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RESUMEN.

El uso indiscriminado de los plaguicidas ha incrementado los problemas
fitosanitarios, aumentando la magnitud de epidemias, contaminando y alterando el medio
a través de la acumulacion de los quimicos en los suelos, el agua, el aire, en los residuos
agricolas y animales. Una mejor opcidn es el control bioldgico, ya que con la ayuda de los
recursos naturales podemos aprovechar el uso de microorganismos antagonistas como es
el caso de Trichoderma spp. que es una alternativa ecoldgica, que ayuda a proteger los

recursos naturales y animales.

Se evalué la capacidad antagénica in vitro de una cepa comercial y de una cepa
endémica de Trichoderma spp. contra Alternaria spp. en tres localidades en el estado de
Guanajuato. Se utilizé un disefio de bloques al azar, con un analisis estadistico de
comparacion de medias, con una temperatura optima para el crecimiento de 28°C,
teniendo como resultado que en el rancho “La Minita” la eficiencia de la cepa endémica y
de la cepa comercial no tuvo diferencia significativa, en el rancho “El Queretano” la cepa
endémica supero a la comercial en la dltima fecha de colecta y en el rancho “lLas

Arboledas” la eficiencia de la cepa endémica fue mejor que la comercial.

En el crecimiento in vitro, Trichoderma spp. es antagdnico de Alternaria spp.
inhibiendo su desarrollo. La aplicacién de fungicidas altera las poblaciones endémicas de

Trichoderma.



I INTRODUCCION.

Los plaguicidas han logrado el propdsito para el cual fueron concebidos, es decir,
para el control de las poblaciones de insectos, patdgenos y de las malezas, a niveles que
no causen dafios econdmicos a los cultivos. Su uso indiscriminado ha incrementado el
problema, originando resistencia tanto a herbicidas como a insecticidas y fungicidas,
estimulando brotes de plagas primarias o secundarias, aumentando la magnitud de
diversas epidemias, y contaminado o alterando el medio a través de su acumulacién en el

suelo, en el agua, en el aire y sobre los residuos agricolas y animales.

El mayor problema de resistencia se presenta con los fungicidas, en gran medida
con los sistémicos, los que por su accidon selectiva inducen la aparicién de hongos
resistentes. Es por esto que se ha comenzado la busqueda de productos alternos
altamente selectivos, ambientalmente inofensivos y de utilizacion segura para su control,
utilizando principalmente sus enemigos bioldgicos naturales, es decir, la aplicacién del

control bioldgico.

El control biolégico de hongos se define como la reducciéon de la densidad del
indculo o de las actividades de los patégenos, por uno o mas organismos, a través de la
manipulacién del medio ambiente, del hospedero o del enemigo bioldgico, ya sea un

antagonista, un hiperparasito o un parasitoide.

El conocimiento y la aplicacidon de los agentes de control biolégico adquieren una
importancia relevante como una alternativa en el desarrollo de una agricultura
sustentable que preserve los recursos naturales para la explotacion de los agentes
biolégicos en el control de los hongos fitopatdgenos, lo cual implica una amplia

investigacion (Serranoy Galindo, 2007).



Dentro de los agentes biolégicos mas utilizados para el control de las
enfermedades fungosas, destaca el hongo del género Trichoderma, cuyas especies son: T.
viride, T. virens, T. pseudokoningii, y T. harzianum, siendo esta ultima la mas importante

ya que establece relaciones fisioldgicas con algunos patégenos de las plantas.

Las interacciones bioldgicas que ocurren entre los organismos del suelo que se
relacionan con los cultivos, difieren de acuerdo a las condiciones particulares de cada
lugar, razén por la cual los productos comerciales de biocontrol muestran diferentes
grados de eficiencia, por lo que es necesario llevar a cabo las evaluaciones
correspondientes de estos productos de manera comparativa con la micoflora endémica,
para asi poder determinar la eficiencia del antagonismo, como en el caso de las especies
de T. harzianum, contra algunas especies de hongos fitopatdgenos que se encuentran en
el suelo y en las hojas, como son: Rhizoctonia spp., Pythium spp., Phytophthora spp.,

Sclerotium spp.y Alternaria spp. (Orietay Larrea, 2001., Elosigui, 2006).

1.1.  OBIJETIVO.

Contrastar el antagonismo in vitro de una cepa comercial y una cepa endémica de

Trichoderma sp., contra Alternaria sp. en brdcoli, en tres localidades de Guanajuato.

1.2.  HIPOTESIS.

La cepa endémica de Trichoderma sp., mostrara un antagonismo mayor que la

cepa comercial del mismo hongo en su interaccidon con Alternaria spp.



Il REVISION DE LITERATURA.

2.1. Generalidades del Brocoli.

2.1.1. Importancia Econdmica.

Es bien conocido que México cuenta con una variedad y diversidad de climas,
suelos, personas, costumbres, lo que lo hace un pais atractivo para producir hortalizas

durante todo el afio tanto en presentaciones frescas como congeladas (valadez, 2001).

Nuestro pais se encuentra entre los principales productores y exportadores de
hortalizas, ubicandose en el cuarto lugar a nivel mundial y en el primero en el continente.
La industrializacién de hortalizas esta concentrada en la region del Bajio y Noroeste del

pal's (Financiera Rural, 2008).

El Bajio es una de las zonas con mayor productividad, ya que durante el ciclo de
cultivo son indispensables actividades manuales y mecanicas que contribuyen a la
generacion de empleos, tanto por el niumero de especies que se cultivan como por la
superficie que ocupan, esta regién constituye una de las principales entidades productoras

y exportadoras de granos y hortalizas (pefa, et al., 2002).

De las 19 empresas dedicadas a congelar hortalizas existentes en México, 8 estdn
establecidas en Sonora, Aguascalientes, Michoacdn y Querétaro, y 11 se localizan en
“corredor industrial” de Guanajuato (Celaya-Leén), que en su gran mayoria son
exportadas a Estados Unidos. La ubicacion de las empresas se debe a la cercania de abasto

o produccidn de las hortalizas, lo que resulta muy importante tratdndose de productos

-3-



que se deterioran rapidamente; menores costos de transporte entre el campo y la
industria y la existencia de mano de obra barata y del recurso agua (que en los afos 80’s
todavia era abundante), fueron elementos que llevaron a la industria a establecerse en la

zona del Bajio de Guanajuato (Echanove, 2000; Echanove y Steffen, 2001).

La trascendencia del brdcoli, es que las demandas de exportacién han crecido de
manera importante en los uUltimos afios. Una buena parte de estos productos se consume
en forma procesada, que después de someterse a un proceso industrial de pre-cocido y
congelado, son enviadas a Estados Unidos a granel y en menor medida en distintas formas

de presentacion (Echanove y Steffen, 2001).

2.1.2. Origen.

El cultivo de brdcoli es originario del Mediterrdneo oriental, concretamente en el
Préximo Oriente (Egipto, Iran, Irak, Israel, Jordania, Kuwait, Libano, Arabia Saudita, Siria y
Turquia). En cuanto a su aparicion, es mas reciente que el repollo o col y la coliflor, siendo
introducido a Estados Unidos en 1925 por inmigrantes italianos (valadez, 1994; Maroto, et al.,

2007).

2.1.3. Clasificacidon taxondmica.

El género Brassica es uno de los mas importantes para algunos botanicos, ya que
las coliflores y los brécolis pertenecen a la misma variedad botdnica, distinguiéndose en su

forma. En el cuadro 1 se muestra la clasificacion taxonémica del brécoli.



Cuadro 1. Clasificacion taxondmica del brocoli

m Divisién Magnoliophyta m
| Clase Magnoliopsida |
| Orden Capparales |
| Familia Cruciferae (Brassicaceae) |
m Género Brassica L. m
| Especie oleracea |

| Variedad italica |
L ——

Fuente: CONABIO, 2008.

2.1.4. Morfologia.

El brécoli es una planta anual, erecta, tiene de 60 a 90 cm de altura y termina en
una masa de yemas funcionales. Los tallos florales salen de las axilas foliares una vez que
la cabeza principal ha sido removida. La parte comestible es una masa densa de yemas
florales de color verde, que pueden alcanzar un didmetro de hasta 35 cm, sin embargo las
cabezas de los rebrotes solamente alcanzan 10 cm (Fig. 1). Las flores son de color amarillo
y tienen cuatro pétalos en forma de cruz, de donde proviene el nombre de la familia a la
que pertenece. El fruto es una silicua de color verde oscuro cenizo que mide en promedio
de 3 a4 cm, contiene de 6 a 8 semillas por silicua, las semillas tienen forma de municién y
miden de 2 a 3 mm de didmetro. Posee una raiz pivotante que puede llegar a penetrar
hasta 1.20 m de profundidad. El sistema de raices secundario es muy abundante (valadez,

1994).

El brécoli tiene un alto valor nutricional y medicinal que radica principalmente en
su alto contenido de vitaminas, minerales, carbohidratos y proteinas, ademas de su poder

antioxidante que refuerza sus propiedades anticancerigenas. En el cuadro 2 se muestran
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los datos de la composicidon nutricional, se deben interpretar por 100 g de la porcién

comestible.

Figura. 1. a) cultivo de brécoli; b) planta de brécoli; c) hoja; d) florete.

Cuadro 2. Valor nutricional del brécoli

| COMPUESTO CANTIDAD |

| Calorias 28 Kcal |
| Agua 90.69 g |
| Proteinas 298¢ |
| Grasa 0.35g |
| Cenizas 092¢g |
| Carbohidratos 5.24¢g |
| Fibra 3g |
| Calcio 48 mg |

Hierro 0.88 mg

Fosforo 66 mg

Vitamina C 93.2 mg

Fuente: FAO, 2006.



2.1.5. Condiciones edafoclimaticas.

El brécoli es una hortaliza propia de climas frios y frescos, sin embargo, en la regiéon
del Bajio se puede explotar durante todo el afio, ya que puede tolerar heladas (-2°C)
siempre y cuando no se haya formado aun la inflorescencia, debido a que ésta es

facilmente dafiada por las bajas temperaturas. (valadez, 1994; Maroto, et al., 2007).

El rango de temperatura para germinacién es de 5°C a 28°C, alcanzando a emerger
a los 3 y 8 dias respectivamente. La temperatura para su desarrollo es de 15°C a 25°C,

siendo la éptima de 17°C (valadez, 1994; Maroto, et al., 2007).

Se desarrolla bien en cualquier tipo de suelo, siendo mejor los franco-arenosos,
con buen contenido de materia organica, tolera un pH ligeramente 4acido, siendo su rango
de 6.0 a 6.8 y medianamente tolerante a la salinidad. El suelo debe ser suficientemente

fértil para un rapido crecimiento (valadez, 1994; Sulunkhe y Kadam, 2004).

2.1.6. Plagas y Enfermedades del brécoli.

El brécoli, asi como el resto de las cruciferas, pueden ser atacados por plagas tanto
en su parte aérea como en las raices. Se pueden destacar pulgones, chinches, palomilla y

gusanos. En el cuadro 3 se muestran las plagas del brdcoli.

Las principales enfermedades que atacan al brdcoli son causadas por bacterias y
hongos, entre lo que podemos destacar los mildius, las pudriciones, los amarillamientos,

las royas y las manchas. En el cuadro 4 se muestran las enfermedades del brdcoli.



Cuadro 3. Plagas del brécoli

‘ ‘ NOMBRE COMUN
i Palomilla dorso de

diamante
Gusano falso
medidor de la col
Pulgén de la col

N Caracoles y babosas

‘ Chinche arlequin

| Diabrética

N Gusano importador

de la col

m Mosca blanca

Gusano rayado de la
col

Pulga saltona

NOMBRE CIENTIFICO

Plutella xylostella L.

Trichoplusia ni (Hibner)

Brevicoryne brassicae L

Helix aspersa

Deroceras reticulatum Muller

Murgantia histriénica (Hahn)

Diabrotica balteata (Le Conte)

Diabrotica undecimpuctata

howardi (Baber)

Pieris rapae L.

Aleurodes brassicae

Leptophobia aripa (Bois duval)

Epitrix cucumerix (Harry)

Chactocnema sp.

Phyllotreta spp.

DANOS QUE CAUSAN ‘ ‘

Las larvas se alimentan principalmente en el envés de las
hojas, haciendo pequefios hoyitos. En épocas secas
aumentan su poblacion.

Se alimenta de las hojas

Las ninfas y los adultos absorben la savia de las plantas

causando deformaciones, achaparramiento, rizado,

marchitamiento y poco después la muerte.

Son plagas frecuentes, que pueden producir dafios '
importantes.

Los adultos y las ninfas chupan la savia de las hojas y los '
tallos, inyectando una sustancia toxica que retardan el

crecimiento de las plantas.

Las larvas minan las raices y se alimentan dentro de ella. '
Los adultos se alimentan de las flores y del follaje. Los

dafios mas severos se registran en plantas jovenes,

ademas de ser vectores de algunas enfermedades

virosas.

Las larvas atacan las hojas y tallos generalmente hacen '
agujeros grandes de forma y tamafio regulares.

Ataca principalmente el envés de las hojas donde '
debilita a la planta mediante la succién de su savia.

Las larvas se alimentan de sus propios huevecillos y'
posteriormente se desplazan por toda la planta
comiéndose las hojas.

Las larvas atacan raices y producen cierto tipo de
minadura en el follaje, los adultos se alimentan de la
parte inferior de las hojas, dando apariencia de tiro de

municion. El mayor dafio se registra cuando las plantas

se encuentran en etapa de cotiledon.

Fuente: Castafos, 2000; Maroto, et al., 2007.



Nombre comun

Mancha foliar

' Podredumbre

blanda

Pudricién negra

Cenicilla vellosa

' Botritis

Marchitez por
Fusarium o

amarillamiento

' Moho Blanco o

pudriciéon blanca

Pierna negra de

las cruciferas

' Roya blanca de

las cruciferas

Cuadro 4. Enfermedades del brécoli

’7| Enfermedades —‘l

Nombre cientifico
Alternaria brassicae,
A. brassicicola, A.
alternata, A. raphini

(Berk) Sacc.

Erwinia carotovora

Xanthomonas
campestri

(E.F. Smith)

Peronospora
parasitica
(Persy Fr)

P. efusa

(Grev. Ex Desm)

Botrytis cinerea

Fusarium oxysporum

F. cepae (Hans) Snyd.

Y Hans F.

Sclerotinia
sclerotiorum (Lib)
Sacc.

Phoma lingam

(Tod ex Fr)

Albugo candida
(Pers Ktz)

Dafios
Inicialmente se ven puntos café-obscuros en las hojas, posteriormente
crecen para originar una mancha gris con anillos concéntricos y con los
bordes de color purpura o negro; todas las lesiones se rodean de un halo
clordtico.
Produce un deterioro viscoso con olor desagradable que se desarrolla |
durante el almacenamiento y el transporte. La putrefaccion blanda también
ocurre normalmente cuando los campos estdn saturados de agua.
Los primeros sintomas se manifiestan por manchas necréticas en los
margenes de las hojas. Las areas afectadas se tornan cafés y se secan,
dejando una lesién en forma de “V”, internamente en los tallos se puede
detectar anillos negros.
Produce el signo caracteristico de las cenicillas vellosas con vellosidades |
blanco-grisaceas que se desarrollan en la parte inferior de las hojas
infectadas durante las épocas de humedad vy frias, tanto en el haz como en
el envés de las hojas se detectan manchas de forma irregular, se extiende a
tallos e inflorescencias donde se manifiestan areas cafés obscuras o
manchas morado obscuras.
Ataca las hojas, el cuello o el florete. Es muy polifago y manifiesta enseguida '
su tipico micelio gris-ceniza con abundantes conidios.
Su sintoma es el amarillamiento de las hojas tiernas, seguido de un |
marchitamiento general. Las raices adquieren una coloracidn rosada y se

pudren. El ataque de plagas de suelo aceleran los dafios en la raiz.

El hongo infecta al tallo principalmente e invade el tejido cortical, con |
bastante rapidez sin mostrar sintomas visibles hasta que repentinamente la
planta se marchita.

El hongo ocasiona pudriciones en la parte basal del tallo, las cuales tienen
tonalidades rojizas. Cubriendo las lesiones se encuentran picnidios de color
negro, causando inicialmente marchitamiento y posteriormente la muerte
de la planta.

Los sintomas se manifiestan en las partes aéreas. La infeccidn se caracteriza '
por pustulas en los tallos y en la parte superior de las hojas. Provoca

malformaciones, marchitez y muerte de las hojas.

Fuente: Mendoza, 1996; Castafios, 2000; Sulunkhe y Kadam, 2004; Agrios, 2005; Maroto, et al. 2007.



2.2. Generalidades de Alternaria spp.

2.2.1. Distribucién e importancia.

El género Alternaria es cosmopolita. Se encuentra ampliamente distribuido en la
atmodsfera y en los suelos, en la materia orgdnica en descomposicién y en el polvo de las
casas constituyendo una de las principales causas de alergias. Incluye numerosas especies
que pueden ser patégenas y saproéfitas de las plantas pudiendo invadir los cultivos antes,
durante y después de la recoleccion. Por esto, se les considera responsables de cuantiosas
pérdidas econdmicas en el sector agricola (Alexopoulos y Mims, 1996; Sinha, 1998; Roco y Pérez, 2001;

Agrios, 2005; Pavén, et al., 2008).

Las especies de Alternaria afectan principalmente a las plantas anuales, en
particular a las hortalizas y plantas de ornato, asi como a ciertos arboles como es el caso

de los citricos y el manzano, y a algunas malezas (Laemmlen, 2001; Roco y Pérez, 2001; Agrios, 2005).

Se han identificado mas de 60 especies de este género que producen metabolitos
téxicos (micotoxinas) para los mamiferos, las aves y las plantas (Alexopoulos y Mims, 1996; Sinha,

1998; Agrios, 2005).

2.2.2. Clasificacion taxondmica.

El género Alternaria fue establecido por Nees en 1816. Algunas especies presentan
un estado anamorfo. En 1986 Lewia y Simmons (citado por: Sinha, 1998) reconocieron que
tienen un estado teleomorfo. En el cuadro 5 se muestra la clasificacion taxonédmica de

Alternaria.
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Cuadro 5. Clasificacion taxondmica de Alternaria spp.

m Divisién Eumycota m
Subdivisién Deuteromycotina
Clase Hyphomycetes
Orden Hyphales (Moniliales)
‘ ‘ Familia Moniliaceae m

I Género Alternaria spp. J

Fuente: Agrios, 2005.
2.2.3. Morfologia.

Alternaria spp. es un hongo filamentoso, tiene un micelio de color oscuro, los
conidios son bastante grandes, multicelulares, alargados y oscuros, en forma de pera (Fig.
2); presentan septos tanto transversales y longitudinales; los conidios (Fig. 3) se forman de
una manera blastica (Fig. 4), y suelen estar dispuestos en cadenas, pero con frecuencia se
forman en solitario en el dpice de los conidiéforos (Fig. 5) (Sinha, 1998; Agrios, 2005; Fernandez,

2005; Webster y Weber, 2007).

Las colonias aisladas en el laboratorio son de crecimiento rdpido, de color verde
olivaceo a grisaceo, verde olivaceo pardo a negro y en algunos casos son totalmente
negras dependiendo de la especie que se trate, pero al principio son de color gris (Sinha,

1998; Webster y Weber, 2007).
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Figura. 2. Micelio y cadenas de Alternaria spp.

Figura. 3. Conidios de Alternaria spp.

Figura. 4. Formacidn blastica de conidios de Alternaria spp.
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Figura. 5. Distribucién de los conidios de Alternaria spp.

2.2.4. Sintomas.

Los sintomas empiezan por la parte aérea, incluyendo las hojas, tallos, yemas,
flores y frutos, con manchas foliares de color café oscuro a negro. A menudo son
numerosas y cuando se extienden forman anillos concéntricos que pueden crecer hasta 1
cm de didmetro, rodeado por un halo de tejido clorético que en su superficie tiene una
capa aterciopelada de color negro constituida por esporas e hifas del hongo (Fig. 6). Las
hojas senescentes de la parte inferior de la planta son atacadas en primer término (Fig. 7),
la enfermedad asciende hacia la parte superior de la planta y las hojas afectadas se tornan
amarillas y senescentes, se desecan, debilitan y desprenden. Estas manchas pueden

extenderse y cubrir los frutos (Fig. 8) (smith, et al., 1992; Laemmlen, 2001; Agrios, 2005).

Las especies de Alternaria sobreviven entre los cultivos. Las esporas de los conidios
se desprenden con facilidad y son diseminadas por las corrientes de aire. El micelio se
puede encontrar en las semillas y en los residuos de las cosechas; si el hongo se encuentra
entre las semillas ataca a las plantulas produciendo la enfermedad llamada “damping-off”.

La mayoria de las veces el hongo crece y esporula sobre los residuos de las plantas
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durante el periodo de lluvias. Una de las condiciones que necesitan las esporas para su
germinacién es que haya buena humedad en el suelo para que pueda haber una infeccién
y una penetracién directa en las plantas, ya sea a través de heridas, de los estomas o de
los tejidos débiles y viejos, que son los mas susceptibles a la infeccidn (smith, et al., 1992;

Laemmlen, 2001; Agrios, 2005).

Figura. 6. Sintomas caracteristicos provocados en el brécoli
por Alternaria spp.

Figura. 7. Ataque de Alternaria spp.
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Figura. 8. Sintomas en el florete provocados por Alternaria spp.

2.2.5. Control.

Los métodos de control utilizados para Alternaria spp. son: control quimico,

control cultural, control genético, control fisico y control bioldgico.

Control quimico: es el uso de productos sintéticos o quimicos para el tratamiento
de semillas y control de las malezas ya que disminuye la cantidad de inoculo del patégeno

evitando la muerte de las plantas (Smith, et al., 1992; Laemmlen, 2001; Agrios, 2005).

Control cultural: se basa en la destruccion de las cosechas anteriores, el control de
malezas pueden tener un mayor éxito si los productores erradican todos los desechos, ya
sea mediante la aplicacién de productos quimicos o quemando el inoculo para evitar su
dispersién. En la rotacion de cultivos se cambia el cultivo de interés por uno alternativo
para disminuir o erradicar al patdgeno que atacd al cultivo anterior (smith, et al., 1992;

Laemmlen, 2001; Agrios, 2005).
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Control genético: se utilizan plantas resistentes por medio de la seleccion vy
mejoramiento genético. El amplio uso se debe a la resistencia a las enfermedades y ofrece
un continuo éxito para combatir las enfermedades que afectan los cultivos de mayor
importancia, para disminuir la hambruna en el mundo (smith, et al., 1992; Laemmlen, 2001; Agrios,

2005).

Control fisico: se ha demostrado que con la luz ultravioleta se reduce la formacién
del inoculo de Alternaria spp. ya que se esteriliza el sustrato en el invernadero y asi

reducir la incidencia de la enfermedad (smith, et al., 1992; Laemmlen, 2001; Agrios, 2005).

Control biolégico: ayuda a combatir las enfermedades de las plantas gracias a la
utilizacion de organismos benéficos que pueden ser insectos, bacterias y hongos
principalmente, que no afectan al medio ambiente ni a las personas que aplican estos

productos (smith, et al., 1992; Laemmlen, 2001; Agrios, 2005).

2.3. Generalidades de Trichoderma spp.

2.3.1. Distribucion e importancia.

Los hongos del género Trichoderma spp. se desarrollan bajo diferentes condiciones
ambientales, ya que son organismos de vida libre y se le encuentra con frecuencia en la
rizosfera descomponiendo la madera, o como contaminantes de interiores y son
componentes dominantes de la microflora del suelo (kubicek y Harman, 1998; Druzhinina y Kubicek,

2004; Ranasingh, et al., 2006).
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Desde 1930 se conoce la capacidad micoparasita de Trichoderma spp. en el control
biolégico, gracias a su habilidad para sobrevivir bajo condiciones ambientales
desfavorables, su eficiencia en la utilizacidén de nutrientes y su velocidad de reproduccion,
por lo que es utilizado para controlar una amplia gama de patégenos de plantas de interés
agricola a partir de diversos mecanismos de accién, debido a su facil aislamiento y

manipulacién (Benl’tez, et al., 2004; Martinez, et al, 2006; TorresE. et al., 2008).

La actividad principal de Trichoderma spp. es el control biolégico de agentes
patdgenos, particularmente el control de nematodos y hongos presentes en la raiz. Las
especies mas utilizadas son T. harzianum, T. viride y T. virens, ya que se ha demostrado
gue son capaces de controlar significativamente en condiciones in vitro a nematodos del
género Meloidogyne y a hongos de diversos géneros, como Armillaria, Botrytis,
Chondrostereum, Colletotrichum, Diaporthe, Endothia, Fulvia, Fusarium, Fusicladium,
Helminthosporium, Pseudoperonospora, Pythium, Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotinia,
Venturia, Verticillium vy Alternaria (0sorio, et al., 2005; Uphoff, et al., 2006; Silvay Mello, 2007; Torres, et al.,

2008).

2.3.2. Clasificacidon taxondmica.

La clasificacion de Trichoderma ha sido problemadtica hasta hace poco tiempo.
Bisby en 1939, dijo que Trichoderma se componia de una sola especies; Rifai en 1969,
adopté un concepto de especie “agregada”, distinguid nueves especies agregadas y
admitié que algunas de ellas contienen dos o mas especies morfoldgicas indistinguibles;
Bisset en 1991, también establecié una subdivision del género en cinco secciones (Druzhinina

y Kubicek, 2004). En el cuadro 6 se muestra la clasificacion taxondmica actual.
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Cuadro 6. Clasificacion taxondmica de Trichoderma spp.

m Divisién Eumycota m
subdivision Deuteromycotina
Clase Hyphomycetes
Orden Hyphales (Moniliales)
H Familia Moniliaceae m

il Género Trichoderma [l

Fuente: Agrios, 2005.

2.3.3. Morfologia.

Los hongos del género Trichoderma son filamentosos, forman colonias de color
verde intenso que crecen rapidamente; el micelio es septado e hiliano. A partir del micelio
se originan los conidiéforos (Fig. 9) aterciopelados, irregulares, cortos y ramificados, en
cuyas partes terminales producen conidios unicelulares y esféricos en forma de racimos

globosos que se separan con facilidad (Fig. 10) (Romo y Avila, 2000).

Figura. 9. Micelio y formacién de conidios de Trichoderma spp.
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Figura. 10. Conidios y esporas de Trichoderma spp.

2.4.  Control bioldgico.

Por mucho tiempo han existido ejemplos del uso de enemigos naturales para el
control de plagas. Quiza el caso mas antiguo data al menos de hace 800 afios, que hace
referencia al uso de hormigas por agricultores chinos para controlar insectos plaga en
los arboles. Sin embargo, el control bioldgico nace a finales del siglo XIX con el exitoso
caso de la introduccién desde Australia a California de Rodolia cardinalis contra la

escama algodonosa de los citricos (Rodriguez y Arredondo, 2007).

El término “control bioldgico” fue usado por primera vez por H. S. Smith en 1919,
para referirse al uso de enemigos naturales (introducidos o manipulados) para el control
de insectos plaga. Baker y Cook en 1974 (citado por Ferrera y Alarcén, 2007), definieron el
control biolégico de hongos como “la reduccién de la densidad de indculo o de las
actividades inductoras de enfermedad de un patdégeno en su estado activo o en
dormancia por uno a mas organismos”. Thomashow y Weller en 1996 (citado por Rodriguez y

Arredondo, 2007), lo definieron como “el uso de organismos naturales o modificados, genes
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o productos de genes para reducir los efectos de organismos indeseables, y favorecer

organismos deseables”.

El control bioldgico es el uso de los recursos naturales o de organismos
modificados (genes o productos génicos), para reducir los efectos de organismos
indeseables, tales como los patégenos de las plantas. El interés cientifico en el control
biolégico de los patdgenos de las plantas ha aumentado por la preocupacién sobre los
efectos potencialmente nocivos que algunos pesticidas quimicos representan para la

salud humana y el medio ambiente (Ferreray Alarcén, 2007; Trigiano, et al., 2008).

También hay una necesidad de controlar diversas enfermedades para las cuales no
hay actualmente una efectividad total o parcial, debido a la poca o nula resistencia
genética en el hospedante, por lo que en la busqueda de alternativas se han identificado

bacterias y hongos como agentes bioldgicos (Ferreray Alarcén, 2007; Trigiano, et al., 2008).

La investigacién de los hongos antagonistas se ha enfocado principalmente sobre
su efecto hongo patégeno (hongo antagdnico — hongo patégeno), cuyo modo de accidon
puede estar basado en la competencia (por nutrientes y espacio), en la antibiosis, en la

induccidn de resistencia y en el micoparasitismo (Ferreray Alarcén, 2007).

Gliocladium spp. y Trichoderma spp. junto con las bacterias Pseudomonas spp. y
Bacillus spp. son los agentes mas estudiados para el control de diversas enfermedades
vegetales, y constituyen la base de diferentes inoculantes comerciales. Sin embargo, su
éxito no es sencillo, ya que requiere del conocimiento del patosistema y de los
organismos seleccionados como agentes de biocontrol, ademas de su interaccién con el
cultivo, la microbiota nativa y el ambiente imperante (Orieta y Larrea, 2001; Ronald y Bartha, 2002;

Ferrera y Alarcén, 2007).
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2.4.1. Mecanismos de control biolégico de Trichoderma spp.

24.1.1. Competencia por nutrientes.

Las especies antagonistas de Trichoderma spp. suelen tener una clara ventaja
sobre el patégeno dada su versatilidad metabdlica, lo que les permite colonizar
rapidamente un medio evitando la proliferacién de otros microorganismos (Romo y Avila,

2000; Benitez, et al., 2004; Pallas, et al., 2008).

En este proceso el patdégeno y el agente de control biolégico (antagonista)
compiten por la disponibilidad de espacio y nutrientes; el antagonista puede suprimir el
crecimiento del patégeno en la rizosfera, por lo tanto reduce el desarrollo de la
enfermedad. La competencia de las especies de Trichoderma es agresiva, ya que muestra
un rapido crecimiento y una alta colonizacidon que excluye a los patdogenos de las plantas

(Silva y Mello, 2007; Ranasingh, et al., 2006; Benitez, et al., 2004).

2.4.1.2. Antibiosis.

La antibiosis ocurre durante la produccién y liberacién de sustancias quimicas por
parte del antagonista hacia el medio ambiente, que afectan o inhiben el crecimiento, el
desarrollo y la reproduccién de los patégenos. Trichoderma spp. produce enzimas como
las quitinasas que inhiben el desarrollo de hongos patdgenos (Ranasingh, et al., 2006; Benitez, et

al., 2004; Romo y Avila, 2000).
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2.4.1.3. Fungistasis.

Los antagonistas son capaces de vencer el efecto fungistatico del suelo que es
resultado de la presencia de metabolitos producidos por otras especies de
microorganismos, incluyendo las plantas, teniendo la capacidad de sobrevivir bajo

condiciones adversas o competitivas (Benitez, et al., 2004).

Las cepas de Trichoderma spp. crecen rapidamente cuando se inoculan en el suelo,
ya que son naturalmente resistentes a sustancias tdoxicas como herbicidas, fungicidas e
insecticidas, ademdas de recuperarse rapidamente después de la adicion de dosis sub-

letales de algunos de estos compuestos (Benitez, et al., 2004).

24.1.4. Hiperparasitismo.

El hiperparasitismo se refiere al ataque de un parasito sobre otro parasito. Cuando
un hongo se encuentra parasitando a otro hongo, se habla de un micoparasitismo. Este
mecanismo abarca diferentes interacciones y consiste en que el hongo antagonista se
enrolla y penetra el micelio del patégeno, las hifas crecen y se desarrollan dentro de las
hifas huésped, provocando la pérdida total del protoplasma, dejando solo células vacias.
Durante este proceso el parasito forma diferentes estructuras como abrazaderas, ganchos

o apresorios que le permiten adherirse a las hifas del patégeno (Romo y Avila, 2000).

Trichoderma spp. puede ejercer directamente el parasitismo, ya que produce
enzimas que intervienen en el reconocimiento y degradacién de la pared celular del hongo
gue parasita. La combinacion de estos compuestos da lugar al parasitismo del hongo, y la
entrada directa a las hifas senescentes o que se encuentran estresadas, ya que este hongo

no ataca a las hifas jévenes y vigorosas de los patégenos, lo cual limita el control del
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patégeno (Romo y Avila, 2000; Benitez, et al., 2004; Harman, et al., 2004; Ranasingh, et al., 2006; Silva y Mello, 2007;

Pallas, et al., 2008).

2.4.1.5. Biofertilizacién y fomento de mecanismos de defensa en las

plantas.

Varios autores han encontrado que las cepas de Trichoderma son capaces de
colonizar las raices de las plantas por mecanismos similares a los de las micorrizas, para
producir compuestos que estimulen el crecimiento de las plantas y sus mecanismos de
defensa e implican tres mecanismos que son: la colonizacién de las raices de las plantas, la
biofertilizacién y estimulacion de la resistencia y los mecanismos de defensa de las

plantas.

Colonizacién de las raices de las plantas: Las cepas de Trichoderma spp. deben
establecerse en las raices antes de la estimulacién del crecimiento de las plantas, ya que
implica la capacidad de reconocer y respetar las raices de las plantas, penetrar y soportar
los metabolitos téxicos (enzimas hidrélasas) producidos por las mismas, en respuesta a la
invasidén por un organismo extrafio sea patdgeno o no. Las cepas se establecen a largo
plazo la colonizaciéon y penetracién en la epidermis, entonces se produce la liberacién de

compuestos que inducen la resistencia (Benitez, et al., 2004; Harman, et al., 2004).

Biofertilizacidon: las cepas de Trichoderma aumentan el crecimiento, el desarrollo,
la resistencia, la absorcion y la utilizacién de nutrientes en las raices aumentando la
productividad en los cultivos puede elevar hasta un 300% después de la adicion de

Trichoderma (Benitez, et al., 2004).

-23-



Estimulacién de la resistencia y los mecanismos de defensa de las plantas: la
capacidad de las cepas de Trichoderma spp. para proteger a las plantas contra patégenos
de la raiz siempre han sido atribuidos a un efecto antagonista contra el patégeno. No
obstante, esta asociaciéon hongo-raiz estimula los elementos de defensa de las plantas; la
adicién de las cepas en la rizosfera de las plantas ayuda a protegerlas contra numerosos
patégenos, por ejemplo, aquellos virus, bacterias y hongos que producen infecciones
aéreas, lo que apunta a la induccién de mecanismos de resistencia (Benitez, et al., 2004; Harman,

etal., 2004).

2.4.2. Ventajas del control bioldgico.

La aplicacion del control biolégico resulta ser mas seguro que la de un producto
quimico, ya que los agentes bioldgicos como es el caso de Trichoderma spp., que no deja
residuos en el suelo ni en la cadena alimenticia, y no tiene efectos téxicos en las plantas

jévenes.

Pueden proporcionar un dominio constante, ya que resulta ser necesaria mas de
una mutacién para adaptarse, pudiendo convertirse en una parte integral del ciclo vital de

la planta.

Los agentes de control bioldgico tienen un efecto reducido en el equilibrio
ecoldgico que preserva el habitat natural para mejorar y fomentar la sobrevivencia de los

ecosistemas.

Algunos agentes de control bioldgico son compatibles con otros organismos que
pueden interactuar mutuamente con la micoflora del suelo y su liberacion o aplicacién es

rapida y sencilla que no dafia a las personas que lo aplican (coyne, 2000).
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2.4.3. Antecedentes de investigaciones realizadas en especies de Trichoderma.

Yedidia et al. (1998), demostraron que cuando se inoculan plantas de pepino con
Trichoderma spp. se inducen los mecanismos de resistencia sistémica, ya que fortalece las
paredes de la epidermis y las células corticales; en los andlisis bioquimicos observaron el

aumento de las peroxidasas y las quitinasas.

Gonzdlez et al. (1999), estudiaron la actividad antagdnica de Trichoderma sp.
aislada de un suelo de la provincia Granma, Cuba frente a Alternaria solani Sor. Las cepas
endémicas de Trichoderma mostraron un alto efecto antagénico frente a A. solani, tanto
en forma micelial como metabdlica, destacdndose la cepa nativa que ejercié un efecto

antagonico e hiperparasitico significativamente superior al de la cepa comercial.

Rollan et al. (1999), evaluaron la temperatura de 15°C, 20°C y 30°C, sobre la
capacidad antagonica in vitro de seis cepas de Trichoderma, frente a Sclerotinia
sclerotiorum, S. minor y Sclerotium solfsii, en donde el mayor porcentaje de colonizacién
se registro a 25°C y 30°C frente a S. sclerotiorum y S. minor, y de 20°C y 25°C fue para
Sclerotium solfsii. Para el crecimiento de las especies de Trichoderma la temperatura

Optima es de 25 a 30° C.

Cundom et al. (2000), evaluaron la actividad antagdnica in vitro de aislamientos de
Trichoderma spp. sobre esclerocios de Sclerotinia sclerotiorum, demostrando que las
cepas de Trichoderma spp. tienen una actividad antagdnica variable, ya que ninguno
inhibié totalmente la germinacién y la formacidon de esclerocios, pero dos cepas

mostraron mayor actividad antagdénica, comparadas con el testigo se obtuvo que la
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actividad podria deberse a la liberacién de sustancias enzimaticas (enzima litica, quitinasas
y glucanasas) o antibiéticas, producidas por la especie de Trichoderma.

Cundom et al. (2001), realizaron evaluaciones in vitro y en invernadero de
Trichoderma spp. contra Rhizoctonia solani, en los ensayos in vitro se hizo la seleccién de
las cepas nativas de Trichoderma spp. para poderlas evaluar en el invernadero, en donde
redujo hasta un 30% la muerte de las plantulas de meldn, los resultados obtenidos
demuestran la posibilidad de utilizar cepas endémicas de Trichoderma spp. para la

reduccidon de muerte en las plantulas de meldn causado por R. solani.

Michel et al. (2001), demostraron que las especies endémicas de Trichoderma de
suelos cultivados con mango, inhiben el crecimiento de Fusarium oxysporum y F.
subglutinans, ya que las cepas endémicas representan un recurso disponible para su
evaluacién como agentes de biocontrol contra malformaciones del mango ocasionadas

por la escoba de bruja.

Soto et al. (2002), dieron a conocer que las plantas ornamentales sembradas con T.
harzianum a las 10 semanas después de la inoculacién mostraron un mayor crecimiento
(altura, nimero de hojas y de flores) con respecto a las plantas testigo, ademas el

florecimiento se efectué en menor tiempo.

Ruano et al. (2003), estudiaron el crecimiento in vitro del antagonismo de cepas de
Trichoderma sp. y de Rosellinia necatrix, en medios de cultivo de PDA a una temperatura
de 15°C, 20°C, 25°C y 30°C para R. necatrix y para Trichoderma de 10°C, 15°C, 20°C, 25°C,
30°C y 35°C, alcanzando que a 25°C es la temperatura dptima de crecimiento para las
distintas cepas, obteniendo como resultado que todas las cepas de Trichoderma spp.

excepto la cepa CH-252, ejercieron una inhibicidn sobre casi todas las cepas de R. necatrix.
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Humeres (2004), realizé ensayos in vitro a 25°C y 4°C obteniendo como resultado
que a los 25°C alcanzé un mayor crecimiento de Trichoderma spp. y un mayor porcentaje

de inhibicidn del patégeno en comparacién con el de 4°C.

Ezziyyani et al. (2004), realizaron pruebas in vitro utilizando Trichoderma
harzianum para el control de Phytophthora capsici en plantas de pimiento; en las pruebas
in vitro demostraron que T. harzianum tiene un claro efecto antagdnico contra P. capsici
en los medios de cultivo, sobre todo el medio de PDA aumentando su actividad
antifungica mediante la secrecidon de enzimas reduciendo totalmente la colonizacién del
patégeno. En las plantulas crecidas a partir de las semillas tratadas con T. harzianum, el
porcentaje de germinacidn, el peso seco y la longitud de las plantulas fue superior a las no

tratadas, lo que indica que tienen mayor absorcidn de nutrientes.

Guigdn y Gonzalez (2004), evaluaron seis cepas nativas de Trichoderma spp. contra
Phytophthora capsici L. en el cultivo de chile, en donde el crecimiento en invernadero de
las plantas de chile inoculadas con las cepas nativas de Trichoderma spp. superaron al
testigo, ya que producen plantas con mayor porte y mas vigor que las plantas que tienen
un manejo convencional. Las cepas nativas de Trichoderma spp. desarrollan una actividad
antagodnica ofreciendo una alternativa efectiva como agentes de biocontrol de Ia
marchitez del chile causada por P. capsici, ya que las cepas nativas estdn mds adaptadas a
las condiciones agroecoldgicas de la regién y su capacidad de biocontrol y biofertilizacion

es favorable.

Michel et al. (2005), determinaron la actividad micoparasitica in vitro de 25 cepas
de Trichoderma spp. sobre Fusarium oxysporum vy F. subglutinans. Las hifas de
Trichoderma spp. hicieron contacto con las hifas del patdégeno, diez de las cepas se
ubicaron en la clase 1 (Trichoderma sobrecrece completamente al fitopatdgeno y cubre

totalmente la superficie) de antagonismo, diez en la 2 (Trichoderma sobrecrece las dos
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terceras partes de la superficie del medio) y cinco en la 3 (Trichoderma y el patdogeno
colonizan cada uno, aproximadamente la mitad de la superficies y ningln organismo
parece dominar al otro). Mediante microscopia electrénica se observé el enrollamiento y
penetracién de hifas de Trichoderma spp. sobre las de Fusarium spp. Trichoderma se

puede considerar como un agente promisorio en el biocontrol.

Arzate et al. (2006), evaluaron el efecto antagdnico in vitro y en invernadero de
cepas de Trichoderma spp. sobre Mycosphaerella fijiensis. En las pruebas in vitro el
patdgeno detuvo su crecimiento al contacto con la cepa antagdnica y en la evaluacién en
invernadero presentaron los menores porcentajes de infecciéon sobre M. fijiensis, por lo

gue sugirieron evaluar bajo condiciones de invernadero.

Paez y Sanabria (2007), evaluaron la capacidad antagdnica de diferentes
aislamientos de Trichoderma koningii, provenientes de cuatro localidades, sobre Fusarium
oxysporum, F. lycopersici, obtuvieron que todos los aislamientos de T. koningii inhibieron
el crecimiento y esporulacion del patégeno, pero la cepa de Guanayen produjo el mayor
porcentaje de inhibicion de crecimiento del patdégeno con el 22.50% a las 24 hrs, siendo la

antibiosis el mecanismos de accion en todos los tratamientos.

Suarez et al. (2008), evaluaron en el medio de cultivo Agar Sabouraud tres cepas
nativas de Trichoderma harzianum vy tres cepas comerciales, demostraron que una cepa
endémica y una comercial de T. harzianum resultaron ser los antagonistas con mayores
habilidades de micoparasitismo, competencia por espacio e inhibicidn de crecimiento para

el control de Fusarium solani en pruebas in vitro.

-28-



Reyes et al. (2008), mostraron que los aislamientos de Trichoderma spp. frente a
Rhizoctonia sp. indicaron un efecto inhibitorio ya que los primeros presentan una mayor

capacidad para competir por el sustrato.

Martinez et al. (2008), demuestran que aun cuando los aislamientos tengan una
menor velocidad de crecimiento mantienen su capacidad de competencia por los
nutrientes aunque necesiten un tiempo mayor hay que tener en cuenta este aspecto
importante para la seleccién de cepas de Trichoderma con mayor potencial para el control

de patdgenos del suelo.

Granados y Wang (2008), evaluaron el efecto de Trichoderma sp. Clonostachys spp.
y Beauveria bassiana sobre la incidencia de la pudricién blanca de la cebolla (Sclerotium
cepivorum). Todos los hongos antagonistas aplicados combatieron la pudricién blanca de
la cebolla bajo condiciones de invernadero, obteniendo que Trichoderma spp. detuvo el

desarrollo de la enfermedad por completo.

Torres et al. (2008) realizaron pruebas in vitro empleando cuatro hongos
antagonistas Hansfordia pulvinata, Trichoderma harzianum, T. viride y T. virens, para el
biocontrol del moho foliar del tomate Cladosporium fulvum, a una temperatura de 24° Cy
a28° C permitieron el crecimiento dptimo de los cuatro hongos y una buena interacciéon
antagonica frente al patégeno. A los 24°C T. harzianum y T. virens tuvieron un mayor
porcentaje de drea ocupada contra el patégeno C. fulvum. A 28°C, T. virens tuvo un mayor
porcentaje de area ocupada contra el patégeno, y en condiciones de invernadero, el
hongo antagonista mas eficiente para el control del patégeno fue T. harzianum al reducir
la severidad en un 19.35%, demostraron que los tres hongos del genero Trichoderma spp.

presentaron en general un control del patégeno similar al producto quimico.
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Il. MATERIALES Y METODOS.

El trabajo se realizd en los laboratorios de Fitopatologia y Micologia de la carrera
de Ingenieria Agricola de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, que se encuentra
ubicada en Cuautitlan lzcalli, Edo. de México, localizada en las coordenadas 19° 42’ de

latitud norte y a los 99° 11’ de longitud oeste, a una altura de 2,254 msnm.

Las muestras de suelo y de planta que se utilizaron en el laboratorio provinieron de

tres localidades distintas que se describen a continuacion.

Rancho La Minita, ubicado en la comunidad de Los Rodriguez, Municipio de San
Miguel Allende, Gto. Tiene una superficie de 9 ha, se encuentra a 20°54’ de Latitud Norte

y a 100°44’ de Longitud Oeste, a una altitud de 1,987 msnm.

Rancho Las Arboledas, carretera San Miguel de Allende-Querétaro, Km. 24, Gto.
Tiene una superficie de 9 ha, se encuentra a 20°54’ de Latitud Norte y a 100°44’ de

Longitud Oeste, a una altitud de 1,987 msnm.

Rancho El Queretano, ubicado en la comunidad El Charco Municipio de San Luis de
la Paz Gto. Tiene una superficie de 7 ha, se encuentra a 21°17’ de latitud norte y a 100°30’

de Longitud Oeste, a una altitud de 2,119 msnm.

El disefio experimental que se utilizo fue bloques al azar, con un analisis estadistico

de comparacién de medias ANOVA y Prueba de Duncan, realizados en Excel.
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Los tratamientos AT1, AT2 y AT3 corresponden a la cepa de Alternaria spp.
obtenidas de los tres ranchos; AC1, AC2 y AC3 son las cepas comerciales de Trichoderma
spp. con Alternaria spp.; AE1, AE2 y AE3 son las cepas endémicas de Trichoderma spp. con

Alternaria spp. Cuadro 7.

Cuadro. 7. Descripcidn de los tratamientos para la evaluacién del
antagonismo de Trichoderma-Alternaria.

Localidades
Tratamientos No. Colecta Rancho La Minita Rancho el Queretano Rancho las Arboledas
AT1 Testigo Alternaria
||| AC1 1 Alternaria con la cepa Comercial de Trichoderma |||
i AE1l Alternaria con la cepa endémica de Trichoderma i
||| AT2 Testigo Alternaria |||
m AC2 2 Alternaria con la cepa Comercial de Trichoderma m
||| AE2 Alternaria con la cepa endémica de Trichoderma |||
m AT3 Testigo Alternaria m
I AC3 3 Alternaria con la cepa Comercial de Trichoderma I

|| AE3 Alternaria con la cepa endémica de Trichoderma ||
= _e

Los tratamientos T1 y T2 son de la primera colecta en la Minita (20-06-08), El
Queretano (19-07-08) y Las Arboledas (19-09-08); T3 y T4 son de la segunda colecta, en la
Minita (04-07-08), El Queretano (05-07-08) y Las Arboledas (05-09-08); T5y T6 son de la
tercera colecta en la Minita (18-07-08), El Queretano(05-07-08) y Las Arboledas (03-10-08)
Cuadro 8.

Cuadro. 8. Descripcion de los tratamientos para la evaluacidn de la comparacion de la
eficiencia entre la cepa comercial y las cepas endémicas de Trichoderma spp.

Localidades
Tratamientos | No. Colecta | Rancho La Minita | Rancho el Queretano | Rancho las Arboledas
Tl 1 Cepa comercial de Trichoderma
i T2 Cepa endémica de Trichoderma i
||| T3 2 Cepa comercial de Trichoderma |||
||| T4 Cepa endémica de Trichoderma |||
I T5 3 Cepa comercial de Trichoderma I

‘ | T6 Cepa endémica de Trichoderma ' ‘
||
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Las actividades realizadas en el laboratorio fueron las siguientes:

1. Extraccion de las cepas de Trichoderma spp. del suelo.

4 SECADO Y TAMIZADO DEL SUELO.

Las muestras del suelo se extendieron sobre papel en una superficie plana, se
rompieron manualmente los agregados grandes, se secaron al aire, se molié la muestra de
suelo con la ayuda de un mazo de madera y se paso a través del tamiz de 2mm (Fig. 11)
(valencia 1. C. y Hernandez B. A. 2002). De las 45 muestras de los rancho ya tamizadas se tomaron
10 g de cada una y se hizo una sola muestra compuesta y homogénea para la extraccién

del material bioldgico.

Figura. 11. Tamizado del suelo.

4 DILUCION EN SERIE.

Se realizaron las diluciones en serie en condiciones de asepsia bajo una campana
de flujo laminar. Se pesd 1g de suelo y se agregd a un tubo de ensayo que contenia 10 ml
de agua destilada estéril, se agitd manualmente durante 1 minuto aproximadamente, se
tomo una alicuota de 1 ml con una pipeta y se agregd a otro tubo de ensayo que contenia
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9 ml de agua destilada estéril y se agitd nuevamente durante 1 minuto; se repitid la
operacion hasta llegar a la dilucién 10° basada en pruebas preliminares (Fig. 12) (Cappuccino
G.J.y Sherman N. 2002). De cada dilucion se tomod una alicuota de 1 ml, la cual se sembrd en las
placas con medio de cultivo PDA y se distribuyd uniformemente (Fig. 13), se sellé cada
caja con parafilm y se incubaron en posicién invertida a una temperatura de * 26°C
durante 10 dias. Al transcurrir 10 dias se realizé la identificacion de las colonias de
Trichoderma spp.(Fig. 14). Se llevaron a cabo las resiembras de las colonias de

Trichoderma spp. hasta que se obtuvieron las cepas puras.

10 ml g agus destlinda,
agragando igde la
muestra de sueio v s
sgitadurarte 1 m

eSS = = ==

I I I
v ¥ v
D D D
2 3 4

[ o
/
.'l-l.nq,::*_

-

il By S Las cajas de Petri = incuban en forma imeertida a una tereperatura de # 26°C durante 10 dias.

[havey

Figura. 12. Dilucion en serie modificada para la extraccion de
Trichoderma spp. del suelo.
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Figura. 13. Dilucién en serie

Figura. 14. Colonias de Trichoderma spp.

Para la obtencion del material bioldgico comercial, se utilizd la cepa comercial Pro

Selective utilizando la misma técnica de dilucién en serie (Fig. 15).
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Figura. 15. Material biolégico comercial.

2. Extraccion de las cepas de Alternaria spp. de las hojas de brécoli.

Para la conservacion de las hojas de la colecta se utilizdé una prensa botanica, se
anotaron los datos correspondientes y se colocaron durante 7 dias en la secadora del

herbario de Ciencias Agricolas de la FESC, para su seleccion.

Se cortaron los sintomas de las hojas con un bisturi esterilizado en fuego, los cortes
se colocaron en un vaso de precipitado con una solucidon de cloro al 1% agitdndose
durante un minuto con el objetivo de eliminar los microorganismos de la superficie. Las
muestras se enjuagaron con agua destilada estéril para quitar los excedentes de cloro y se
pusieron sobre toallas de papel absorbente estériles que ayudan en la absorcién del
exceso de agua (Fig. 16), se sembraron en placas de PDA, se sellaron con parafilm y se
incubaron en posicidn invertida en una estufa a una temperatura de * 26°C, durante 48
horas (Mier T. et al, 2002). Al transcurrir las 48 horas, se realizé la identificacion de las colonias
de Alternaria spp. y se llevaron a cabo las resiembras de las colonias de Alternaria spp.

(Fig. 17) hasta que se obtuvieron las cepas puras.
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Figura. 16. Siembra de partes vegetales en PDA.

Figura. 17. Cultivo mixto con presencia de Alternaria spp.

Figura. 18. Cepa pura de Alternaria spp.
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3. Siembra de los antagonistas.

La siembra de los antagonismos se realizé en placas Petri de 9 cm de didmetro, el
medio de cultivo fue PDA. Se utilizé cultivo dual, que consiste en el enfrentamiento del
patégeno y el antagonista analizando el crecimiento de ambos que se compara con el
crecimiento individual de cada uno de ellos. La siembra de cada uno de los hongos
consistié en un disco de 0.4 cm de didametro de Trichoderma spp. y Alternaria spp (Fig. 18).
Dicha siembra se efectud en total asepsia, cortando un disco de Trichoderma spp. y
Alternaria spp. colocando en un extremo de la placa el hongo antagonista y del extremo
opuesto al hongo patdgeno (Fig. 19). Se sellaron las placas con parafilm y se incubaron en
posicién invertida en una estufa a una temperatura de * 28°C, durante 5 dias. Durante la
realizacion del ensayo se tomaron lecturas cada 24 horas con un vernier digital, del

crecimiento lineal de las colonias tanto de Trichoderma spp. como de Alternaria spp.

Figura. 19. Obtencidn del disco de Alternaria spp. y de Trichoderma spp.

Figura. 20. Cultivo dual.
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V. RESULTADOS.

En un ensayo previo se observd que las cepas de Trichoderma spp. crecieron
mejor a una temperatura de 28°C. En el cuadro 9 y en la fig. 21 se muestran los
promedios de las mediciones finales del crecimiento expresados en cm de Alternaria spp.
de los tres ranchos, tanto de los testigos como de los tratamientos. Estadisticamente si

presentan diferencia significativa (Anexo 1).

Cuadro. 9. Promedios del crecimiento final expresados en cm
de Alternaria spp. de los tres Ranchos.

La Minita El Queretano Las Arboledas

2.014 2.735 1.797
1.705 1.854 1.749
1.777 2.082 1.681
2.569 2.402 1.71
2.047 1.817 1.364
1.864 1.826 1.29
2.408 2.342 2.145
1.799 1.912 1.558
1.931 1.732 1.485

M La Minita
= El Queretano

H Las Arboledas

ATl AC1 AE1 AT2 AC2 AE2 AT3 AC3 AE3

Figura. 21. Crecimiento expresada en cm de Alternaria spp. de los tres ranchos.
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Los resultados de la evaluacién comparativa ente la cepa comercial y las cepas

endémicas de Trichoderma spp. se describen a continuacién.

En el Rancho La Minita, estadisticamente los resultados no presentan diferencias
significativas (Anexo 2). En el cuadro 10 y en la fig. 22 se puede observar el promedio de
las mediciones finales expresados en cm, en donde se puede ver el crecimiento final de las

cepas comerciales y endémicas de Trichoderma spp.

Cuadro 10. Promedios del crecimiento final expresados en cm
de Trichoderma spp. del Rancho La Minita.

73 7 i
— A
7.2 VvV
A

7.1 -/ -

7 Vv

A
6.9 Vv
6.8 VvV
. LN - - - P -
T p) 3 T4 T5 6

Figura. 22. Crecimiento expresada en cm de Trichoderma spp. en el Rancho La Minita.
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En el Rancho El Queretano, estadisticamente si se presenta diferencia significativa
entre los tratamientos (Anexo 2). En el cuadro 11 y en la fig. 23 se puede observar el
promedio de las mediciones finales expresados en cm. Se puede ver el crecimiento final
de las cepas comerciales y endémicas de Trichoderma spp. Los tratamientos T4 y T5 si

muestran diferencia significativa.

Cuadro. 11. Promedios del crecimiento final expresados en cm
de Trichoderma spp. del Rancho El Queretano.

T1 T2 T3 T4 T5 T6
I 7.183 7.174 7.146 6.918 7.088 7.268
abc bcd cd f e a
73 - a
abc
25 - bcd od
e
7.1 -
7 -
f
6.9 -
6.8 -
6.7 A 1 1 1 1 1 1
T1 T2 T3 T4 T5 T6

Figura. 23. Crecimiento expresados en cm de Trichoderma spp. en el Rancho El
Queretano.
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En el Rancho Las Arboledas, estadisticamente si presenta diferencia significativa
(Anexo 2). En el cuadro 12 y en la fig. 24 se puede observar el promedio de las mediciones
finales expresados en cm. Se puede ver el crecimiento final de las cepa comercial y
endémica de Trichoderma spp., en donde todos los tratamientos presentan diferencia

significativa.

Cuadro. 12. Promedios del crecimiento final expresados en cm
de Trichoderma spp. del Rancho Las Arboledas.

7.7 - b

75 - d

7.4 - e

7.2 -

7.1 -

T1 T2 T3 T4 T5 T6

Figura. 24. Crecimiento expresado en cm de Trichoderma spp. en el Rancho Las Arboledas.
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V. DISCUSION.

Para demostrar que hubo antagonismo se realizo el anadlisis estadistico de las
mediciones finales de los cultivo duales de Trichoderma sp. y Alternaria spp. y del testigo,
se obtuvo diferencia significativa lo cual indica que las cepas tanto comerciales como
endémicas ejercieron un efecto antagdnico contra Alternaria spp. como se muestra en la
fig. 25 y la fig. 26. en donde las hifas de Trichoderma spp. estdn rodeando y penetrando a

las hifas de Alternaria spp.

Figura. 25. Antagonismo de Trichoderma spp. contra Alternaria spp.

Figura. 26. Antagonismo de Trichoderma spp. contra Alternaria spp. se puede observar
gue las hifas de T. enredan a las hifas de A.
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Tanto las cepas endémicas de Trichoderma spp. obtenidas de las tres localidades
del Estado de Guanajuato, como la cepa comercial de este hongo, mostraron un
antagonismo eficiente contra Alternaria spp. en un medio de cultivo de PDA, y a una
temperatura de 28°C + 1°C, (cuadro. 9 y Fig. 21), se puede comparar con diversas
investigaciones, como la de Rollan (1999), quien sefialé que a una temperatura de 25°C las
especies de Trichoderma colonizan los esclerocios de Sclerotinia sclerotionum y S. minor.
Ruano (2003), por su parte, demostré que la temperatura dptima para el crecimiento de
Trichoderma es de 25°C contra Rosellinia necatrix. Torres (2008) encontré que las
temperaturas de 24 y 28°C permitieron el optimo crecimiento de Trichoderma en la

interaccidn antagonica frente al patégeno Cladosporium fulvum.

En los tratamientos con la cepa comercial y la cepa endémica se obtuvo que en el
Rancho La Minita, la cepa comercial tuvo un mejor crecimiento que la cepa endémica; en
el Rancho El Queretano tanto la cepa comercial como la cepa endémica mostraron un
crecimiento uniforme, excepto en el ultimo tratamiento donde la cepa endémica superé a
la cepa comercial; en el Rancho Las Arboledas tuvo un mejor crecimiento la cepa
endémica que la cepa comercial, demostrando que al menos en este rancho fue mas
eficiente, ya que estd adaptada a las condiciones edafoclimaticas de la zona, lo que
coincide con diversos autores, como Gonzalez (1999), quien demostré que las cepas de
Trichoderma tuvieron un alto efecto antagdnico frente Alternaria solani, tanto en forma
micelial como metabdlica, destacandose la cepa nativa que ejercié un efecto antagdnico e
hiperparasitico significativamente superior al comercial. Michel (2001) encontré que las
especies endémicas de Trichoderma aisladas del suelo de huertas de mango, tienen una
capacidad inhibitoria sobre el crecimiento micelial del Fusarium oxysporum y F.
subglutinans. Cindom (2000), por su parte, comprobd que las cepas de Trichoderma spp.
tienen una actividad antagdnica variable, ya que dos cepas mostraron mayor actividad
antagonica, comparadas con el testigo se puede decir que la actividad podria deberse a la
liberacion de sustancias enzimdticas o antibidticas, producidas por la especie de

Trichoderma. Guigdn (2004), por su parte, encontrd que las cepas nativas de Trichoderma
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spp. ofrecen una alternativa efectiva para el biocontrol de la marchitez del chile causada
por Phytophthora capsici. Suarez (2008) demostré que la cepa endémica, seguido de la
cepa comercial de Trichoderma harzianum, resultaron ser los antagonistas con mayores
habilidades de micoparasitismo, competencia por espacio e inhibicion del crecimiento
para el control de Fusarium solani. Reyes (2008) demostré que los aislamientos de
Trichoderma spp. frente a Rhizoctonia sp. tuvieron un efecto inhibitorio ya que presentan

una mayor capacidad para competir por el sustrato.

En el rancho La Minita y El Queretano, la cantidad de inoculo en el suelo fue baja
por la aplicacién de fungicidas, lo que bajo su potencial antagdnico. En el rancho Las
Arboledas se obtuvo la mayor eficiencia, una de las causas se debe a que no aplicaron
fungicidas que bajaran la cantidad de inoculo y propiedad antagdnica. Esto quiere decir
que para obtener cepas endémicas de Trichoderma spp, es recomendable evitar las
aplicaciones de fungicidas con el fin de que no mermen la poblacién de este organismo

antagonico.

Los resultados obtenidos demuestran que las cepas endémicas de Trichoderma
pueden ser mas eficientes que las comerciales, siempre y cuando no haya factores que
alteren las poblaciones de este organismo antagdnico, de acuerdo con Martinez (2008),
quien encontré que aun cuando los aislamientos tengan una menor velocidad de
crecimiento mantienen su capacidad de competencia por nutrientes y espacio pero
pueden llegar a necesitar un tiempo mayor para tener efecto antagénico, por lo que es
necesario tener en cuenta este aspecto para la seleccion de cepas de Trichoderma con
mayor potencial para el control de los patdgenos del suelo. Soto (2002) dio a conocer que
a las 10 semanas de que fueron sembradas las plantas ornamentales inoculadas con T.
harzianum mostraron un mayor crecimiento (altura, nimero de hojas y de flores) con

respecto a las plantas testigo, ademas la floracion se efectué en menor tiempo.
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Por lo tanto, es recomendable utilizar cepas endémicas de los agentes de biocontrol,
considerando todos los aspectos involucrados en el desarrollo de los microorganismos

tanto benéficos como perjudiciales, asi como de su interaccién.
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VI.

CONCLUSIONES.

La temperatura 6ptima para el crecimiento in vitro de Trichoderma vs Alternaria

fue de 28°C.

En el crecimiento in vitro, Trichoderma spp. es antagdénico de Alternaria, spp.

inhibiendo su desarrollo.

En el rancho La Minita la eficiencia de las cepas endémicas y la cepa comercial de

Trichoderma no mostro diferencia significativa.

En el Rancho El Queretano la eficiencia de las cepas endémicas y la cepa comercial
de Trichoderma tampoco mostrd diferencia significativa, con excepcién de la

ultima fecha de colecta, en donde la cepa endémica superd a la comercial.

En el Rancho Las Arboledas las cepas endémicas de Trichoderma fueron mas

eficientes que la cepa comercial.

La aplicacién de fungicidas altera las poblaciones endémicas de Trichoderma.
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VII. GLOSARIO. Fuente: Ulloa y Hanlin, 2006.

% Antagonismo: relacion entre dos especies de organismos contrarios, en la cual uno
de los dos afecta la vida del otro, ya sea inhibiendo parcial o totalmente su
crecimiento o incluso matandolo. El parasitismo entre un parasito y su hospedante

se le conoce antagdnica o antagonistica.

% Antibiosis: efecto inhibitorio de un organismo sobre los procesos fisioldgicos de

otro.

% Apresorios: son o6rganos de fijacidn; hifas unicelulares laterales cortas y
especializadas, se caracterizan por que parten de los tubos germinativos o hifas mas

largas se adhieren a la cuticula del hospedante.

% Conidio: espora asexual nucleada, inmdvil, que generalmente se forma en el dpice

0 a un lado de una célula espordgena (conididgena) especializada.

% Conidioforo: hifa, simple o ramificada, que esta morfoldgica/o fisiolégicamente

diferenciada de una hifa somatica para producir y portar conidios.

% Enzima litica: capaz de degradar la pared celular de un microorganismo.

“ Espora: pequefia unidad de propagacién, unicelular o multicelular, asexual o sexual,

movil o inmovil, que es capaz de originar a un nuevo individuo.

% Formacion de conidios de manera blastica: es un tipo de desarrollo conidial a partir
de una porcién de la célula conididgena en el que el primordio del conidio sufre un

notorio agrandamiento antes de que dicho primordio sea delimitado por un septo.

“ Fungistasis: inhibicidn de la actividad vital de los hongos.

% Hidrolasas: es una enzima capaz de hidrolizar un enlace quimico.
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Hiperparasito: son parasitos de otros parasitos.

Hospedante: organismo del cual un parasito obtiene su alimento, ya sea interna o

externamente.

Micelio: conjunto o masa de hifas que constituye el cuerpo vegetativo o talo de un

hongo.

Micoparasito: hongo parasito de otro hongo; existen micoparasitos biotrdéficos, que
causan poco dafio, o éste no es aparente, en el hospedante, y micoparasitos

necrotréficos, que matan una parte o la totalidad de los tejidos del hospedante.

Microbiota: es la totalidad de los microorganismos presentes en un drea o habitat

especifico, incluyendo algas, bacterias, protozoarios y hongos.

Parasitoide: es un organismo que vive a expensas de otro pero sin llegar a matar a

su hospedador.

Patosistema: es el comportamiento de la poblacién del hospedero asi como la del
patdgeno, ya que los componentes bioldgicos de un patosistema vegetal (planta —
agente causal — medio bidtico) estan relacionados con los componentes abidticos y

climaticos.

Primordio: es el estado inicial de desarrollo de cualquier estructura.

Silicua: es el nombre que recibe el fruto seco dehiscente, mas precisamente una
capsula dehiscente paraplacentaria, de ciertas plantas, cuya longitud es al menos el

triple que la anchura.

Sub-letal: es la dosis de una sustancia potencialmente letal que no es capaz de

producir la muerte.

Sustentable: se refiere al equilibrio de una especie con los recursos de su entorno.
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Anexo

1.

Crecimiento total expresados en cm de Alternaria spp. del Rancho La Minita.

12 2 3 4 5 6 7 8 9 10 X
AEl | 154 | 181 | 164 | 185 = 27 | 167 | 157 | 164 | 167 | 168 | 1.777
AE2 | 22 | 173 | 212 | 166 @ 225 | 194 | 139 | 195 & 136 & 204 | 1.864
AE3 2.36 1.55 2.82 1.66 1.82 1.81 1.6 1.71 1.79 2.19 1.931
ACl | 168 | 169 @ 168 & 165 162 @ 175 172 178 18 | 168  1.705
AC2 222 0 19 | 199 @ 209 @ 201 ! 215 ' 199 | 214 | 203 | 1.95 2.047
AC3 = 158 219 = 194 175 156 & 18 | 172 = 161 & 196 | 1.82 | 1.799
AT1 178 | 249 219 = 192 & 1.8 | 191 . 211 | 195 . 199 . 197  2.014
AT2 2.41 262 | 262 | 223 285 24 | 267 | 265 @ 266 2.58 2.569
AT3 | 242 @ 271 | 251 | 214 | 244 | 224 | 277 | 202 | 238 @ 245 | 2.408

ANOVA. de Alternaria spp. del Rancho La Minita.
ANOVA
Source of Variation SS df MS F F crit

Tratamientos 6.91598 8 0.864498 14.21468  2.069832

Repeticiones 0.641938 9 0.071326 1.172799  2.012705

Error 4.378842 72 0.060817

Total 11.93676 89

Crecimiento total expresado en cm de Alternaria spp. del Rancho EI Queretano.

.1 i 2 . 3 : 4 .5 . 6 {7 ;8 9 10 @ X
AEl | 198 | 199 | 214 | 224 | 226 214 ; 22 | 189 | 195 | 2.03 | 2.082
AE2 | 199 | 154 | 175 | 2 | 178 | 162 | 18 | 181 | 191 | 2.06 | 1.826
AE3 | 164 175 175 @ 183 16l 172 177 192 168 165 @ 1732
ACL | 188 174 152 189 199 201 183 201 216 151  1.854
AC2 | 197 E"l_.'7_9_'§"'1'?7"7' 19 2 1.96 1.73 'i'.é'a'"i'_ 1.82 14 1.817
AC3 | 196 @ 213 | 18 | 212 | 216 | 171 | 197 @ 171 @ 18 = 174 | 1912
ATL | 3 | 248 ' 266 | 272 @ 278 ' 257 | 255 | 287 | 3 | 272 | 2735
AT2 | 217 | 228 | 253 | 259 206 | 218 | 24 | 279 297 | 205 | 2.402
AT3 | 213 | 232 | 19 | 231 182 219 223 303 276 273 2342
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ANOVA. de Alternaria spp. del Rancho El Queretano

Source of Variation SS df MS F F crit
Tratamientos 9.3541 8 1.169263 25.70078 2.069832
Repeticiones 0.700284 9 0.077809 1.710276 2.012705
Error 3.275656 72 0.045495

Total 13.33004 89

Crecimiento total expresado en cm de Alternaria spp. del Rancho Las Arboledas.

AE1l : 1.67 : 1.6 : 1.68 : 1.49 : 1.61 : 1.66 : 1.84 : 1.42 : 2.17 : 1.67 :1.681
AE2 : 1.3 : 1.28 : 1.28 : 1.19 : 1.49 : 1.27 : 1.28 : 1.19 : 1.36 : 1.26 : 1.29
‘AE3 | 142 127 | 159 | 161 161 = 14 | 152 | 144 | 141 @ 158 1485
ACI | 162 | 215 18 | 159 206 161 | 17 | 173 159 | 164 | 1749 |
ACZ | 121 137 134 116 163 155 106 147 & 15 | 135 1364
AC3 | 135 161 | 165 149 | 194 | 157 | 155 | 177 126 & 139 | 1.558 |
ATL | 165 234 | 192 202 189 | 158 | 176 | 169 | 162 15 | 1.797 |
AT2 162 | 206 | 209 162 & 119 & 186 @ 193 & 181 118 174 171 |
AT3S 229 23 222 183 22 212 216 232 199 192 2145

ANOVA. de Alternaria spp. del Rancho Las Arboledas

Source of Variation SS df MS F F crit
Tratamientos 5.275209 8 0.659401 17.22373 2.069832
Repeticiones 0.52301 9 0.058112 1.517907 2.012705
Error 2.75648 72 0.038284

Total 8.554699 89
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Anexo 2.

Crecimiento total expresado en cm de Trichoderma spp. del Rancho La Minita

T | 732 ; 731 ; 732 | 735 | 738 | 725 | 728 | 722 | 72 | 732 | 7.295

T2 | 746 | 719 | 736 715 63 | 733 743 736 | 733 | 732 | 7.223
T3 | 678 | 71 | 701 691 699 | 685 701 @ 686 & 697 | 705 6953
T4 68 | 727 688 | 734 675 | 706 | 761 @ 705 | 764 696 | 7.136 |
T5 | 742 | 681 706 | 725 744 | 7.4 728 739 704 | 718 = 7.201
T6 | 664 745 618 | 734 | 718 | 719 | 74 | 729 | 721 681 | 7.069 |

ANOVA. de Trichoderma spp. del Rancho La Minita

Source of Variation SS df MS F F crit
Tratamientos 0.744328 5 0.148866 2.090578 2.422085459
Repeticiones 0.669735 9 0.074415 1.045039 2.095755094
Error 3.204355 45 0.071208

Total 4.618418 59

Crecimiento total expresados en cm de Trichoderma spp. del Rancho El Queretano

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 X
T 703 721 723 71 . 7 | 704 727 717 . 718 = 76 7.183
T2 | 7.01 : 7.46 : 7.25 : 7 : 7.22 : 7.38 : 7.2 : 7.19 : 7.09 : 6.94 7.174
T3 712 726 748 711 701 699 717 = 699 = 684 = 7.49 7.146
T4 | 7.02 : 7.01 : 6.86 : 6.76 : 6.74 : 6.86 : 6.8 : 7.11 : 7.05 : 6.97 6.918
T5 704 687 718 68 = 68 | 729 703 729 | 72 | 7.26 7.088
T6 | 7.36 : 7.25 : 7.25 : 7.17 : 7.39 : 7.28 : 7.23 : 7.08 : 7.32 : 7.35 7.268
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ANOVA. de Trichoderma spp. del Rancho El Queretano

Source of Variation

Tratamientos
Repeticiones

Error

Total

SS
0.707515
0.327435
1.122935

2.157885

df

5 0.141503 5.670529 2.422085459
9 0.036382 1.457943 2.095755094

MS

45 0.024954

59

F

F crit

Crecimiento total expresados en cm de Trichoderma spp. del Rancho Las Arboledas

1 P 3 4 5 6 7 8 9 10 X
T1 7.79 7.63 7.66 7.84 7.37 7.45 7.94 7.53 7.5 7.65 7.636
T2 7.7 7.72 7.72 7.81 7.51 7.73 7.72 7.81 7.64 7.74 7.71
T3 7.38 6.85 7.2 7.41 6.94 7.39 7.3 7.27 7.41 7.36 7.251
T4 7.33 7.4 7.32 7.51 7.39 7.34 7.16 7.58 6.83 7.33 7.319
T5 7.65 7.39 7.35 7.51 7.06 7.43 7.45 7.23 7.74 7.61 7.442
T6 7.58 7.73 7.41 7.39 7.39 7.6 7.48 7.56 7.59 7.42 7.515

ANOVA. de Trichoderma spp. del Rancho Las Arboledas.

Source of Variation

Tratamientos
Repeteciones

Error

Total

SS
1.582588
0.389468
1.198362

3.170418

df

5 0.316518 11.88564 2.422085459
9 0.043274 1.625003 2.095755094

45

59

MS

0.02663

F

F crit
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