Tratamientos
Parametros evaluados Tx TBp Ti
Crecimiento total del 1.8875 2.3625 2.5125
patdgeno (cm)
Distancia de solapamiento 4.3750%* 3.1625* 1.9875
(cm)
Tiempo de cobertura (hrs) 183.0000* 174.0000* 144.0000
Porcentaje de inhibicion 78.9875 73.7000 72.0500

Cuadro 2. Cuadro general de resultados (anexo 2).
*Significativo (P < 0.05%)
** Altamente significativo (P < 0.50%%)
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Figura 6. Crecimiento total de los patdgenos limitado por los aislamientos antagonistas,
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Figura 7. Distancia de solapamiento de los antagonistas sobre los patégenos.
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Figura 8. Tiempo de cobertura de los antagonistas sobre los patégenos.
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Figura 9. Porcentaje de inhibicién de los antagonistas sobre los patégenos.
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También se comprobaron a través de fotografias los mecanismos de accién que
ejercieron las cepas del género Trichoderma aisladas sobre F. oxysporum y R. solani. Es
importante mencionar que las fotografias se obtuvieron de una serie de 15 preparaciones que
mostraban las mismas caracteristicas de dafio en las hifas de los hongos fitopatégenos con
los que se trabajd.

El mecanismo de accién manifestado por Trichoderma sp y T. harzianum fue
hiperparasitismo, éste inicié cuando sus hifas se enrrollaron a las hifas de R. solani y F.
oxysporum (figura 10), posteriormente se adhirieron a ellas generando haustorios (figura
11), estructuras encargadas de succionar los nutrientes de la pared celular para concluir con
el colapso de las hifas (figura 12). Este hiperparasitismo permitié a 7. harzianum y
Trichoderma sp que actuaran como excelentes agentes biocontroladores In vitro de F.
oxysporum y R. solani hongos fitopatdgenos causantes de marchitamientos y ahogamientos
de plantulas de cultivos horticolas de importancia econdmica en nuestro pais.

El comportamiento de T. fasciculatum cuando se enfrenté a R. solani y F. oxysporum
fue como inhibidor a través de antibiosis, una caracteristica particular que present6 esta cepa
al momento de la liberacién de sus metabolitos secundarios fue la oxidacién del medio de
cultivo. La literatura ba reportade 1a producci6n de pironas y compuestos peptidicos por esta
especie; sin embargo, debido a la falta de instrumental necesario para la obtencién de esas

sustancias antibidticas no se lleg6 a determinar con exactitud el tipo de antibiético.
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Figura 10. Enrrollamiento de Trichoderma sp sobre una hifa de Rhizoctonia solani.
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Figura 11. Succitn de los nutrientes de la pared celular de una hifa de Rhizoctonia solani por
Trichoderma sp.
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Figura 2. Colapso de la hifa de Rhizocronia salani.
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4.3 Biofungicida.

Los resultados a los que se llegaron en este aspecto fueron la obtencién de tres productos
finales, la concentracion final fue cepa Tx = 3 X 10® ufe/ml; TBp = 4.1 X 10® ufe/ml y Ti =
3 X 10* ufc/ml, con estas concentraciones se comprobd lo establecido por Castellanos,
(1996) yaque él fijaunrango de 1 a 5 X 10* en la concentracion final de productos
biologicos derivados de hongos biocontroladores. El pH de estas soluciones fue de 7.0, por
lo que no hubo necesidad de equilibrarlo, ya que se trato de una solucidn neutra; en cuanto a
pureza se observo la presencia de bacterias, situacién que perjudica la calidad del producto,
pues no se considera apto para su aplicacion, debido a la presencia de agentes
contaminantes, motivo por el cual es importante continuar con estudios que permitan

mejorar la calidad del producto.

La decision de emplear las tres cepas aisladas para elaborar los biofungicidas se basé
en los resultados obtenidos de las pruebas de antagonismo, ya que In vitro las cepas T.
harzianum y Trichoderma sp controlaron efectivamente a F. oxysporum y R. solani. Los
productos derivados de estas cepas se podrdn emplear para controlar hongos fitopatdgenos
de suelo como R solani y F. oxysporum, causantes de la enfermedad conocida como
ahogamiento de plantulas, es importante tomar en cuenta ¢l grado de infestacion del suelo,
ya que de esta manera se podrd decidir la forma de aplicacién del producto controlador
(incorporacion directa al suelo, inoculacién de semillas o bien inoculacién de las plantulas
antes del transplante). El producto Ti puede ser aplicado como tratamiento preventivo una
vez que se tenga el antecedente de la presencia de los hongos F. oxysperum y R. solani.
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V. CONCLUSIONES.

¢ En el presente trabajo se llegd al aislamiento de tres especies del género Trichoderma.
T harzignum, se aisldé de un sustrato donde se cultivaban setas comestibles (Pleurotus
sp). T. fasciculatum, obtenida de una tina experimental de un invernadero de la Facultad
de Estudios Superiores Cuautitlin y Trichoderma sp fue aislada de un predio cultivado

con verdolaga ubicado en San Francisco , Xochimilco; D. F.-

s Los aislamientos que mejor respuesta manifestaron en los enfrentamientos de
antagonismo fn vitro fueron T. harzianum y Trichoderma sp, estas cepas ofrecen un
excelente potencial biocontrolador, ya que hiperparasitaron en su totalidad a los hongos
fitopatégenos de suele Rhizoctonia solani y Fusarium oxysporum en un periodo de
tiempo de ocho dias. La especie T. fascicuatum manifesto su antagonismo por medio de
antibiosis; sin embargo, no se ilego a identificar el tipo de sustancias antibiticas, debido
a la falta del instrumental necesario para su extraccién (se ha reportado la produccién de
pironas y compuestos peptidicos por esta especie).

¢ Se llegd a la obtencién de tres biofungicidas a través de fermentacion sdlida bifasica
estdtica. La concentracion final de los productos fue: Tx = 3 X 10° ufc/ml; TBp =4.1 X
10* ufc/ml y Ti = 3 X 10® ufc/ml. La calidad de estos productos se calificd de regular

debido a la presencia de bacterias contaminantes.
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VL. RECOMENDACIONES.

Continuar con la investigacion para Llegar a la evaluacién /n vive de los mecanismos de
control de las cepas de Trichoderma spp aisladas y de esta manera liberar al organismo
antagonista como agente biocontrolador de los hongos fitopatdgenos de suclo

Rhizoctonia solani y Fusarium oxysporum.

Es importante la evaluacion de sustratos para la produccion masiva de las cepas
obtenidas, con la finalidad de mejorar la calidad de los productos obtenidos, ya que el
biofungicida debe ser libre de organismos contaminantes, aunque formen parte del
proceso de fermentacidn, seria importante determinar una metodologia para la

eliminacién de los organismos contaminantes sin perjudicar al hongo antagonista.

También es importante evaluar el antagonismo de las cepas aisladas sobre otros hongos
fitopatégenos de semilla, follaje y frutos, con este tipo de investigacién se ampliaria el
espectro biocontrolador de Trichoderma sp, T. fasciculatum y T. harzianum,

Los puntos anteriores son enfocados hacia el drea agricola e industrial; sin embargo,
tambien tiene lugar el drea de la quimica, ya que con su apoyo se podria llegar a
determinar con exactitud el tipo de antibidtico o antibiéticos que produce la cepa T.
Jasciculatum. As{ mismo, algunas investigaciones reportan especies del género
Trichoderma como productoras de aromas frutales, entre ellas se ubica a T. harzianum
como productor de aromas a coco y durazno, con esta especie podria verificarse el
trabajo realizado en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM., Campus Cuernavaca con
una cepa de T. harzianum que les fue proporcionada por ¢l Instituto de Micologfa de
Inglaterra (Flores, 1995), en este caso seria importante llevar a cabo una comparacién de
la calidad de los aromas producidos por la cepa 7. harzianum aislada en Inglaterra y 7.

harzianum aislada de un sustrato de hongos comestibles.
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Anexo 1 Cuadro general de resultados sin proceso estadistico.

Orden Antag Patog Ctp Dds Tdc Pdi

1 1 1 2.0 4.0 216 71.7
2 1 1 1.7 4.5 216 81.1
3 1 1 1.0 4.5 192 88.8
4 1 1 2.0 4.0 216 T1.7
5 1 2 1.2 4.5 144 86.83
6 1 2 1.1 4.5 144 87.7
7 1 2 3.0 4.5 168 66.6
8 1 2 3.1 4.5 168 65.5
9 2 1 1.3 3.2 168 85.5
10 2 1 2.2 2.3 14 75.5 |
11 2 1 2.3 22 144 74.4 |
12 2 1 0.8 3.7 168 91.1
13 2 2 3.1 3.7 192 65.5
14 2 2 3.0 3.5 192 66.6
15 2 2 2.9 3.3 192 671.7
16 2 2 3.3 34 192 63.3
17 3 1 1.7 2.8 144 81.1
18 3 1 1.5 3.0 144 83.3
i9 3 1 1.6 2.9 144 82.2
20 3 1 2.7 1.8 144 70.0
21 3 2 3.1 1.4 144 65.5
22 3 2 3.2 13 144 64.4
23 3 2 3.0 1.5 144 66.6
24 3 2 33 1.2 144 63.3

Antag = ccpas antagonistas

1=CepaTx  Trichoderma sp

2=Cepa TBp Trichoderma harzianum

3=CepaTi Trichoderma fasciculatum

Patog= Patégenos empleados

1= Fusarium oxysporum

2= Rhizoctonia solani

Parédmetros evaluados:

ctp= crecimiento total del patégeno (cm ) &%ﬁ&

dds= distancia de solapamiento ( cm ) .%":3 N ‘\ﬁ&&‘\

tdc= tiempo de cobertura ( hrs) .ﬁ,f ‘ 3 '\&‘%

pdi= porcentaje de inhibicién \: R

&t‘;\“‘:‘tﬁ -
?""



Anexo 2 Andlisis de varianza.

Variable crecimiento totat del patégeno (antag/patog).
UNIQUE sumas de cuadrados todos los efectos procesados simultineamente

Fuente de variacion Surma de cuadrados
Efectos principales 8.214
ANTAG 1.703
PATOG 6.510
2-vias de interaccion 1.163
ANTAG -PATOG 1.163
Tratamiento 9377
Residuo 6.922
Total 16.300

Variable distancia de solapamiento (antag/patog).

Lol |

L I T S ]

gl

Cuadrado
medio
2.738

.852
6.510
582
582
1.875
385
709

UNIQUE sumas de cuadrados todos los efectos procesados simuitAneamente

Fuente de variacién

Efectos principales
ANTAG
PATOG

2-vias de interaccién

ANTAG -PATOG

Tratamiento
Residuo
Total

Suma de
cuadrados

22.909
22.803
107
4.051
4.051
26.960
2.885
29.845

gl

Cuadrado

medio
7.636
11.401
107
2.025
2.025
5.392
160
1.298

F

7.119
2.215

16.928

1.512
1.512
4.876

F

47.645
71.134

12.637
12.637
33.642

Sig. de

.002
JA38
.001
247
247
.005

Sig. de

.000
.000
.425
.000
.000




Variable tiempo de cobertura {antag/patog).
UNIQUE sumas de cuadrados todos los efectos procesados simultineamente

Fuente de variacién Suma de gl Cuadrado F Sig. de
cuadrados medio Gl
Efectos principales 6888.000 3 2296.000 26.091  .000
ANTAG 6672.000 2 3336.000 37.909  .000
PATOG 216.000 1 216.000 2.455 135
2-vias de interaccion 8208.000 2 4104.000 46.636 .000
ANTAG -PATOG 8208.000 2 4104.000 46.636  .000
Tratamiento 15096.000 5 3019.200 34.309  .000
Residuo 1584.000 18 88.000
Total 16680.000 23 725.217

Variable porcentaje de inhibicion (antag/patog).
UNIQUE sumas de cuadrados todos los efectos procesados simultineamente

Fuente de variacién Suma de g L Cuadrado F Sig. de
cuadrados medio Cal F
Efectos principales 1014.041 3 338.014 7.092 002
ANTAG 210.157 2 105.079 2.205 139
PATOG 803.384 1 803.884 16.868  .001
2-vias de interaccién 145.552 2 12.776 1.527 244
ANTAG -PATOG 145.552 2 72.776 1.527 244
Tratamiento 1159.594 5 231919 4.866 005
Residuo 857.852 18 47.658

Total 2017.446 23 87.715



INDIVIDUAL

Variable CDP por Variable antag ‘
Fuente gl Suma de Cuadrados F F ‘
cuadrados medios  Cale.  Prob, ‘
Entre grupos 2 1.7033 8517 1.2253 3138
Individual 21 14.5962 6951
Total 23 16.2996
Variable CDP por Variable antag

Prueba de rango multiple: Tukey-HSD prueba con nivel de significancia al .050
La diferencia entre las medias es significativa si:

Media (J)-Media (T} > = .5895 * Range * SQRT (I/N(T) + 1/N(J))

Con el siguiente valor por rango: 3.56

Dos grupos no son significativamente diferentes en el nivel .050

Bloques homogéneos (Las medias mas altas y mas bajas no son significativamente
diferentes)

Blogue

Media 1.8875 2.3625 2.5125




INDIVIDUAL

Variable DDS por Variable antag
Fuente g L
Entre grupos 2
Individual 21
Total 23
Variable DDS por Variable antag

Suma de Cuadrados F
cuadrados medios Calc.
22.8025 11.4012 33.9973
7.0425 .3354
29.8450

Prueba de rango multiple: Tukey-HSD prueba con nivel de significancia al .050
La diferencia entre las medias es significativa sf:
Media (J)-Media (I) > = .4095 * Range * SQRT (1I/N(I) + 1/N(J))

Con el siguiente valor por rango: 3.56

(*) Indica diferencias significativas

Bloque
Medias
1.9875
3.1625
4.3750

Antagonistas
-Grupo 3
Grupo 2 *
Grupo | **

F
Prob.
.0000



INDIVIDUAL

Variable TDC por Variable antag
Fuente gL
Entre grupos 2
Individual 21
Total 23
Variable TDC por Variable antag

Suma de
cuadrados
6272.0000

10008.0000
16680.0000

Cuadrados F
medios Calc.
3336.0000 7.0000

476.5714

Prueba de rango multiple: Tukey-HSD prueba con nivel de significancia al .050
La diferencia entre las medias es significativa si:
Media (J)-Media (I) > = 15.4365 * Range * SQRT (I/N(I) + 1/N(J))

Con el siguiente valor por rango: 3.56

(*) Indica diferencias significativas

Bloque
Medias
144.0000
174.0000
183.0000

Antagonistas
-Grupo 3

Grupo 2 *
Grupo 1 *

Prob.
0047




INDIVIDUAL

Variable PDI por Variable antag
Fuente gl Suma de Cuadrados F F |
cuadrados medios Calc. Prob,
Entre grupos 2 210.1575 105.0787 1.2210 3150
Individual 21 1807.2887 86.0614
Total 23 2017.4462
Variable PDI por Variabie antag

Prueba de rango multiple: Tukey-HSD prueba con nivel de significancia al .050
La diferencia entre las medias es significativa si:

Media (J)-Media (T) > = 6.5598 * Range * SQRT (1/N(I) + I/N(J))

Con el siguiente valor por rango: 3.56

Dos grupos no son significativamente diferentes en el nivel .050

Bloques homogéneos (Las medias mas altas'y mas bajas no son significativamente

diferentes)

Bloque
Grupo Grupo 3 Grupo 2 Grupo 1
Medias 72.0500 73.7000 78.9875




