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RESUMEN

El 60% de las enfermedades en los cultivos agricolas son causadas por hongos fitopatogenos
entre los que se encuentra Fusarium, causantes de marchitez, necrosis, defoliaciones, etc.
asociadas con pérdidas de produccidén. Para su control, el principal método es el quimico,
aunque suele tener buenos resultados, su uso recurrente genera contaminacion y seleccion de
cepas resistentes. Como alternativa pueden emplearse microorganismos antagonistas, por
ejemplo, especies de Trichoderma que por sus propiedades de biocontrol, tiene resultados
sobresalientes para el manejo de patdgenos con origen en el suelo. Este trabajo consistio en
identificar molecularmente, el aislado de la cepa Trichoderma sp. Tal3-17 y estimar su
potencial antagonico in vitro e in vivo, contra 12 cepas, de cinco especies de Fusarium;
aisladas de hospedantes de importancia econémica. La identidad de la cepa Tal3-17
correspondid a Trichoderma asperellum e inhibio en cultivos duales, al menos el 50% del
crecimiento micelial del fitopatdgeno y del 92 a 100% mostré micoparasitismo, el filtrado de
T. asperellum incorporado al medio de cultivo causo6 en algunas cepas hasta un 90.40% de
inhibicidn de crecimiento micelial, inhibicion en la esporulacion y germinacién de conidios.
In vivo, T. asperellum inhibié en un 87.5% los sintomas causados por Fusarium oxysporum
en chile habanero y mostro potencial en la promocidn de crecimiento vegetal del mismo. Por
lo que se considera a T. asperellum como un agente prometedor en el biocontrol de Fusarium
spp.

Palabras clave: antagonismo, antibiosis, biocontrol, Fusarium Marchitez, Trichoderma.



CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

1. INTRODUCCION

Entre las principales limitantes de los cultivos horticolas se encuentran las plagas y
enfermedades que causan pérdidas en la produccion. Al menos el 60% de las enfermedades
presentes en cultivos son causadas por hongos que disminuyen los rendimientos, ya que
afectan su desarrollo fisioldgico y los hacen més vulnerables al ataque de otros fitopatdgenos
(Moo-Koh, et al., 2014).

Entre las enfermedades que causan los hongos en los cultivos horticolas se encuentran las
pudriciones de tallos y raices, asociadas en su mayoria por hongos con origen en el suelo,
como Fusarium spp., donde destacan especies como F. oxysporum, F. Solani, F. equiseti,
entre otras. Fusarium spp. ataca diferentes variedades de plantas, se caracterizan por
sobrevivir en rastrojos de cultivos anteriores y permanecen en el suelo por varios afos
(Arguello et al., 2007). Crecen casi en cualquier tipo de suelo, sin embargo, algunos en
condiciones de alta humedad reducen su infeccion debido a la presencia de bacterias
anaerdbicas (Ocafia, 2008).

Para su control, el principal método es el quimico, aunque suele tener buenos resultados su
uso recurrente genera contaminacion, pérdida de biodiversidad y seleccion de cepas
resistentes (Corréa et al., 2007).

Una alternativa para reducir el uso de productos quimicos en los cultivos horticolas, son
los microorganismos antagonistas, que ejercen cierto biocontrol sobre fitopatdgenos. Tal es
el caso del género Trichoderma que inhibe el crecimiento de hongos fitopatdgenos, debido a
los mecanismos de accion que ejerce sobre éstos, entre los que destacan, la competencia por
nutrientes y espacio, la produccion de metabolitos y el micoparasitismo (Samuels et al.,
2007).



1.2 ANTECEDENTES

1.2.1 Hongos fitopatdgenos

Las enfermedades fungosas son factores que participan como responsables de los bajos
rendimientos productivos y economicos de los cultivos horticolas, lo que provoca también
niveles deficientes de calidad en los productos cosechados. El género Fusarium, es uno de
los fitopatdgenos mas importantes asociados al marchitamiento y reduccién del rendimiento
de cultivos como el chile habanero, en este género se encuentran las especies F. oxysporum,
F. solani, F equiseti, F. moniliforme, entre otras, las que comunmente afectan a los cultivos,
y ocasionan pérdidas por encima del 50% o incluso la pérdida total del cultivo cuando las

condiciones son favorables para el progreso de la enfermedad (Mejia et al., 2016).

1.2.3 Importancia de los hongos fitopatdgenos en los cultivos

Las enfermedades fungosas se encuentran en primer plano como responsables de los bajos
rendimientos y en ocasiones de la pérdida total de los cultivos. Estas enfermedades impiden
la produccién de mayor cantidad y calidad de alimentos (Garcia, 1977). EI marchitamiento
vascular, es destructivo y es causado por diversos agentes etioldgicos que se encuentran
ampliamente distribuidas en poblaciones y cultivos de un sin nimero de especies de plantas
(Agrios, 2002). Tal es el caso de los hongos del género Fusarium, asociado con el
marchitamiento y reduccion del rendimiento de cultivos como Capsicum chinense Jacq. Este
cultivo puede afectarse por diferentes especies del hongo como F. oxysporum, F. equiseti, F.

solani, entre otros (Reyes et al., 2012).



1.2.4 Caracteristicas del género Fusarium

El hongo se caracteriza por tener un crecimiento micelial generalmente aéreo, abundante,
algodonoso, con diferentes coloraciones: blanco, durazno, salmoén, pero usualmente con un
tinte purpura o violeta mas intenso en la superficie del medio del cultivo; ademas se
caracteriza por producir tres clases de esporas: i) microconidios, que se caracterizan por ser
unicelulares, septadas y hialinas en forma variable, formadas sobre fialides laterales o sobre
conidiéforos poco ramificados (Nelson et al., 1981). ii) macroconidias y iii) clamidosporas
gue son muy importantes para la clasificacion de esta especie. Las macro y microconidias se
producen en los vasos del xilema, pero las microconidias son predominantes en los tejidos
infectados (Nelson et al., 1981).

Los sintomas que se presentan en las plantas causados por Fusarium spp. generalmente
se observan en etapas cercanas a la floracidn; las plantas son raquiticas, con un
amarillamiento blanquecino ascendente, con posterior marchitamiento. En tejidos internos
de las raices y de la base del tallo, se observa una pudricién seca de coloracion rojiza, efecto
de las toxinas producidas por el hongo, ya que el xilema es obstruido lo cual causa la muerte

de la planta (Insuasty et al., 2014).

1.2.5 Marchitez vascular causada por Fusarium

Las plantas afectadas por marchitamiento causados por Fusarium spp. presentan un grupo
comun de sintomas: en un principio las hojas pierden turgencia, se debilitan y adquieren una
tonalidad verde claro, con marchitamiento, en ocasiones pueden enrollarse o0 permanecer
extendidas, hasta tornarse amarillentas, posteriormente se genera necrosamiento y finalmente
la muerte de las plantas; (Gonzéles, 2006). En general, el primer sintoma de este grupo de
enfermedades que se observa en campo, es el amarillamiento de las hojas basales,
posteriormente se marchitan y se secan, pero permanecen adheridas a la planta. Este sindrome
progresa hacia la parte superior de la planta a veces solo toma un sector de la misma. Al

comienzo las plantas muestran marchitez en horas mas calurosas del dia recuperandose al



final del mismo, en casos severos el marchitamiento lleva a la muerte de la planta; se presenta
en las raices principales y la base del tallo un necrosamiento vascular de coloracién marrén
(Backer, 1978; Agrios, 2002).

1.2.6 Importancia del cultivo de chile habanero y su afectacion por Fusarium

El chile habanero es originario de Sur de Ameérica. El 4 junio de 2010 la peninsula de
Yucatéan recibe la denominacién de origen (SAGARPA, 2016). La importancia econémica
del chile habanero (Capsicum chinense Jacq.) se basa principalmente en la utilizacion de sus
frutos. El chile es a nivel mundial el quinto producto horticola, por superficie cultivada (FAQ,
2016). El interés por este cultivo no se centra Unicamente en su importancia econémica y
consumo humano; también es una fuente excelente de colorantes naturales, minerales y
vitaminas A, Cy E (Ruiz et al., 2011).

El chile habanero, se encuentra distribuido en toda la peninsula de Yucatan, donde se
observan diferentes formas, colores y tamarios del fruto. Tienen un lugar muy importante en
la dieta de la poblacion yucateca y se ha convertido en un simbolo debido a sus caracteristicas
organolépticas, de mayor vida de anaquel, alto nivel de picor y su importante participacion
en la gastronomia tradicional del estado. Ocupa el segundo lugar, después del cultivo del
tomate, en cuanto a superficie cultivada. La mayor superficie de cultivo se encuentra en la
parte norte del estado, y contribuye con mas de 90 por ciento del volumen de la produccion
estatal, la cual se comercializa y se consume en fresco, principalmente (Ruiz et al., 2011).

El chile habanero producido en la peninsula de Yucatan se considera de calidad superior
a los cultivados en otras partes del mundo, debido a su alto contenido de capsaicinoides; esta
propiedad ha sido clave para que mas superficie se esté destinando para su produccién y se
busquen nuevas tecnologias mas eficientes para el desarrollo de este cultivo (Medina et al.,
2008; Pérez et al., 2008).

Yucatan se encuentra entre los cuatro estados con mayor produccion de chile habanero,
en segundo lugar después del estado de Tabasco. Cuenta con una superficie sembrada de
222.89 hectareas y una producciéon de 2,166.37 toneladas (SIAP, 2015), presenta una
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demanda importante en el mercado nacional y local por el uso que se le da no solo en la
alimentacion sino también en la industria farmacéutica y cosmética, ademas de que
representa una fuente de trabajo permanente para los productores dedicados a este cultivo.
Sin embargo, el chile habanero es un cultivo que no esta exento de ser afectado por
Fusarium, la marchitez por pudricion de raiz es una de las enfermedades méas importantes en
este cultivo, se ha reportado que los sintomas por Fusarium también se han identificado en
tallo, cotiledones y hojas (Reyes et al., 2012) lo que ocasiona una disminucién en el
crecimiento y desarrollo de las plantas hasta llevarlas a la muerte si las condiciones para el

desarrollo del hongo son favorables.

1.2.7 Control bioldgico de hongos fitopatogenos

La problematica de la utilizacién discriminada de los fungicidas puede resumirse en
fungo-resistencia, contaminacion ambiental y toxicidad en los productos cosechados. Una
respuesta positiva y concreta a la campafia mundial contra el uso de productos quimicos es
la utilizacion de microorganismos antagdnicos, altamente competitivos para la proteccién de
los cultivos en contra de patdgenos fangicos de la raiz (Stefanova, 2016). Se demostro la
eficiencia y el impacto ecolégico que representa el uso de estos organismos al practicar una
agricultura mas sostenible y sustentable, ya que disminuye los efectos inherentes al uso de
productos quimicos (Mejia et al., 2016).

En la actualidad, especies del genero Trichoderma son de los antagonistas mas utilizados
para el control de enfermedades en plantas causadas por hongos, debido a su ubicuidad, a su
facilidad para ser aisladas y cultivadas, a su crecimiento rapido en un gran nimero de
sustratos y a que no atacan a plantas superiores (Ezziyyani et al., 2004). Estudios realizados
por Martinez-padrén et al. (2017) demuestran que Trichoderma es un antagonista efectivo
contra hongos fitopatdgenos. En otro estudio se observé que Trichoderma harzianum cepa
A34, fue eficaz en el control de Fusarium oxysporum, agente causal de la marchitez de
banano, y mostro una significativa inhibicion de la frecuencia y severidad de la enfermedad.
(Reyes et al., 2012).



1.2.8 Generalidades de Trichoderma

Trichoderma es un hongo que se encuentra frecuentemente sobre tejidos vegetales en
descomposicion. Es un organismo dominante en los suelos, debido a su naturaleza agresiva
y su capacidad metabolica para competir con otros microorganismos (Insuasty et al., 2014).
Comprende alrededor de 386 especies sin fase sexual evidente (Samuels, 2007). Presentan
micelio con septos simples. Las especies son haploides y su pared esta compuesta por quitina
y glucano. Se reproducen asexualmente por conidios. Presentan conidiéforos hialinos
ramificados, fialides simples o en grupos, conidios de 3 a 5 um de diametro, generalmente
ovalados, unicelulares, coloreados (usualmente verdes); de rapido desarrollo en medios
sintéticos. Tienen la capacidad de producir clamidosporas unicelulares pero pueden unirse
entre dos 0 mas. Estas estructures son de vital importancia para su sobrevivencia en el suelo
bajo condiciones adversas. El organismo crece y se ramifica desarrollando tipicas hifas, de 5
a 10 um de ancho. Trichoderma es un hongo aerobico, con capacidad para resistir un amplio
intervalo de temperaturas, se han encontrado especies aisladas a temperaturas de 4 °C que
han tolerado temperaturas hasta de 35 °C. La luz y su espectro también influyen en el
desarrollo de Trichoderma, fundamentalmente sobre la esporulacién.

La luz influye en la produccion de metabolitos secundarios. Las especies de Trichoderma
no son exigentes con relacién al pH del sustrato. Pueden crecer en suelos con pH desde 5,5
a 8,5, aungue los valores Optimos se encuentran entre 5,5-6,5, es decir en un ambiente
ligeramente acido. El desarrollo de Trichoderma se activa con la presencia de humedad, con
Optimo de 60% de la capacidad de retencion de humedad del suelo. Se encuentran en suelos
con abundante materia organica y por su relacion con ésta, es ubicado en el grupo de hongos
hipogeos, lignicolas y predadores (Martinez et al., 2013).



1.2.9 Trichoderma como agentes de control biolégico

Las especies de Trichoderma se utilizan como agente de biocontrol contra hongos
fitopatdgenos como Rhizoctonia spp., Pythium spp., Botrytis cinerea y Fusarium spp., entre
otros. Estan catalogados entre los agentes de control biolégico mas eficientes debido al
amplio espectro antagonista que presentan (Michel-Aceves et al., 2012). En un estudio
realizado por Guédez et al. (2012) reportaron con diferentes aislados de T. harzianum altos
grados de parasitismo en Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii y Fusarium oxysporum, todos
los aislados demostraron tener porcentajes de inhibicion del crecimiento radial de los
patdgenos mayores al 50%.

Las especies de Trichoderma acttian como hiperparasitos competitivos. Las que producen
metabolitos antiflngicos y enzimas hidroliticas se les atribuyen los cambios estructurales a
nivel celular, tales como vacuolizacion, granulacion, desintegracion del citoplasma y lisis
celular, en los organismos con los que interacta, ademas de la habilidad de incrementar el
desarrollo y crecimiento de las plantas (Ezziyyani et al., 2004).

Trichoderma puede aplicarse desde semilla y protegen a las plantulas en la fase post-
emergente de los patdgenos fungicos, asi mismo, la aplicacion directa al suelo ofrece una

proteccién mayor a los cultivos (Stefanova, 2016).

1.2.9.1 Micoparasitismo

Se puede definir como el uso del patégeno como alimento por su antagonista, en el que
generalmente se ven involucradas diferentes enzimas extracelulares que lisan o digieren las
paredes de los hongos (Chet et al., 1997).

El micoparasitismo es un proceso complejo que ocurre en cuatro etapas: Crecimiento
quimiotréfico; donde Trichoderma puede detectar a distancia a sus posibles hospedantes,
Reconocimiento; se considera que existe una alta especificidad del antagonista por su
sustrato, Adhesion y enrollamiento; ocurre por la asociacion de un azucar de la pared del

antagonista con una lectina presente en la pared del patdgeno y Actividad litica; produccion
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de enzimas liticas extracelulares, fundamentalmente quitinasas, glucanasas y proteasas, que
hidrolizan paredes celulares del patégeno y posibilitan la penetracién de las hifas de
Trichoderma. EIl micoparasitismo concluye con la pérdida del contenido citoplasmatico de la
célula hospedante, mostrando sintomas de disgregacion. Diferentes interacciones hifales
estan involucradas en el micoparasitismo, tales como: enrollamiento, penetracion,
vacuolizacion, granulacion, coagulacién, desintegracion vy lisis. Las enzimas desempefian
una funcidn esencial en el micoparasitismo, ya que la penetracién de la hifa de Trichoderma
en su hospedante esta regida por la maquinaria enzimatica de este antagonista, y depende
mas del aislamiento y del hospedante, que de la propia especie del biorregulador. Entre las
enzimas, se considera fundamental la -1,3 glucanasa, estrechamente relacionada con la
hidrolisis de la pared celular de patdgenos.

En otras interacciones, las especies de Trichoderma lograron producir polisacaridasas,
proteasas y lipasas, compuestos que pueden intervenir en la hidrolisis de la pared de las
celulas de Fusarium oxysporum. También, el crecimiento de Trichoderma sobre el patdgeno
en cultivo dual, no es garantia de alta capacidad parasitica, ya que las hifas de ambos pueden

compartir espacios en el sustrato sin llegar a parasitarlo (Martinez et al., 2013).

1.2.9.2 Competencia

Un factor esencial para que exista competencia es la escasez o limitacion de un
requerimiento (espacio o nutrientes), por lo que competencia puede definirse como el
comportamiento desigual de dos 0 mas organismos ante un mismo requerimiento, siempre y
cuando la utilizacién del mismo por uno de ellos, reduzca la cantidad necesaria para los
demas. La presencia de Trichoderma en suelos agricolas y naturales es una evidencia, de que
es un excelente competidor por espacio y recursos nutricionales, y de su plasticidad
ecologica. La competencia por nutrientes de Trichoderma, es principalmente por carbono,
nitrato y hierro (Martinez et al., 2013).

En general, las cualidades que favorecen la competencia de este antagonista se encuentran:

la alta velocidad de crecimiento que posee y la secrecion de metabolitos de diferente

8



naturaleza, que frenan o eliminan a los competidores en el microambiente. Este modo de
accion influye en bloquear el paso del patégeno y resulta importante para la diseminacion del
antagonista. La competencia evaluada bajo condiciones in vitro (cultivo dual), se ejerce
principalmente por espacio y en ella intervienen la velocidad de crecimiento de las cepas del
antagonista y factores externos como tipo de sustrato, pH y temperatura, entre otros. Bajo
condiciones in vivo, la competencia de Trichoderma en la rizosfera, se relacion6 con la
capacidad de colonizacion de la raiz y el espacio adyacente. En ella influyen de forma

importante factores como tipo de suelo, pH, temperatura y humedad (Martinez et al., 2013).

1.2.9.3 Antibiosis

La antibiosis se puede definir como la produccién de sustancias por Trichoderma que
pueden resultar toxicas para otros organismos patdgenos.

Los metabolitos con actividad antifingica secretados por Trichoderma constituyen un
grupo de compuestos volatiles y no volatiles, diversos en cuanto a estructura y funcion.
Muchas cepas de Trichoderma producen estos metabolitos secundarios, algunos de los cuales
inhiben otros microorganismos, con los que no se establece contacto fisico, estas sustancias
inhibitorias son consideradas antibidticos (Infante et al., 2009).

Se identificaron compuestos del tipo de las alquilpironas (6-o-pentil-pirona), isonitrilos
(isonitrina), poliquétidos (harzianolida), peptabioles (trichodermina, atroviridina,
alameticina, suzucacilina y trichozianina), dicetopiperacinas (gliovirina y gliotoxina),
sesquiterpenos (&cido heptelidico) y esteroides (viridina) (Martinez et al., 2013). La
capacidad de una misma cepa de Trichoderma de secretar varios compuestos antifingicos
simultaneamente, limita el riesgo de aparicion de microorganismos resistentes a estos
metabolitos lo que ejemplifica la importancia de la antibiosis como parte de la actividad
antagonista de este hongo (Martinez et al., 2013).



1.3 HIPOTESIS

Las propiedades antagonicas de Trichoderma sp. Tal3-17 estdn asociadas con la

competencia por espacio y el micoparasitismo.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1. General

Evaluar las propiedades antagénicas de Trichoderma sp. Tal3-17 contra diferentes

especies del genero Fusarium.

1.4.2. Especificos

1. Identificar la especie de Trichoderma sp. Tal3-17 mediante técnicas moleculares.

2. Estimar in vitro competencia, micoparasitismo y antibiosis de Trichoderma sp.

Tal3-17 contra diferentes especies de Fusarium.

3. Evaluar in vivo la capacidad biocontroladora de Trichoderma sp. Tal3-17 sobre

enfermedades causadas por Fusarium oxysporum en Capsicum chinense Jacq.
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1.5 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Se llevo a cabo la reactivacion de 12 cepas de Fusarium de diferentes especies y una cepa
de Trichoderma sp. (Tal3-17) para ser utilizadas en pruebas posteriores y determinar el
antagonismo de Trichoderma sobre Fusarium, se evalué competencia, micoparasitismo y
antibiosis en ensayos in vitro e in vivo. Se realiz0 la identificacion a nivel especie de la cepa
de Tal3-17 realizando la extraccion de ADN, posteriormente PCR (Reaccidn en Cadena de
la Polimerasa) y electroforesis en gel de agarosa, las muestras obtenidas se enviaron a
secuenciacion en un laboratorio especializado y los resultados obtenidos se sometieron a un
analisis en el Banco de Genes del National Center for Biotechnology Information.

Se hicieron pruebas in vitro del antagonismo de Trichoderma sp. Tal3-17 sobre las cepas
de Fusarium para determinar la inhibicion del crecimiento micelial y el micoparasitismo, asi
mismo se realizo un segundo ensayo in vitro sobre el efecto del filtrado libre de células de
Trichoderma sp. Tal3-17 combinado con medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) donde
se dejo crecer a Fusarium para evaluar el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial,
el porcentaje de esporulacion y el porcentaje de germinacion de conidios.

Por ultimo se realiz6 un ensayo in vivo para determinar la capacidad biocontroladora de
Trichoderma sp. Tal3-17 sobre la enfermedad causada por Fusarium oxysporum, evaluando
la severidad de los sintomas, ademés se midieron variables morfoldgicas y fisiologicas para
determinar la influencia de los hongos en el crecimiento y desarrollo de las plantas. En este
ensayo se utilizaron plantas de chile habanero de la variedad jaguar como modelo para
desarrollar el experimento.

Todos los experimentos se desarrollaran bajo un disefio completamente al azar, fueron
evaluados conforme a las variables de medicion establecidas en la metodologia y se
realizaron analisis de varianza para cada variable de manera que al encontrar diferencias
significativas se realizaron comparacion de medias con el comparador Scott y Knott para las
lariables in vitro y Tukey para las variables in vivo, con un nivel de significancia de P<0.05

en el programa estadistico InfoStat.
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EVALUACION DE LAS PROPIEDADES ANTAGONICAS DE Trichoderma sp. Tal3-17
CONTRA Fusarium spp.
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RESUMEN
El 60% de las enfermedades en los cultivos agricolas son causadas por hongos fitopatdégenos entre los

que se encuentra Fusarium spp. Para su control, el principal método es el quimico, aunque suele tener
buenos resultados, su uso recurrente genera contaminacion y seleccion de cepas resistentes. Como
alternativa pueden emplearse microorganismos antagonistas, e.g. Trichoderma spp. que por sus
propiedades de biocontrol, tiene resultados sobresalientes para el manejo de patdégenos con origen en el
suelo. Este trabajo consistid en identificar molecularmente, el aislado de la cepa Trichoderma sp. Tal3-
17 y estimar su potencial antagonico in vitro e in vivo, contra 12 cepas, de 5 especies de Fusarium;
aisladas de hospedantes de importancia econémica. La identidad de la cepa Tal3-17 correspondio a
Trichoderma asperellum e inhibi6 en cultivos duales, al menos el 50% del crecimiento micelial del
fitopatogeno y del 92 a 100 % mostrd micoparasitismo, el filtrado de T. asperellum incorporado al medio
de cultivo caus6 en algunas cepas hasta un 90.40 % de inhibicion de crecimiento micelial, inhibicién en
la esporulacion y germinacion de conidios. In vivo, T. asperellum inhibié en un 87.5 % los sintomas
causados por Fusarium oxysporum en chile habanero y mostro potencial en la promocién de crecimiento
vegetal del mismo. Por lo que se considera a T. asperellum como un agente prometedor en el biocontrol
de Fusarium spp.

Palabras clave: antagonismo, antibiosis, biocontrol, Fusarium, marchitez, Trichoderma.
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INTRODUCCION

Entre las principales limitantes de los cultivos horticolas se encuentran las plagas y enfermedades que
causan pérdidas en la produccion. Al menos el 60% de las enfermedades presentes en cultivos agricolas
son causadas por hongos que disminuyen los rendimientos ya que afectan su desarrollo fisiologico y los
hacen mas vulnerables al ataque de otros fitopatdgenos (Moo-Koh et al., 2014).

Las pudriciones de tallos y raices son enfermedades causadas por hongos con origen en el suelo, y
con frecuencia Fusarium spp., esta asociado con estas alteraciones. Fusarium spp. ataca diferentes
variedades de plantas, se caracterizan por sobrevivir en rastrojos de cultivos anteriores y permanecen en
el suelo por varios afios (Arguello et al., 2007).

Para su control, el principal método es el quimico, aunque suele tener buenos resultados, su uso
recurrente genera contaminacion, pérdida de biodiversidad y seleccion de cepas resistentes (Corréa et
al., 2007).

Por otra parte el chile habanero es de gran importancia para el estado de Yucatan, se estima que
anualmente al menos 222.89 ha para su cultivo (SIAP, 2015). Es una fuente excelente de colorantes
naturales, minerales y vitaminas A, C y E (Ruiz et al., 2011). Sin embargo, no esta exento de ser afectado
por Fusarium, la marchitez por pudricion de raiz es una de las enfermedades més importantes en este
cultivo, (Reyes et al., 2012).

Una alternativa para reducir el uso de productos quimicos en los cultivos horticolas, son los
microorganismos antagonistas, como Trichoderma spp. que ejercen control sobre los fitopatogenos, al
competir por nutrientes y espacio, y producir metabolitos que inhiben su crecimiento micelial.

En este trabajo se planted la hipdtesis: Las propiedades antagonistas de Trichoderma sp. Tal3-17 estan

asociadas con la competencia por espacio y el micoparasitismo.
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Por lo anterior el objetivo fue evaluar in vitro, competencia, micoparasitismo y antibiosis de la
cepa Tal3-17 de Trichoderma sp. sobre doce cepas de Fusarium spp. y estimar su capacidad

biocontroladora frente a Fusarium oxysporum en plantas de chile habanero (Capsicum chinense Jacq).

MATERIALES Y METODOS
Obtencion de material fungico

El estudio se realiz6 en el laboratorio de Fitopatologia y en un invernadero del Instituto Tecnoldgico
de Conkal (Avenida Tecnoldgico s/n. Conkal, Yucatan, México). Se utilizaron doce cepas de Fusarium,
(11 del cepario del ITConkal y una del Laboratorio de Parasitologia Forestal de la Division de Ciencias
Forestales de la Universidad Autonoma Chapingo) aisladas de hospedantes diferentes (Cuadro 1). La

cepa de Trichoderma sp. Tal3-17 se aisl6 de la raiz y del tallo de chile dulce (Capsicum annuum L.).



1

Cuadro 1. Material fungico empelado en las pruebas.

Especie Clave Numero de Hospedante Lugar de
acceso genbank aislamiento

Fusarium FBO MG020430 Brassica oleracea TEYA
verticillioides
F. oxysporum FSOT KY100124 Saccharum officinarum  TIZIMIN
F. equiseti FICF MG020431 Jatropha curcas UXMAL
F. solani FICE KY013237 J. curcas HOCTUN
F. chlamydosporium FICA MG020432 J. curcas UXMAL
F. oxysporum FCHJ MG020428 C. chinense OXKUTZCAB
F. oxysporum FCHA MG020429 C. chinense CONKAL
F. equiseti FCHE MG020433 C. chinense XMATKUIL
F. circinatum FS5 MF075250 Pinus greggii, TLAXCALA
F. equiseti. FMT MHO015345 Rhizophora mangle EL CUYO
F. verticillioides ITC21 KY100125 S. officinarum TIZIMIN
F. equiseti ITC17 KX987254 Eustoma grandiflorum  DZUNUNCAN
Trichoderma sp. Tal3-17 MHO015346 Capsicum annuum CONKAL

Para determinar la identidad de Trichoderma sp. Tal3-17, se hizo una identificacion molecular basada

en un analisis de la region ITS1-5.8s-1TS2 del rADN. Para la extraccion de ADN se recolectd micelio de

cinco dias de crecimiento a 30 °C en agar de papa dextrosa (PDA); la masa micelial se recuper6 por
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filtracion con gasa y el ADN se obtuvo con el kit de extraccion ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep
segun instrucciones del protocolo.

La integridad del ADN se verifico por electroforesis en gel de agarosa al 1 % (p/v) (SIGMA®). Las
regiones internas ITS1 e ITS2 entre los genes ribosomales (rADN) 18S-5.8S y 28S se amplificaron por
PCR con los iniciadores ITS1 (5° CCGTAGGTGAACCTGCGG 3’) e ITS4 (5° TCCTC-
CGCTTATTGATATGC 3’) sintetizados por INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES (IDT). La mezcla
de reaccion consistio en: amortiguador para PCR (1 X), iniciadores ITS1 e ITS4 (1 mM), MgCl2 (3 mM),
dNTP (0.2 mM), Taq DNA polimerasa (2.5 unidades), y ADN (100 ng) para un volumen final de 50 mL.
La amplificacion por PCR se realizé en un Termociclador (TECHNE®-312, Minnesota, EE.UU.) bajo
las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial de 2 min a 95 °C, seguido de 30 ciclos
(desnaturalizacion a 94 °C por 1 min, alineacion a 54 °C por 30 s y una extensién de 1 min a 72 °C) con
una extension final de 5 min a 72 °C (Moo-Koh, et al. 2014).

Los productos de la amplificacion se visualizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1 % (p/v)
(SIGMA®) y fueron enviados a secuenciacion en el laboratorio Macrogen USA (www.macrogen.com).
Las secuencias obtenidas se compararon en la base de datos del Banco de Genes del National Center For

Biotechnology Information (http://blast.ncbi.nim.gov).

Antagonismo in vitro de Trichoderma sp. (Tal3-17) contra Fusarium spp.

Competencia

Los bioensayos se realizaron en cajas Petri con medio de cultivo PDA; se colocaron cortes de cinco

mm de didmetro de micelio de Trichoderma sp. Tal3-17 con cinco dias de crecimiento a un costado de
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la caja y un disco de la misma medida del hongo fitopatdgeno con siete dias de crecimiento de manera
opuesta al antagonista, dejando una distancia entre ellos de seis cm. Cada cepa de Fusarium constituyd
un tratamiento con tres repeticiones, se utilizaron como testigos cajas solo con el fitopatdgeno. Las cajas
se mantuvieron a temperatura ambiente (30-35+°C) y se tomd el registro de la competencia a partir del
segundo dia de la siembra para calcular la inhibicién del crecimiento micelial (ICR) con la férmula
propuesta por Ezziyyani et al. (2004), donde PICR = (R1 — R2)/R1 *100: PICR: porcentaje de inhibicion

del crecimiento radial, R1: radio del patdgeno testigo y R2: radio del patdgeno enfrentado.

Micoparasitismo

El grado de micoparasitismo ejercido por la cepa de Trichoderma sp. Tal3-17 sobre el crecimiento del
fitopatdgeno se evalud a partir del décimo dia de establecido el ensayo de competencia, esta variable se
estimd con una escala de cinco clases propuesta por Bell et al. (1982) proporcionandole valores en

porcentaje donde: 1=100%, 2=92.05%, 3=50%, 4=7.95% y 5=0% con el programa 2LOG v. 1.0.

Antibiosis
Para estimar la presencia de metabolitos se dejo crecer a Trichoderma sp. Tal3-17 en medio liquido de
caldo de papa mas dextrosa por 21 dias, posteriormente se filtr6 con ayuda de una gasa estéril, lo que
evito el paso de micelio, el filtrado se coloc6 en tubos Falcon de 50 mL y se centrifugd por 25 minutos a
3,000 rpm, se paso el liquido a un frasco de plastico de 500 mL y las esporas sedimentadas se recuperaron
en tubos Falcon de 50 mL para refrigerarlos y utilizarlas en pruebas posteriores.

El filtrado se dejo libre de esporas mediante un filtro millipore 0.22 um y se prepard un nuevo medio
de cultivo con PDA mas el filtrado en proporcion de volumen 1:1, después de esterilizar el PDA y antes

de que este gelifique, se adiciono el filtrado. Una vez gelificado el medio, se sembro en el centro de la
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caja Petri un disco de micelio de cinco mm de cada una de las 12 cepas de Fusarium de siete dias de
crecimiento (Michel-Aceve et al., 2004). Cada cepa del hongo fitopatdgeno se consideré como
tratamiento con tres repeticiones, con sus respectivo testigos, es decir sin filtrado solo con la cepa de
Fusarium en estudio. Se dejaron en condiciones ambiente (30-35+°C) y se midi0 el radio de crecimiento
del patégeno comenzando las mediciones al dia siguiente de establecido el experimento, posteriormente
las mediciones se realizaron cada tres dias hasta que los testigos sin el filtrado de Trichoderma sp. Tal3-
17 llenaron la caja. El porcentaje de inhibicion del crecimiento radial se estimé con la formula propuesta
por Ezziyyani et al. (2004).
Ademas se determin el porcentaje de esporulacidn y germinacion de conidios, realizando un raspado de
micelio con un portaobjetos estéril en las cajas ya evaluadas, se agreg6 10 mL de agua destilada estéril y
se filtr6 a través de una gasa, la solucidon de esporas obtenidas se dejé en matraces etiquetados,
posteriormente para determinar el porcentaje de inhibicion de la esporulacion se tomé 2.5 uL de la
solucion de esporas y se coloco en una camara de Neubauer para realizar el conteo de conidios, una vez
obtenido este dato se aplico la formula;
% IE =Test—Trat X 100

Test
DONDE:
IE = Inhibicién de esporulacion
Test = Conidios sin filtrado
Trat = Conidios con filtrado
Para determinar el porcentaje de germinacion de los conidios, se sembraron 100 conidios en cajas Petri

de 9 cm de didmetro con PDA y otras en combinacion de filtrado y PDA (1:1) teniendo ocho repeticiones
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por tratamiento y contabilizando el nimero de conidios germinados a las 48 h posteriores a la siembra

(Ezziyyani et al., 2004).

Pruebas de patogenicidad de Fusarium spp. en chile habanero

Se realizé una prueba preliminar de patogenicidad con las cepas aisladas de chile habanero. Se
utilizaron semillas de chile habanero cv. Jaguar desinfectadas al 2 % con hipoclorito de sodio y lavadas
tres veces con agua destilada estéril, se utilizaron las cepas FCHJ (F. oxysporum), FCHA (F. oxysporum)
y FCHE (F. equiseti). Se sembro en charolas de poliestireno de 200 cavidades, con sustrato comercial
Cosmopeat®, la charola se tap6 con plastico negro para retener humedad y se destapo al cuarto dia de la
siembra cuando inicio la emergencia, se regd convencional y una vez que se presentaron las primeras
hojas verdaderas se comenzd6 con la fertilizacion 19-19-19 (N_P_K). A los 45 dias después de la siembra,
se realizo el trasplante en vasos de poliestireno expandido (unicel) de 600 g con suelo esterilizado a 120
°C por 15 minutos, la virulencia de las cepas consistié en realizar un corte con bisturi en el tallo de las
plantas cerca del inicio de las raices en el cual se colocé un disco de micelio de cinco mm de siete dias
de crecimiento de cada una de las cepas de los patdgenos y se sell6 con una lamina de plastico para
garantizar que este quede fijado al corte. Se reg0 y fertiliz6 normal, se realizaron revisiones diarias para
registrar los sintomas de la enfermedad.

La cepa que causo los primeros sintomas de la enfermedad se consider6 como la mas virulenta y se

utiliz6 en la prueba de biocontrol in vivo.
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Evaluacion de la capacidad biocontroladora de Trichoderma sp. Tal3-17 sobre Fusarium

oxysporum en plantas de chile habanero

Se utiliz6 Fusarium oxysporum (FCHA) el cual resulto mas virulenta en la prueba de patogenicidad,
el hongo fitopatogeno se sembrd en PDA y se dejé crecer 15 dias para su uso posterior.

Las plantulas cv. Jaguar se trasplantaron a vasos de poliestireno de un kg, se utilizd como sustrato
suelo estéril, en seguida se aplicd 1 mL por planta de una concentracion de esporas de Trichoderma sp.
Tal3-17 de 1 x 10° conidiosmL. Veinte dias después del trasplante se realizo la infeccion con la cepa de
F. oxysporum (FCHA) siguiendo la misma metodologia que en la prueba de patogenicidad. Para el caso
de los tratamientos 3 y 4 se sigui6 la misma metodologia, en el tratamiento 3 se utilizé un disco de micelio
de Trichoderma sp. Tal3-17 y en el tratamiento 4 un disco de PDA.

La fertilizacion se hizo con la formula 125-100-150 de N-P-K (Soria et al., 2002). Se establecio el
experimento bajo condiciones de invernadero con cuatro tratamientos: 1) Testigo: sin inoculacion, 2)
Tal3-17 y FCHA: Trichoderma sp. y Fusarium oxysporum, 3) FCHA: Fusarium oxysporum y 4) Tal3-
17: Trichoderma sp.

A partir de los primeros sintomas, se estimd la severidad cada tres dias con la escala CIAT (1987) de
cinco clases, donde: 1=0 %, 3=10 %, 5=25 %, 7=50 % y 9=70 % o mas de dafio. A los 18 dias después
de la infeccidn, se calcul6 la severidad final de la enfermedad con la instruccién de arcoseno; y=arsin
(sgrt (y/100)), mediante el parametro de Yrina. (Mejia et al., 2016).

Adicionalmente, se midieron variables fisioldgicas para determinar la influencia de las cepas fungicas
inoculadas en el crecimiento de las plantas, con un SPAD 502 (Minolta, Tokio, Jap6n) se estimaron las
unidades SPAD y con un analizador de gases en infrarrojo (LICOR 6400XT, Nebraska, Estados Unidos)

se midio la fotosintesis, conductancia estomatica, carbono intercelular, transpiracién y eficiencia del
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agua, estas variables fueron evaluadas a los 30 dias después del trasplante, se tomaron cinco plantas al
azar de cada tratamiento y se realizaron cinco lecturas por hoja y tres hojas por planta.

Al final del experimento, se realizd un muestreo destructivo tomando diez plantas al azar por
tratamiento, con una regla se midio altura, con un vernier diametro del tallo, se contabilizé el nimero de
hojas, y con un medidor de area foliar (LICOR 1200, Nebraska, Estados Unidos) se estimd el area de la
hoja, por el método de desplazamiento se estimo el volumen de raiz y el peso seco total se contabilizo en

plantas secadas en un horno de conveccién durante 72 horas a 70 °C.

Analisis de datos

Tanto invitro e invivo se utilizé un disefio experimental completamente al azar. Se realizaron analisis
de varianza (ANDEVA) y cuando hubo diferencias significativas se realizé una comparacion de medias
con la prueba Scott & Knott (P < 0.05) para los experimentos in vitro y el método Tukey (P < 0.05) en
los bioensayos in vivo. Mediante la funcion de arcoseno; y=arsin (sgrt (y/100)) se transformaron los

datos de las variables que lo requirieron. Los analisis se hicieron con InfoStat Ver. Libre.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion molecular

La cepa de Trichoderma sp. con registro Tal3-17, comparada en el Banco de Genes del National

Center For Biotechnology Information (http://blast.ncbi.nlm.gov) mostré una homologia y cobertura del
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100% con las secuencias de referencia KC479809.1 y JF501661.1 y correspondié la especie
Trichoderma asperellum.

Reportes de Insuasty et al. (2014), Reyes et al. (2012) y Otadoh et al. (2011), demostraron la
efectividad antagonica del genero Trichoderma contra Fusarium spp. En las regiones tropicales de
Sudamérica, la especie prevalente de Trichoderma es T. asperellum, sin embargo, es la menos estudiada.
Asi mismo, la mayoria de los bioformulados con Trichoderma se preparan a base de T. viride, T. virens

y en mayor proporcion con T. harzianum (Vargas-Hoyos y Gilchrist-Ramelli, 2015).

Antagonismo in vitro de T. asperellum (Tal3-17) contra Fusarium spp.

Competencia

Trichoderma asperellum (Tal3-17) presentd6 mayor competencia en comparacion con las cepas de
Fusarium a partir del quinto dia, en la inhibicion de crecimiento micelial se estimaron porcentajes del 45
al 80%, conservandose mayor inhibicion en F. solani (FICE) y F. equiseti (ITC17) (Cuadro 2). Los
niveles de inhibicion estimados son similares a los reportado por Reyes et al. (2012), quienes obtuvieron
con Trichoderma contra Fusarium sp., inhibiciones del crecimiento micelial entre 40.9 y 82.2 %. Suérez
et al. (2008) reportaron con aislados diferentes de Trichoderma porcentajes significativos de inhibicion
del crecimiento micelial contra F. solani.

La capacidad competitiva de Trichoderma se debe a su tasa de incorporacion de nutrientes,
metabolismo y crecimiento superior cuando se enfrenta a otros hongos ya que es capaz de incorporar al

medio de cultivo enzimas hidroliticas, como celulasas, quitinasas, glucanasas y proteasas, que estan


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/478434568?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=WJDNFH6J015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/337730291?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=2&RID=WJDNFH6J015
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implicadas en los mecanismos de biocontrol, lo que le permite aprovechar mejor los nutrientes del medio
y privar al patégeno de estos recursos (Michel-Aceves et al., 2012).

En este estudio, F. oxysporum (FCHA), F. equiseti (FCHE) y F. circinatum (FS5) presentaron
menores porcentajes de inhibicién de crecimiento, por lo que la capacidad competitiva de T. asperellum
(Tal3-17) y de otras especies, dependeré de la especie del hongo fitopatdgeno objetivo. Cuando se estimd
la inhibicion de crecimiento micelial de Fusarium spp., enfrentado con T. asperellum (Tal3-17) el efecto
fue similar que al quinto dia. Sin embargo, se observo que en la confrontacion con F. verticillioides
(FBO) y F. solani (FJCE) se presentd una disminucion en la competencia por parte de Trichoderma este
efecto puede estar asociado con los metabolitos secretados por Trichoderma que con facilidad se
volatilizan y permiten a los fitopatdgenos recuperarse o que las enzimas y metabolitos secretados por
parte de T. asperellum (Tal3-17) activaron mecanismos de supervivencia en los fitopatdgenos, aun
cuando T. asperellum mostr6 un antagonismo evidente en contra de Fusarium sp. (Vargas-Hoyos y

Gilchrist-Ramelli, 2015).
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Cuadro 2. Capacidad inhibitoria in vitro del crecimiento micelial causado por Trichoderma

asperellum (Tal3-17) sobre Fusarium spp.

13

Inhibicion de crecimiento micelial (%)

Cepa Especie 5 Dias 7 Dias
TESTIGO Fusarium spp. 0.00+£0.00 d 0.00£0.00 ¢
FBO F verticillioides 63.80+2.05 b 62.80+0.92 b
FSOT F oxysporum 66.68+4.47 b 68.78+£2.55 a
FICF F. equiseti 60.00+£2.04 b 66.68+0.94 a
FICE FE solani 75.88+1.33 a 69.40+2.90 a
FICA F. chlamydosporium 63.90+£0.99 b 65.4842.22 a
FCHJ FE oxysporum 60.78+1.39 b 69.70+1.06 a
FCHA F oxysporum 45.85+£391 ¢ 51.68+4.71 b
FCHE F equiseti 52.65£3.72 ¢ 55.00+3.54 b
FS5 F. circinatum 50.00+6.43 ¢ 60.93+4.05 b
FMT F equiseti 66.68+6.24 b 72.00+4.32 a
ITC21 F verticilioides 69.23+2.73 b 72.03£1.53 a
ITC17 F equiseti 76.90+0.00 a 80.00£0.00 a

Los datos son medias * error estandar, letras diferentes en la misma columna indican diferencias

estadisticas (Scott & Knott, <0.05); n = 4.
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Micoparasitismo
A los 10 dias de evaluacion, el analisis estadistico mostrd diferencias significativas (P<0.01) en el
micoparasitismo de T. asperellum (Tal3-17) contra Fusarium spp., en F. solani el antagonista mostro el
menor micoparasitismo con un 54.67%. Sin embargo, a los 18 dias no hubo diferencias entre las cepas
de Fusarium, ya que T. asperellum (Tal3-17), causo al menos el 90% de micoparasitismo (Cuadro 3).
En la mayoria de las cepas se observo que a partir del octavo dia de establecido el experimento el
micelio de T. asperellum (Tal3-17) alcanzo el perimetro de la colonia del patégeno y dos dias después
se comenzaron a observar los primeros signos de micoparasitismo, estos resultados son similares a lo
reportado por Reyes et al. (2012) quienes observaron que el crecimiento radial de Trichoderma se detiene
en el punto de contacto con la cepa de Fusarium sp., y de tres a cuatro dias después del contacto

observaron el sobrecrecimiento indicativo del proceso de micoparasitismo.
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Cuadro 3. Micoparasitismo in vitro de Trichoderma asperellum (Tal3-17) sobre Fusarium spp.
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Micoparasitismo (%)

Cepa Especie 10d 18d
TESTIGO Fusarium spp. 0.00+£0.00 ¢ 0.00£0.00 b
FBO E verticillioides 92.05+0.00 a 92.05+0.00 a
FSOT F oxysporum 92.05+0.00 a 94.70+2.65 a
FICF F equiseti 94.70+2.65 a 94.70+2.65 a
FICE F solani 54.67+4.67 b 94.70+2.65 a
FICA F. chlamydosporium 83.33+5.57 a 83.33£5.57 a
FCHJ FE oxysporum 78.03+4.67 a 83.33£5.57 a
FCHA F. oxysporum 92.05+0.00 a 97.35£2.65 a
FCHE F equiseti 94.70£2.65 a 97.35£2.65 a
FS5 F. circinatum 92.05+0.00 a 94.70+£2.65 a
FMT F equiseti 100.00+£0.00 a 100.00+0.00a
ITC21 F verticilioides 94.70+2.65 a 94.70+2.65 a
ITC17 F equiseti 100.00+£0.00 a 100.00+0.00a

Los datos son medias *+ error estandar, letras diferentes en la misma columna indican diferencias

estadisticas (Scott & Knott, < 0.05); n = 4.
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Durante la primera fecha de medicion se observé con F. solani, (FICE), F. chlamydosporium (FJCA)
y F. oxysporum (FCHJ) menor micoparasitismo, sin embargo, a los 18 dias de exposicion el
micoparasitismo de T. asperellum (Tal3-17) aumento como con el resto de las cepas fitopatdgenas. Las
propiedades antimicrobianas que manifiestan las especies de Trichoderma, es gracias a la produccién de
sustancias como: trichodermina, sequisterpeno, trichotoxina y acetaldehido y enzimas extracelulares
como [-1,3 glucanasa, quitinasa y celulasa implicadas en la hidrolisis de paredes celulares lo cual
posibilitan la penetracion de las hifas del antagonista (Infante et al., 2009).

En un reporte de Martinez et al. (2013) donde utilizaron Trichoderma spp. contra e Didymella
bryoniae, el micoparasitismo se asocié con la produccion de, B-1,3-glucanasas, BR-1,6-glucanasas,
quitinasas y proteasas. El uso de microorganismos productores de quitinasas o glucanasas para el control
de hongos fitopatdgenos se considera un factor importante ya que la pared celular esta constituida

principalmente por microfibrillas de quitina y 3-glucanos, sensibles al ataque de estas enzimas.

Antibiosis

El filtrado de T. asperellum TA13-17 adicionado en el PDA tuvo mayor efecto en la inhibicién del
crecimiento micelial en F. equiseti (ITC17), F. equiseti (FICF) y F. chlamydosporium (FJCA), en estas
especies se estimaron promedios de inhibicion mayores al 80%, mientras que en F. solani (FICE) y F.
circinatum (FS5) se observaron los menores efectos de antibiosis con promedios de 17% y 21%. Los
porcentajes de inhibicion en la esporulacion estuvo comprendida entre 12.5 y 100% en las especies de F.
verticillioides (FS5), F. oxysporum, (FSOT), F. chlamydosporium (FICA) y F. equiseti (FJCF). En esta

ultima se registrd el 100% de inhibicién de esporulacion y germinacion de conidios (cuadro 4). En F
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solani (FJCE) no hubo efecto en la inhibiciéon de la esporulacion, sin embargo, la inhibicion de la
germinacion de sus conidios fue del 100%. Hernandez-Ochandia et al. (2015) reportaron que 7.
harzianum 'y T. virens reducen significamente el crecimiento micelial in vitro de Macrophomina phaseoli
y observaron cambios de color en el medio y lo asociaron con excrecion de metabolitos secundarios.
Arjona-Girona ef al. (2014) mostraron efecto de metabolitos producidos por cepas de Trichoderma contra
Rosellinia necatrix, indicaron que la presencia del metabolito 6-Pentil-o-Pirona, se produjo en cantidades
mayores en aislados de 7. atroviride y causé inhibicion del crecimiento micelial en la mayoria de los
aislados de R. necatrix.

Es importante mencionar que en varias especies de Fusarium no hubo efecto inhibitorio en la
esporulacion, pero el filtrado de 7. asperellum (Tal3-17), tuvo un efecto estimulante para esta variable.
En este sentido, Michel-Aceve ef al. (2004), en un ensayo con 7. minutisporum 'y Trichoderma sp. (T-
405) productoras de metabolitos secundarios contra F. oxysporum, reportaron este efecto. Indicaron que
este comportamiento del fitopatogeno, es una estrategia de sobrevivencia, ya que la viabilidad de dichos

conidios se redujo al 50%.
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Cuadro 4. Antibiosis de Trichoderma asperellum (Tal3-17) sobre Fusarium spp.
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Cepa Especie Inhibicion de Inhibicion de Inhibicion de
crecimiento esporulacion (%) germinacion de
micelial (%) conidios (%)

TESTIGO  Fusarium spp. 0.00+0.00 f 0+0.00 e 0+0.00 c

FBO F verticillioides 32.442.69 d 12.54+0.04 d 0+0.00 c

FSOT F. oxysporum 36.845.86 d 73.91+£0.56 ¢ 0+0.00 c

FICF F equiseti 90.0+1.02 a 100+£0.00 a 100+0.00 a

FICE F solani 17.1+6.18 ¢ 0+0.00 e 100+0.00 a

FICA F. chlamydosporium 90.44.10 a 90+0.47 b 0+0.00 c

FCHJ F oxysporum 3244331 d 0+0.00 e 0+0.00 c

FCHA F oxysporum 52.744.60 ¢ 0+0.00 e 0+0.00 c

FCHE F equiseti 69.5£1.34 b 0+0.00 e 0+0.00 c

FS5 F circinatum 21.6£2.36 ¢ 0+0.00 e 36.6+0.48 b

FMT F equiseti 66.3£2.65 b 0+0.00 e 0+0.00 c

ITC21 F verticilioides 40.02.03 d NE NE

ITC17 F equiseti 85.4+443 a NE NE

NE: No se observé esporulacion. Los datos son medias + error estandar, letras diferentes en la misma

columna indican diferencias estadisticas (Scott & Knott, <0.05); n = 4.
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Biocontrol de Trichoderma asperellum (Tal3-17) contra Fusarium oxysporum en chile habanero

La mayor severidad final se manifest6 en el tratamiento donde solo se inoculé con F. oxysporum las
plantas mostraron “aproximadamente el 25 % de hojas y ramas con marchitamiento y clorosis” (CIAT
1987), que correspondid a un 12.50 % de severidad total por planta. Las plantas que no fueron inoculadas
con el fitopatdogeno (Testigo), las inoculadas con T. asperellum Tal3-17 y las inoculados con F.
oxysporum mas T. asperellum Tal3-17 no manifestaron sintomas de la enfermedad. Como lo indicaron
Benitez et al. (2004) la resistencia inducida en las plantas por parte de especies de Trichoderma
incrementa la actividad de enzimas y metabolitos y reducen la infeccion de hongos fitopatégenos. Vivek
et al. (2016) reportaron en su estudio que la aplicacion de una dosis especifica de esporas en plantas de
tomate activa la sintesis de diferentes procesos metabdlicos que culminan en una promocion de
crecimiento en las plantas y en el aumento de una red de defensa contra diferentes patdgenos.

Para las variables altura de la planta, diametro del tallo, nimero de hojas y volumen de raiz se
presentaron diferencias estadisticas significativas (P<0.01) obteniendo los valores mas altos los
tratamientos que fueron tratados con la cepa Tal3-17 y la interaccion de Tal3-17/FCHA (Cuadro 6).
Hernandez-Ochandia et al. (2015) observaron efectos similares en plantas de tomate que fueron
inoculadas con T. asperellum, con pardmetros de crecimiento mayores a sus testigos y a las plantas que
fueron infectadas con Meloidogyne incognita.

El area foliar y peso seco total fue significativamente mayor en el tratamiento con Trichoderma
asperellum (Tal3-17). Candelero et al. (2015) mencionan que el efecto inductor sobre el crecimiento de
las plantas es debido a la formacidn de sider6foros quelatantes de hierro y la presencia de hormonas
reguladoras de crecimiento que actian como estimulantes en tejidos meristematicos primarios en partes

jévenes.
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Cuadro 5. Variables de crecimiento en plantas de chile habanero inoculadas con Trichoderma asperellum (Tal3-17) y Fusarium

oxysporum.

Tratamientos Altura de Diametro de tallo Numero hojas Area foliar (cm?)  Volumen radical ~ Peso seco total
planta (cm) (mm) (mm?d) (9)

Testigo 15.05£0.58 ¢ 3.72#0.13 b 15.60+0.67 b 190.61+11.82 ¢ 5.50+£0.50 b 8.87+0.56 ¢

FCHA 12.83+0.66 c 4.16+0.12 b 16.10£0.98 b 164.86+18.30 c 5.10£0.92 b 8.15+0.91 ¢

Tal3-17 'y 28.91+1.21 b  5.57+0.15 a 26.60+£1.28 a 617.80£43.96 b 16.50+1.67 a 33.60+£2.72 b

FCHA

Tal3-17 34.45+£1.17 a 6.04+0.15 a 29.00£1.69 a 830.44+44.96 a 18.50+1.67 a 44.18+1.14 a

Los valores son medias *+ EE; las medias con letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas (Tukey, P <0.05); n = 10.

Testigo: sin inocular, FCHA: Fusarium oxysporum, Tal3-17 y FCHA: Trichoderma asperellum y Fusarium oxysporum y Tal3-17:

Trichoderma asperellum.
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Las plantas inoculadas con la cepa de F. oxysporum (FCHA) tuvieron los valores mas bajos de
unidades SPAD (31.38) (Tukey P<0.05); sin embargo, las plantas inoculadas con F. oxysporum mas T.
asperellum (39.84) fueron estadisticamente similares al testigo (40.42) y a las inoculadas con T.
asperellum (40.82) (Cuadro 7). Es decir, la cepa Tal3-17 no incrementa los valores de las unidades
SPAD, pero evita que estos valores disminuyan por efecto de la cepa de Fusarium oxysporum. Los
tratamientos Tal3-17/FCHA (10.3 pmol m2 st) y Ta13-17 (10.7 umol m2 s™) tuvieron una actividad
fotosintética mayor que los tratamientos FCHA (2.9 umol m2 s?) y testigo (1.95 umol m2 s1) (Cuadro
7). En relacion a la conductancia estomatica y transpiracion los mayores valores se obtuvieron en las
plantas inoculadas con T. asperellum (0.15 pmol m2 sty 2.53 mmol ms1), mientras que el tratamiento
Tal3-17/FCHA obtuvo el segundo valor mayor (0.12 pmol m?2 sty 2.00 mmol m2 s?), ambos
tratamientos presentaron datos muy por encima del testigo (0.03 pmol m2 sty 0.72 mmol m2st) y el
tratamiento FCHA (0.03 umol m2 st 0.73 mmol m? s™). En la variable de carbono intercelular las
plantas del testigo (303 pmol mol™) presentaron los valores mas altos. En este sentido la inoculacion de
T. asperellum incremento la fotosintesis debido a un mayor intercambio de gases ocasionado por un
aumento en la conductancia estomatica, lo cual también proporciono un incremento en la tasa de
transpiracion y disminuyd la concentracion del carbono intercelular, el cual es un indicador de que las
moléculas de CO; ubicadas en los espacios intercelulares de las hojas estan siendo carboxilados con
mayor eficiencia. En este contexto, en plantas de Arabidopsis inoculadas con Trichoderma spp. se
incremento la concentracion de &cido abscisico, una hormona muy importante en la regulacion del
balance del agua mediante la promocion de apertura y cierre de estomas, redujo su transpiracion a

diferencia de las plantulas que no fueron inoculadas. (Contreras-Cornejo et al., 2015).
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1 Cuadro 6. Variables fisioldgicas de plantas de chile habanero inoculadas con Trichoderma

2 asperellum (Tal3-17) y Fusarium oxysporum.

Tratamient Unidades Fotosintesis Conductancia Carbono Transpiracion

0s SPAD pumol m2s? Estomatica intercelular mmol m?s?
pumol m? st pumol mol?

Testigo 40.94+0.88 a 1.95+0.07 c 0.03+0.0006 c 303+2.8 a 0.72+0.01 c

FCHA 31.38+0.77 b 2.9+0.14 b 0.03+0.002 c 255+2.3 b 0.73x0.04 ¢

Tal3-17y 39.84+0.17 a 10.3x0.22 a 0.12+0.005 b 232+3.0 ¢ 2.00£0.07 b

FCHA

Tal3-17 40.82+0.79 a 10.720.2 a 0.15+0.004 a 262+2.0 b 2.53+0.06 a

3 Los valores son medias + EE; las medias con letras diferentes en la misma columna indican diferencias

4  estadisticas (Tukey, P < 0.05); n = 10. Testigo: sin inocular, FCHA: Fusarium oxysporum, Tal3-17 y

5 FCHA: Trichoderma asperellum y Fusarium oxysporum y Tal3-17: Trichoderma asperellum.
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CONCLUSIONES

La cepa Tal3-17 aislada de Capsicum annuum L. fue identificada como Trichoderma asperellum.

Tal3-17 en confrontacion in vitro contra Fusarium spp. presento alta capacidad competitiva por
espacio desde el quinto dia del enfrentamiento y micoparasitismo a partir déecimo dia de la interaccion
con las doce cepas evaluadas, y antibiosis contra las especies de F. equiseti (ITC17 y FICF) aisladas de
Jatropha curcas y Eustoma grandiflorum, F. clamydosporium (FJCA) y F. solani (FJCE), ambas aisladas

de Jatropha curcas.

Tal3-17 causd en el biocontrol de F. oxysporum (FCHA) en chile habanero cv. Jaguar bajo
condiciones de invernadero, una reduccion del 100 % en la severidad de la enfermedad. Ademas mostrd
capacidad en la promocion de crecimiento de las plantas, al incrementar la altura, el didmetro del tallo,
numero de hojas, area foliar y el volumen de raiz. Conjuntamente incremento la tasa de asimilacion neta

(Fotosintesis), la conductancia estomatica y la transpiracion.
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