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RESUMEN

Las plagas en plantas son una de las principales limitaciones para la produccién de cultivos
ocasionando una pérdida totai o parcial del producto, es por ello por lo que los agricultores recurren
al uso de plaguicidas, los cuales son sustancias utilizadas para el manejo y control de plagas
presentes en la agricultura, sin embargo, son una de las principales fuentes de contaminacion
ambiental, por eso se han ido buscando alternativas mas ecologicas para su control.

El maiz (Zae mays) es el principal cultivo sembrado en México, sin embargo es atacado por factores
bidticos y abidticos, dentro de los primeros tenemos a las enfermedades inducidas por
fitopatdogenos, dentro de los principales, destacan Fusarium graminearum causante de tizones
foliares y pudricion en la mazorca y el grano de maiz, por otro lado, el chile (Capsicum annum) es
de las principales hortalizas sembradas en México y es atacado por Phytophthora capsici que afecta
la raiz ocasionando la muerte, dentro de un manejo integrado de los fitopatégenos mencionados,
se ha utilizado el uso de hongos antagonicos como lo es Trichoderma spp.

El principal objetivo de este trabajo fue analizar la capacidad micoparasitica y antagonica de
Trichoderma gamsii contra Fusarium graminearum y Phytophthora capsici aislados de suelo de
cultivo de maiz del municipio de Zacatlan, Puebla.

Los aislados de T. gamsii y F. graminearum que se usaron son provenientes de cultivo de maiz y
los aislados de P. capsici fueron provenientes de cultivo de chile por lo que se evaluo su actividad
antagonica mediante un ensayo de cultivo dual, posteriormente se hicieron las caracteristicas
morfologicas y moleculares correspondientes a los seis aislados.

El ensayo de cultivo dual mostro que los seis aislados inhibieron el crecimiento micelar con un
77.61 % a 81.49 % para el caso de F. graminearum 'y 79.48 % a 86 % para P. capsici, se observo
que 7. gamsii tuvo un mejor control sobre P. capsici. Por lo que los aislados de T. gamsii
provenientes de Zacatlan, Puebla podrian ser una buena opcion para el manejo de P. capsici en

cultivos de chile.

10



ABSTRACT

Pests in plants are one of the main limitations for crop production causing a total or partial loss of
the product, that is why farmers resort to the use of pesticides, which are substances used for the
management and control of pests present in agriculture, however, they are one of the main sources
of environmental pollution, that is why they have been looking for more ecological alternatives for
their control. Corn (Zae mays) is the main crop planted in Mexico, however it is attacked by biotic
and abiotic factors, within the first we have the diseases induced by phytopathogens, among the
main ones, Fusarium graminearum that causes leaf blight and rot in the cob and corn grain, on the
other hand, the chili (Capsicum annum) is one of the main vegetables planted in Mexico and is
attacked by Phytophthora capsici that affects the root causing death, within an integrated
management of the phytopathogens mentioned, the use of antagonistic fungi such as Trichoderma
spp. has been used. The main objective of this work was to analyze the mycoparasitic and
antagonistic capacity of Trichoderma gamsii against Fusarium graminearum and Phytophthora
capsici isolated from corn crop soil of the municipality of Zacatlan, Puebla. The isolates of 7.
gamsii and F. graminearum that were used are from corn cultivation and the isolates of P. capsici
were from chili culture, so their antagonistic activity was evaluated by a dual culture assay, later
the morphological and molecular characteristics corresponding to the six isolates were made. The
dual culture trial showed that the six isolates inhibited micellar growth with 77.61% to 81.49% for
F. graminearum and 79.48% to 86% for P. capsici, it was observed that 7. gamsii had better control
over P. capsici. So, the isolates of T. gamsii from Zacatlan, Puebla could be a good option for the

management of P. capsici in chili crops.
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. INTRODUCCION
1.1 Introduccién

Para la produccion comercial de cultivos agricolas es importante el uso de métodos
que protejan los cultivos de fitopatogenos que ocasionarian una pérdida total o parcial de la
cosecha (Hashem et al., 2019).
En las Gltimas décadas ha existido un aumento constante en el uso de plaguicidas, alcanzando un
consumo de 1.3 kg por persona/afio, esto se debe a la falta de cuidado en su uso y mercadeo (Del
Puerto et al., 2014). El uso excesivo de estos ha provocado que los casos de resistencia de
fitopatdgenos incrementen, ocasionando que los agricultores aumenten la dosis o bien el uso de
productos més toxicos, teniendo consecuencias hacia el medio ambiente y la salud humana y
animal. Esto ha generado la necesidad de buscar nuevos productos para el control de plagas, pero
con productos de origen biologico para disminuir el impacto negativo que hasta ahora los
plaguicidas han generado (Del Puerto et al., 2014).
La alternativa para evitar el uso de productos quimicos sintéticos es el uso de bioplaguicidas, estos
estan hechos a base microorganismos beneficiosos y se utilizan con la finalidad de reducir la
poblacién de plagas. Estos productos iniciaron con el objetivo de hallar nuevas formas de controlar
plagas sin afectar a sus enemigos naturales como lo hacen los plaguicidas convencionales. Dentro
de los microorganismos més utilizados se encuentran los hongos estos se usan comercialmente y
son producidos para el control bioldgico, pertenecen al orden Hypocreales los cuales incluyen
Bauveria Bassiana, Metarhizium spp., Isaria fumosorosea y Lecanicillium spp., siendo los
microorganismos mas importantes para el control de insectos, mientras que los hongos antagonistas
son biocontroladores que contribuyen al control de las enfermedades de los cultivos, y el principal
y mas utilizado es Trichoderma harzianum antagonista de diferentes organismos fungosos
incluyendo Fusarium spp. y Phythophthora spp. (Hashem et al., 2019).
Las especies de Trichoderma tienen un papel importante en la supresion de enfermedades en
diferentes cultivos al antagonizar directamente a los fitopatégenos, asi como también inducir
resistencia sistémica en las plantas, las cuales llegan a presentar cambios fisicos y bioquimicos
positivos para la defensa de posteriores fitopatogenos (Zhou et al., 2018).
Trichoderma spp. tiene la capacidad de parasitar otros hongos y competir con microorganismos
presentes en las plantas, este hongo tiene la caracteristica de producir un gran nimero de

metabolitos secundarios como: policetidos, pironas, terpenos volatiles y no volatiles.
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Contreras - Comnejo ef al. (2016) menciona que Trichoderma spp. ha demostrado su capacidad para
tolerar metabolitos toxicos producidos por diferentes microorganismos, asi como promover el
crecimiento de plantas y provocar resistencia sistémica inducida que protege a las plantas de los
ataques de fitopatogenos.

Trichoderma spp. y sus metabolitos secundarios podrian tener un efecto en el crecimiento y la
nutricion de las plantas, asi como generar una induccion de resistencia sistémica y biocontroladora
de fitopatogenos. Este modo de control biologico se utiliza para suprimir enfermedades presentes
en plantas y el crecimiento de los fitopatdgenos que estan presentes en ellas, dentro de los
mecanismos de defensa de Trichoderma spp. esta la competencia por espacio y nutrientes,
micoparasitismo, antagonismo y resistencia sistemica inducida (Contreras — Cornejo ef al., 2016).
Es por ello que los objetivos de este estudio son analizar la capacidad micoparasitica y antagonica
de Trichoderma spp. contra Fusarium graminearum y Phytophthora capsici aislados del cultivo
de maiz y chile respectivamente caracterizar morfologica y molecularmente aislados de
Trichoderma spp. provenientes de Zacatlan, realizar pruebas de antagonismo de los asilados de
Trichoderma gamsii y por ltimo evaluar la actividad micoparasitica y antagonica de Trichoderma

gamsii contra Fusarium graminearum y Phytophthora capsici.
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1.2 Problematica

El manejo incorrecto de plagas y enfermedades presentes en la agricultura ha provocado el
uso frecuente y excesivo de plaguicidas para el control de los mismos, mediante la utilizacion de
fungicidas sintéticos de tipo preventivo o sistémico. Sin embargo, esto ha generado que los
fitopatogenos presentes en las plantaciones adquieran resistencia a los compuestos encontrados en
estos productos (Mena y Couoh, 2015).

Otro de los principales problemas del uso de plaguicidas son la contaminacion hacia el ambiente
amenazando la estabilidad de los sistemas bioticos y abidticos (Del Puerto ef al., 2014), asi como
también la creacion de suelos en los que ya no se puede sembrar algin tipo de plantacién debido a

la falta de nutrientes.
1.3 Justificacion

Los problemas ocasionados por el mal uso de plaguicidas utilizados en la agricultura para
proteger los cultivos contra enfermedades han empezado a tener consccuencias en el medio
ambiente, salud de las personas y han generado diferentes mecanismos de resistencia en
fitopatdgenos induciendo al uso excesivo de estos o la implementacion de productos maés toxicos
(Mena y Couoh, 2015).

Debido a esos problemas esté ocurriendo un cambio de paradigma en la produccién, buscando que
haya un menor impacto ambiental y por ello la migracion a una agricultura orgdnica debido a que
es una forma mas respetuosa con el medio ambiente y ofrece alimentos con una menor cantidad de
residuos de plaguicidas en comparacion con la agricultura convencional (Reganold y Watcher.
2016). Por lo que es importante la implementacion del control biolégico que consiste en eliminar
plagas o enfermedades mediante organismos vivos como parasitoides, predadores o
entomopatogenos (Kohl ez al., 2019).

Los bioplaguicidas, son productos utilizados para el control de plagas y enfermedades en la
agricultura cuyo origen es procedente de algiin organismo vivo y generalmente representan poco o
ninglin riesgo para las personas o el medio ambiente (Nava et al., 2012). Estos productos
contribuyen a la conservacion y utilizacion sostenible de la diversidad biologica del pais. En
Meéxico el uso de bioplaguicidas es escaso debido a la falta de informacion de estos organismos,

tal es el caso de las especies nativas como 7. gamsi.
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1.4 Preguntas de investigacion

(Los aislados de Trihoderma spp. provenientes de Zacatlan tienen la capacidad de actuar como

micopardasitos y antagonicos en F. graminearum y P. capsici?

1.5 Objetivo especifico
Analizar in vitro la capacidad micoparasitica y antagonica de Trichoderma gamsii contra Fusarium

graminearum y Phytophthora capsici para evaluar su control biologico.

1.6 Objetivos especificos:

e Caracterizar morfolégica y molecularmente aislados de Trichoderma spp. provenientes de
Zacatlan, Puebla.

e Realizar pruebas de antagonismo y micoparasitismo de los aislados de Trichoderma gamsii.

e Evaluar la actividad micoparasitica y antagénica de Trichoderma spp. para el control de

Fusarium graminearum y Phytophthora capsici de manera in vitro.
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II. MARCO TEORICO

2.1 Principios de control en el manejo de problemas fitosanitarios

El manejo fitosanitario es un conjunto de métodos y técnicas para la prevencion, control y
eliminacion de enfermedades en plantas, procurando la estabilidad y bienestar de un cultivo,
evitando que surjan enfermedades que lo puedan danar. El principio de control fitosanitario se rige
bajo los siguientes puntos (TRICHODEX, 2016).

El principio de exclusion es la primera opcion del manejo fitosanitario a partir de que un patégeno
simbolice un riesgo de ingreso y establecimiento en un area determinada. Bajo este principio se
pretende evitar el proceso de contagio en la region de interés, se aplica el control legal y esta basado
en la Ley Federal de Sanidad Vegetal y las Normas Oficiales Mexicanas, debido a que es la primera
barrera para los patogenos que estan cuarentenados y que aun no estdn dentro del pais (Maloy,
2005) (DOF, 2016).

El segundo principio es erradicacion que consiste en la destruccion o eliminacion de una plaga en
su area. Este proceso consiste principalmente en la vigilancia (distribucion de la plaga), contencion
(prevencion de la diseminacion de la plaga) y medidas de control (erradicacion de la plaga). Radica
principalmente en patégenos que ya se encuentran dentro del pais por lo que se busca evitar que se
establezcan y se dispersen, para este principio también se aplica el control legal y esta basado en la
Ley Federal de Sanidad Vegetal y las Normas Oficiales Emergentes (Maloy, 2005).

El tercer principio es proteccion, consiste en la implementacion de estrategias de control con la
intencion de impedir la infeccion de la planta mediante un patégeno que ya se encuentra

establecido, basandose en los siguientes manejos fitosanitarios (Maloy, 2005):

2.1.1 Control Cultural

Es un método preventivo que consiste en practicas agricolas que contribuyen a prevenir y
disminuir plagas o enfermedades directamente sobre el cultivo. Las estrategias que se incluyen en
este tipo de control son:
Rotacién de cultivos: Los fitopatdgenos fungicos son capaces de sobrevivir en ausencia de las
plantas hospedantes incluso después de que los desechos de cosechas ya estén secos. La rotacion
de cultivos es utilizada para el control de enfermedades en plantas ya que permite la disminucion

del inoculo debido a que cultivos repetitivos de una misma especie pueden generar una
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acumulacion de los fitopatdgenos ocasionando que la planta sea rapidamente susceptible a las
enfermedades que ya se han presentado en el cultivo anterior (Cotes y Elad, 2018).

Uso de variedades tolerantes o resistentes a plagas y enfermedades: Consiste en el uso de plantas
que sean capaces de evitar el proceso de infeccion de enfermedades especificas en comparacion
con aquellas variedades que son susceptibles (Mifano y Dapaena, 2015).

Nutricion: Un manejo adecuado de la nutricién puede reducir la incidencia de enfermedades en la
planta, dentro de las medidas que ayudan a la reduccion de estos problemas es utilizar fertilizantes
con mayor cantidad de nitratos que de nitrdgeno amoniacal o bien mantener la planta con un alto
contenido de calcio (Cotes y Elad, 2018), se debe tomar en cuenta que esta medida no siempre sera
efectiva, todo va a depender del patogeno a controlar.

Riego por goteo: permite reducir el agua libre en ¢l follaje y evita que se tenga humedad relativa
alta, estos dos factores son capaces de propiciar el crecimiento de fitopatégenos causando severos
danos (Cotes y Elad, 2018).

Tapetes sanitarios: son una solucion desinfectante que se utilizan como una medida de prevencion
con la finalidad de evitar que residuos de fitopatogenos que se encuentren en objetos que vienen

del exterior sean capaces de entrar a las zonas donde se encuentran las plantas.

2.1.2 Control Fisico

Consiste en el uso de agentes fisicos como temperatura, humedad, luz solar, aire seco y
longitudes de onda de luz desfavorables que resulten mortales para controlar plagas y/o
enfermedades sin perjudicar al cultivo (Cafiedo et al., 2011). Se utilizan barreras como mayas
antiafidos, cubiertas plasticas y cubiertas de vidrio con el fin de limitar la entrada de factores que
nos ocasionen dafio, también se implementan tratamientos con calor para eliminar indculos

presentes en suelo o sustrato (Caiiedo ef al., 2011).

2.1.3 Control biologico

El control bioldgico consiste en la supresion de enfermedades mediante la aplicacion de
agentes de biocontrol (hongos, bacterias o virus), estos actiian para prevenir una infeccion por parte
del patégeno a la planta. Estos organismos son altamente especificos por lo que se consideran

inofensivos para las especies no objetivo (O 'Brien, 2017).

i)



Dentro de los microorganismos benéficos que se van a poder seleccionar van a hacer los aislados
que sean efectivos contra los fitopatogenos de tal modo que estos sean capaces de producirse en
medios artificiales (Kohl ef al., 2019). En el control biolégico entran el manejo de:

Suelos supresivos: consiste en suelos con presencia de uno o varios microorganismos antagonistas
a fitopatdgenos, debido a la produccion de antibioticos, produccion de enzimas liticas y parasitismo
directa del patogeno, dentro de los organismos que presentan estas caracteristicas se encuentran
Trichoderma harzianum, Clonostachys rosea, Trichoderma viride, y Trichoderma gamsii.
Cultivos trampa: consiste en sembrar con el cultivo principal otra especie de planta que sea de
interés para la plaga que se desea controlar, esto con el fin de que la plaga ataque al cultivo trampa,
como ejemplo esta es la siembra de plantas alrededor del campo con el objetivo de que entre la

menor cantidad posible de pulgones que porten un virus a la siembra.

2.1.4 Control quimico

Consiste en el uso de plaguicidas los cuales son sustancias quimicas y muy toxicos
utilizados para controlar o matar a las plagas presentes en cultivos. Estas sustancias pueden ser:
insecticidas, acaricidas, rodenticidas, nematicidas, herbicidas, fungicidas, etc. (Cafiedo et al,
2011). La IRAC (2021) clasifica a los insecticidas y acaricidas como: carbamatos,
organofosforados, piretroides, piretrinas, neonicotinoides, sulfoximinas, butenolides, spinosines,
avermectinas, milbemicinas, fenoxicarb, piriproxifén, floururos, clofentezin, etoxazol,
benzoilureas, buprofezin, bifenazato y fosfuros. La FRAC (2019) menciona que un fungicida
inhibe el crecimiento de un hongo mediante la interferencia de los procesos celulares criticos, este
modo de accion se refiere al proceso celular especifico que inhibe el fungicida, estos se clasifican
en acilalaninas, hidroxi — pirimidas, isoxazoles, benzimidazoles, tiofanatos, toluamidas, fenilureas
benzofeninas, benzoilpiridinas, oxatin — carboxamidas, imidazolionas, ariloxiquinolinas y

morfolinas.

2.2 Plaguicidas en la Agricultura

Un plaguicida es cualquier sustancia o mezcla de sustancias destinadas a prevenir, destruir
o controlar cualquier plaga, que interfiere en la produccién, elaboracion, almacenamiento,
transporte o comercializacion de alimentos, productos agricolas, etc. También se incluyen

sustancias destinadas a utilizarse como reguladores de crecimiento de las plantas, defoliantes,
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desecantes y sustancias aplicadas a los cultivos en pre o postcosecha para proteger el producto

contra la deterioracién de enfermedades que se presenten (FAO, 2017).

Los plaguicidas (fungicidas, insecticidas, alguicidas, desecantes, reguladores de crecimiento,
acaricidas, ovicidas, repelentes y herbicidas) son sustancias que se utilizan para el control de plagas
que afectan la produccion y comercializacién de alimentos.

Actualmente en México hay 70,000 plaguicidas en el mercado debido a que el uso de estos ha ido
en aumento drasticamente ya que la produccion de las principales fuentes de nutricion humana se
ha duplicado, ocasionando que la produccion de los alimentos no sea menor y que los costos no se
eleven (Gamboa ef al., 2018). Los plaguicidas se pueden clasificar en organicos e inorganicos:
Los plaguicidas organicos se clasifican en compuestos voldtiles los cuales se derivan de
hidrocarburos y pueden llegar hacer altamente volatiles, también estan los compuestos persistentes
estos compuestos se llegan a considerar una amenaza ya que es dificil que se degraden debido a la
estabilidad que presentan ademés de que tienen la capacidad de moverse con facilidad en el
ambiente (Gamboa ef al., 2018).

Los plaguicidas inorganicos estan compuestos por metales pesados como el zinc, plomo, cadmio o

manganeso induciendo algn tipo de dafio en el ser humano (Dahiri Khattabi, 2018).

2.2.1 Desarrollo de Plaguicidas

Durante el surgimiento y desarrollo del hombre se han combatido plagas que afectan los
cultivos y productos, a partir del uso de sustancias capaces de eliminarlos, la evolucion de los
plaguicidas se puede dividir en tres fases o etapas. La primera etapa inicio a partir de la Revolucion
Industrial derivado del incremento de la produccion, almacenamiento y proteccion de los alimentos
por lo que hubo un incremento sustancial en la produccion de sustancias quimicas de toxicidad
inespecifica, pero de bajo costo. La segunda etapa llamada “era de los fumigantes” se descubrié la
accion plaguicida de elementos naturales como azufre, cobre, arsénico, piretrinas y fosforo, asi
como el disulfuro de carbono y bromuro de metilo. La tercera etapa llamada “era de los productos
sintéticos” se empezaron a sintetizar y a utilizar los dinitroderivados, a partir de esta etapa se
sintetizaron plaguicidas como: organoclorados y organofosforados que son los mas toxicos y

menos estables en ¢l ambiente (Del Puerto ef al., 2014).

19



2.2.2 Los Plaguicidas en el medio ambiente

La contaminaciéon ambiental por plaguicidas se da a partir de aplicaciones directas a los
cultivos agricolas, derrames accidentales o residuos en el suelo. Los restos de estos plaguicidas se
dispersan en el ambiente convirtiéndose en contaminantes para los sistemas bi6ticos y abioticos
amenazando su estabilidad y representando un peligro para la salud. La distribucion de un
plaguicida va a depender de su capacidad de absorcién y de la naturaleza del suelo, por lo que un
suclo con gran capacidad de absorcion puede conducir a la inactividad total del plaguicida ya que
nunca penetrara en la planta. La contaminacion por plaguicidas se puede dar por aire, suelo y agua

(Devindroppa et al., 2018).

2.2.3 Efectos de plaguicidas sobre la salud

Los plaguicidas estén en contacto con el ser humano mediante vias de exposicion como: la
respiratoria, digestiva y dérmica, ya que se pueden encontrar en el aire inhalado, agua y alimentos.
Estas sustancias tendran efectos sobre la salud cuando la exposicién sea mayor a los niveles
seguros, las exposiciones se pueden dar de forma directa o indirecta, la primera consiste en los
agricultores que aplican el producto sin utilizar equipo de proteccion y la segunda se refiere al
residuo que puede quedar en el fruto si se cosecha al instante de que se le aplico el producto por
ende puede llegar a los consumidores. La toxicidad de los plaguicidas se da de cuatro formas:
toxicidad oral aguda, toxicidad dérmica, toxicidad por inhalacion y toxicidad cronica (Del Puerto

et al., 2014).

2.2.4 Resistencia de Fitopatogenos a Plaguicidas

El uso excesivo de plaguicidas ha generado que los fitopatdgenos empiecen a tener
resistencia a los compuestos aplicados. La resistencia a fungicidas se define como una reduccion
adquirida y heredable de la sensibilidad de un hongo a un principio activo antifingico especifico,
entre los mecanismos de resistencia se encuentran las modificaciones a la via metabolica,
alteraciones en el sitio blanco causando la reduccion de la sensibilidad del organismo, entre otros
(Mena y Couoh, 2015). Esta resistencia que se genera es una condicion heredable y estable en
organismos fungicos por lo que tienen una habilidad de adaptacion a diferentes condiciones
adversas que les permite sobrevivir. A partir de la resistencia que se genera algunos hongos pueden

sobrevivir, multiplicarse y propagarse a pesar de ser expuestos a los fungicidas que normalmente
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ejercian un control sobre el hongo, este proceso involucra una modificacidén genética y bioquimica

que llega a conferir resistencia al hongo fitopatogeno (Carmona y Sautua, 2017).

2.3 Control biolégico para el manejo de problemas fitosanitarios

Las plantas son organismos capaces de defenderse mediante una amplia variedad de
mecanismos fisicos y quimicos contra fitopatdgenos, por lo que mejorar su resistencia es una de
las principales estrategias para prevenir perdidas bidticas en los cultivos.

El control biolégico consiste en la supresion de poblaciones fitopatégenas presentes en plantas
mediante organismos vivos, dentro de este control es importante resaltar a los agentes de control
microbiano ya que estos son capaces de proteger cultivos dafiados mediante diferentes modos de
accion: directa o indirectamente (Kohl ef al., 2019).

Las acciones indirectas se basan principalmente en la resistencia sistémica inducida contra
infecciones por un patégeno sin interacciones antagonistas directas, con esto nos referimos a una
secuencia compleja de eventos donde los agentes de control biolégico se establecen inicialmente
en el hospedante seguido de la liberacion de inductores especificos que son reconocidos por
receptores definidos por la planta para después desencadenar rutas dentro del hospedante, dando
como resultado el inicio de reacciones de defensa para preparar a la misma para ataques posteriores
de fitopatogenos. Otro modo de accidn indirectamente es la competencia por los nutrientes y el
espacio, en el cual la germinacion y crecimiento de fitopatogenos va a depender de la absorcion de
nutrientes, por lo que los mismos van a explotar las fuentes de nutrientes de una manera mucho
menos especifica al degradar la materia vegetal organica muerta, tal es el caso de las bacterias,
hongos y oomicetos que son fitopatdgenos necrotroficos los cuales matan y posteriormente invaden
los tejidos de las plantas, utilizando los nutrientes disponibles como colonizadores primarios de
tejidos muertos (Kohl ef al., 2019).

En la competencia por espacio y nutrientes Trichoderma spp. produce varios sideroforos que
quelan el hierro y es ¢l causante de detener el crecimiento de organismos fitopatégenos por lo que
Trichoderma spp. puede competir por el espacio. Sin embargo, debido a que las plantas son capaces
de exudar carbohidratos Trichoderma spp. compite por estos metabolitos como su principal fuente
de carbono (Contreras - Cornejo ef al., 2016).

Los modos de accidén directamente se basan en el hiperparasitismo o metabolitos secundarios

afectando directamente a los fitopatdgenos objetivos mediante cascadas de eventos fisiologicos. Se
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entiende como parasitismo a la interaccion competitiva que hay entre dos organismos en el que uno
de los dos obtiene nutrientes del otro (Kohl e a/., 2019).

El hiperparasitismo va a depender del hongo huésped (fitopatdogeno) vivo y obtiene nutrientes de
las células huésped mediante haustorios sin matarla, las interacciones entre el huésped y el hongo
micoparasito son de forma estable y equilibrada, estas interacciones pueden ser componentes
importantes en la supresion de enfermedades. Los antagonistas con hiperparasitismo tienen un
rango de hospedantes estrechos y su actividad va a depender de las condiciones ambientales en
cambio su actividad antagonista depende del crecimiento activo (Kohl ef al., 2019).

Los micoparasitos dentro de los que destaca Trichoderma spp, son aquellos hongos que funcionan
contra un hongo huésped y obtienen nutrientes de ellos para mantener su crecimiento. Estos
micopardasitos llevan a cabo su proceso mediante los siguientes pasos: primero los micoparasitos
crecen en la direccion del hongo huésped, se da un reconocimiento especifico en los sacaridos del
micoparasito que se unen a la lectina de la superficie del hongo huésped, después se da el contacto
y la penetracion donde el micoparasito se entrelaza con el micelio del hongo huésped y penetra a
través de estructuras de infeccion especializadas por lo que se pueden secretar enzimas que
degraden la pared celular del hongo huésped y por Gltimo los micoparasitos adquieren nutricion
del hongo huésped y liberan una toxina o antibiotico para debilitar la actividad del hongo que se
desea (Sun et al., 2020).

En cambio, la antibiosis ocurre mediante metabolitos secundarios pertenecientes a grupos
heterogéneos de compuestos organicos producidos por microorganismos que son perjudiciales para
el crecimiento o las actividades metabolicas de otros microorganismos, estos compuestos son
producidos y liberados en pequefas cantidades al ambiente. Los actinomicetos, bacterias y hongos
son los encargados de producir una gran cantidad de antibidticos conocidos. Los metabolitos
secundarios son considerados como uno de los modos de accion maés eficiente de los
microorganismos contra los competidores permitiendo a los microorganismos productores tener
ventajas competitivas (Kohl et al., 2019).

La accion directa puede inducir o mejorar la resistencia primaria contra infecciones provocadas por
un fitopatdgeno en tejidos vegetales mediante una interaccion antagonica con el fitopatogeno, otra
accion es la produccion de metabolitos secundarios que tienen un efecto inhibitorio en contra de
los fitopatdgenos. Los antagonistas con metabolitos secundarios como un modo de accion se

pueden seleccionar mediante bioensayos adecuados si se prevé la produccion in sifu por
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antagonistas vivos o in vitro si existe la aplicacion de metabolitos formulados. El riesgo de
desarrollar resistencia a metabolitos secundarios por fitopatégenos se considera bajo los
metabolitos que se lleguen a producir (Kohl et al., 2019).

En el control biologico, los hongos mas estudiados pertenecen a la especie de Trichoderma
harzianum y Clonostachys rosea, ambos hongos son micoparasitos ya que los aislados
antagonistas de estos géneros varian en el rango de hospedantes y los aislados individuales tienen
una variedad de hospedadores fitopatogenos de plantas (Kohl et al., 2019).

La asociacion de microorganismos a estos organismos implica simbiosis, antagonismo o antibiosis,
algunos otros microorganismos benéficos son Bacillus spp., Gliocladium spp. y Pseudomonas spp.
(Devindroppa et al., 2018).

Bacillus subtilis: es una bacteria grampositiva que forma biopeliculas en superficies inertes, esta
bacteria es capaz de secretar antibidticos y sintetizar enzimas hidroliticas como: proteasas,
celulasas y glucanasas, con la intencion de modificar el entorno de manera auto beneficiosa y
producir endosporas. Bacillus subtilis es capaz de sintetizar lipopéptidos que se encargan de
brindarle una proteccion a la planta y de suprimir los hongos fitopatdgenos al momento de inducir
una resistencia sistémica en la planta hospedante (Hashem er al., 2019). Del 4 al 5 % del genoma
de B. Subtilis se dedica a la sintesis de antibidticos, asi como diversos compuestos antimicrobianos
(Chaves y Wang, 2004). Dentro de los mecanismos de accion indirectos asociados a esta bacteria
se encuentran la promocion de crecimiento de la planta, competencia por nutrientes, capacidad de
inducir lisis celular y resistencia sistémica inducida (Hashem et al., 2019)

Pseudomonas florencens: son bacterias presentes en suelos agricolas que son capaces de procesar
condiciones cambiantes del medio ambiente, asi como de inducir resistencia en las plantas
ocasionando que estas bacterias toleren el ataque de fitopatogenos. Pseudomonas spp. puede
producir reguladores de crecimiento vegetal y metabolitos con efecto antagonico (Aviléz, 2021).
Esta bacteria posee la capacidad de crecer rapidamente in vitro, competir agresivamente con otros
microorganismos, adaptarse a condiciones ambientales y producir una amplia gama de antibiéticos
que son supresores de enfermedades como la pudricion de la raiz negra del tabaco producida por
Thielaviopsis o la marchitez provocada por Fusarium oxysporum en Solanum lycopersicum
(Waller, 2007).

Clonostachys rosea: se encuentra en zonas tropicales, templadas o desérticas, es un hifomiceto

capaz de producir conidios unicelulares penicilados o verticiliados, pero también es enddfito ya
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Figura 1. Crecimiento micelial de Trichoderma spp. de siete dias de incubacion en medio de
cultivo PDAa25+1°C

La temperatura 6ptima para el desarrollo de Trichoderma spp. es de 25 + 1° C, sin embargo, maneja
un rango de temperatura que va de los 15° C a 35° C, en cuanto al porcentaje de humedad relativa
ideal es del 70 % pero este hongo es capaz de crecer en un ambiente que va de los 20 — 80 % de

humedad relativa (Torrez Ortiz, 2018).

2.4.2 Mecanismos de accion

Trichoderma spp. es conocido por ser un agente de biocontrol que se utiliza contra
enfermedades presentes en cultivos mediante diferentes mecanismos de accion como se describe a
continuacion:
Micoparasitismo: Trichoderma spp. tiene la capacidad de atacar y destruir organismos
fitopatdgenos ya que penetra la pared de la célula huésped (célula del fitopatogeno) donde
Trichoderma spp. crece a lo largo de las hifas para después secretar enzimas que se van a encargar
de degradar la pared celular del fitopatdgeno.
Competencia por nutrientes: la competencia por nutrientes es una de las principales causas por la
que los microorganismos del suelo mueren. Es importante destacar que debido a los carbohidratos
que exudan las plantas Trichoderma spp. es capaz competir por estos metabolitos para que sean su
principal fuente de carbono, evitando el desarrollo de un fitopatogeno (Abbas ef al., 2017).
Antibiosis: la antibiosis consiste en la produccion de compuestos de tamafio pequeno y que se

conocen como antibidticos, estos van a hacer capaces de inhibir el crecimiento de otros
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microorganismos (Bhandari ef al., 2021). El proceso antagonico de Trichoderma spp. se basa en la
produccion de antibidticos o enzimas hidroliticas. Dentro de los principales compuestos se destacan
los acetaldehidos, gliotoxinas y viridinas, estos compuestos sen capaces de generar una fuerte
actividad inhibitoria sobre muchos hongos (Hyder et al., 2017).

Resistencia inducida: Cuando los suelos son tratados con aislados de Trichoderma spp. generan
una resistencia sistémica en las plantas por lo que se llega a observar una disminucion en las

enfermedades foliares y de raiz en las plantas (Hyder ef al., 2017).

2.4.3 Produccion de Trichoderma spp.

Trichoderma spp. es uno de los agentes de control biologico mas exitoso dentro del campo
de la agricultura, se encuentra presente como bioplaguicida, biofertilizante, promotor de
crecimiento vegetal y como solubilizador de nutrientes. Este microorganismo es producido
mediante formulaciones sélidas y liquidas (Agamez et al., 2018).

Para la produccién masiva de inoculantes biolégicos se necesitan fuentes de carbono y nitrogeno
para promover el crecimiento y desarrollo, porque los sustratos comunmente utilizados son arroz,
avena, papa, soya, trigo, cebada, etc., siendo utilizados para la fermentacion sélida. Las diferentes
formulaciones para los hongos antagonistas van a depender del modo de accién del hongo por lo
que para uso comercial se prefiere que sea matcrial seco (Arévalo ef al., 2017). La produccion en
masa de Trichoderma spp. en fermentacién en estado solido de granos de cereales es un proceso
muy utilizado pero que consume tiempo y espacio.

Trichoderma spp. es capaz de suprimir la esporulacion de varios fitopatdgenos presentes en las
plantas al competir por el crecimiento saprofitico limitando la colonizacién de los tejidos por el
hongo fitopatogeno. Este bioagente se encarga de suprimir la esporulacion e infeccion de
fitopatdgenos al competir por nutrientes y colonizar heridas.

Es un hongo que tiene potencial como biofungicida para el control biolégico de enfermedades, la
produccién en masa de este hongo se logra mediante la fermentacion en estado solidos, se utilizan
sustratos de arroz y residuos agroindustriales como: cascarilla de arroz, paja de arroz, trigo y

medios que sean subproductos de la industria azucarera (Agamez et al., 2018).
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2.5. Caracteristicas de Fusarium graminearum

Fusarium graminearum es un hongo fitopatégeno que ataca a una gran variedad de cultivos
mediante el desarrollo de micotoxinas como el deoxinivalenol, que ocasionan pudricién de raiz en
la planta. Este patogeno llega a invadir el tallo cerca de la superficie del suelo o bien entra a la
planta mediante sus raices (Leyva et al., 2017), se puede desarrollar en cualquier etapa fenologica
y sus principales sintomas son: pudricién de semilla, ahogamiento de planta, pudricién de raiz,
tizones, canceres, marchitez y enfermedades foliares.

Este fitopatogeno fue extraido de un cultivo de maiz el cual presenté pudriciones en mazorca, tallo
y grano. Las caracteristicas morfologicas que presentd F. graminearum fueron un micelio que va
de un color coral a un morado obscuro algodonoso, forma esporodoquios de color naranja palido
en donde se desarrollaron macro conidios delgados con forma de canoa que miden 2.5 x 35 pum,
contienen entre cinco y seis septos, forma clamidosporas las cuales son en forma globosa midiendo
de 10 a 12 um de didmetro. Este hongo se caracteriza por tener una célula apical en forma de cono
y una célula basal en forma de pie (Pesquero, 2017).

Taxonomia

Reino: Fungi
Clase: Sordariomycetes
Orden: Ascomycota
Familia: Hypocreales
Género: Fusarium
Especie: Graminearum (MYCOBANK, 2022).

F. graminearum es el causante de la contaminacion de granos mohosos en maiz, este hongo se
caracteriza por ser haploide, homotalico y con fase sexual la cual ocurre cuando el hongo crece
saprofiticamente y se desarrollan peritecios, la infeccion de este patogeno puede ocurrir a través de
pequenas aberturas naturales como las estomas o por penetracién directa dentro de las primeras 36

a 48 hrs después de la inoculacién (Ceron, 2014).
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2.6 Caracteristicas de Phytophthora capsici

Phytophthora capsici es un oomiceto capaz de producir la pudricion de la raiz, la corona,
las hojas y del fruto. Esia enfermedad es capaz de desarrollarse en campos con una alta
acumulacion de agua y se llega a propagar en condiciones calidas y himedas (Lamour ef al.,
2012).

Taxonomia
Reino: Chromista
Clase: Qomycota
Orden: Peronosporales
Familia: Perenosporaceae
Género: Phytophthora

Especie: Capsici (MYCOBANK, 2022)

Los sintomas de este oomyceto van a variar segun el hospedante, sin embargo, en dreas de infeccion
como lo son el jitomate, chile y/o pimiento vamos a encontrar a este comiceto en las raices de la
planta. Dentro de la sintomatologia que una planta infectada puede mostrar esta una lesion de color
negro/marron en el tallo a nivel de suelo, marchitez, crecimiento atrofiado y la muerte de Ia planta.
El fitopatdgeno estudiado fue aislado de un area de cultivo de chile, donde comenzoé a presentarse
un crecimiento lento de la planta, necrosis en el tallo y marchitez en las hojas.

La temperatura optima de crecimiento varia de 25 a 30° C con una humedad relativa alta (entre un
70 — 80 %), en cuanto a su tiempo de esporulacion este se produce de 2 a 3 dias (Lamour ef al.,
2012).

P. capsici se caracteriza morfoloégicamente por mostrar un micelio liso concéntrico y de color
blanco algodonoso (Diaz ef al., 2015), un crecimiento de tipo filamentoso, estolonifero, toruloso o
pentaloide (Pons ef al., 2020). Muestra esporangios de 20 — 50 x 15 — 42.5 pm, clamidosporas
esféricas u ovaladas que pueden llegar a medir 35 pm de didmetro, hialinas o marrén obscuro, sus

hifas pueden ser lisas, hinchadas o tubercolosas (Donas, 2015).
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IIl. MATERIALES Y METODOS
3.1 Origen de los aislados.

Se colectaron muestras de suelo obtenidas de un rancho localizado en el municipio de
Zacatlan, Puebla con coordenadas 19° 56’ 00’ N 97° 57° 38" O, donde el principal cultivo
cosechado es maiz, la recoleccion de las muestras se hizo de cinco diferentes zonas del rancho las
cuales se clasificaron como lo muestra el cuadro 2, posteriormente se trasladaron al Laboratorio de
Fitosanidad de la Universidad Popular Autonoma del Estado de Puebla.

Cuadro 2. Clasificacion de las cinco zonas de recoleccion de suelo extraidas de un rancho con

terreno de cultivo de maiz en el municipio de Zacatlan, Puebla.

Zona Lugar de recoleccion
Zona 1 Monte
Zona 2 Rancho lado A
Zona 3 Rancho lado B
Zona 4 Casa 1
Zona 5 Casa 2

La zona uno pertenece al lugar de recoleccion “Monte” ya que esta muestra se recolecto de un
pequefio monte que estd en la propiedad, la zona dos y tres pertenecen a “Rancho lado A” y
“Rancho lado B” estas muestras fueron extraidas de dos puntos diferentes del terreno principal y
por ultimo las zonas cuatro y cinco pertenecen a “Casa uno” y “Casa dos” estas fueron tomadas de
una parte del terreno cerca a la casa que se encuentra dentro del rancho. En las cinco zonas

muestreadas se siembra maiz solo que el terreno se encuentra dividido en estas tres secciones.

3.2 Aislamiento de Trichoderma spp.

Se peso 1 g de muestra de suelo posteriormente se coloco en tubos con 10 mL de agua
destilada estéril y se agito en un vortex durante cinco min, cada muestra se fue clasificando de
acuerdo a la zona de la que se obtuvo, posteriormente se hicieron disoluciones seriadas 1:10 de las
cuales con ayuda de una micropipeta se fueron tomando 1000 pL de la tercera disolucion que se
hizo y se plaqueo en cajas Petri con los siguientes medios de cultivo: Papa Dextrosa Agar (PDA),

T2, TSMC y V8. Las cajas sembradas se colocaron en una incubadora a 26 = 1 °C durante cinco
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dias (Samaniego et al., 2018). Posteriormente se realizo un recuento de las Unidades Formadoras
de Colonia (UFC) con el micelio que se obtuvo en las cajas Petri, para el célculo de las UFC/g se

utilizé la siguiente formula:

UFC/g= (N° de colonias significativas en la Gltima placa considerada * FDD) / Volumen inicial
sembrado
Donde
¢ FDD= Factor Decimal de Diluciéon
Con las colonias de micelio que se obtuvieron se fueron cortando discos de 5 mm de didmetro,
posteriormente se sembraron en cajas Petri con medio de cultivo PDA, se colocaron en una

incubadora a 26° C £ 1° C durante siete dias.

3.3 Purificacion de los aislados

Con la técnica de punta de hifa y con la ayuda de una jeringa de insulina estéril se obtuvieron
fragmentos de micelio del hongo previamente sembrado y se colocaron en cajas Petri con medio
de cultivo PDA a 25 + 1 °C durante siete dias. Posteriormente se tomaron pequefios cuadros del
medio PDA y se sembraron en medio de cultivo Agua - Agar y se incubaron a 28 £ 1 ° C por 24 h,
posterior a este tiempo las cajas Petri se colocaron en un microscopio y con una jeringa de insulina
estéril se tomaron puntas de hifa presentes en el medio, se extrajeron y se colocaron en medio de

cultivo T2 y se incubaron a 25° durante seis dias (Moya et al., 2014).

3.4 Reactivacion de F. graminearum y P. capsici

Los aislados de F. graminearum y P. capsici fueron obtenidos en un estudio realizado
previamente. Bajo condiciones de esterilidad y con una jeringa de insulina se tomé un fragmento
de micelio de F. graminearum extraido de una solucién de papa dextrosa, se coloco en papel esteril
para retirar el exceso de agua y posteriormente se colocé en una caja Petri que contenia medio de
cultivo PDA, la cual fue sellada y colocada en una incubadora a 26 = 1 °C durante siete dias,
posteriormente se tomaron discos de aproximadamente 5 mm de diametro que se utilizaron para
la confrontacion en el ensayo de cultivo dual. Este mismo procedimiento se realizé para P. capsici

(Luna, 2017).
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3.5 Ensayo por cultivo dual

Mediante el ensayo por cultivo dual se evalud el antagonismo de los seis aislados de
Trichoderma spp. contra FF. graminearum aislado de maiz y P. capsici aislado de chile. En una caja
Petri que contenia medio de cultivo PDA se colocd un disco de micelio de Trichoderma spp. de
aproximadamente 5 mm de diametro en uno de los extremos, posteriormente en la misma caja Petri
se coloco un disco de micelio de F. graminearum, las cajas se sellaron y se incubaron a 25° C +
1° C hasta que alguno de los dos hongos tocara el extremo del otro, lo mismo se realizo para el
oomyceto P. capsici, el experimento se condujo bajo un disefio experimental completamente al
azar con seis repeticiones, cada 24 hrs se marco por debajo de la caja Petri el crecimiento micelial
del antagonista y con base a este calcular ¢l porcentaje de inhibicion micelial (PICM) con la
siguiente ecuacion (Luna, 2017):

(C—T)=*100

ICM =
# C

Donde:

e (= Crecimiento en cm del fitopatdogeno solo, sin confrontacion

e T= Crecimiento en cm del fitopatégeno con confrontacion
Con los datos obtenidos se realizo un ANOVA y comparacion de medias (Tukey) utilizando el
programa SAS V.9.1 para Windows.
Este mismo experimento se realizd con los primeros cuarenta y cuatro aislados obtenidos de las
cinco muestras de suclo, para descartar aquellas que no mostraban caracteristicas morfologicas a
Trichoderma spp. que no presentaran un porcentaje de inhibicién mayor o igual la 80 % o que no
tuvieron ningin control antagonico contra los fitopatogenos, con el propésito de ir disminuyendo

el total de muestras que se iban a ser sometidas a una caracteristica molecular.

Se determiné la competencia por sustrato mediante la escala de bell (Nakato y Valencia, 2016) la
cual se divide en § clases; la primera es cuando el antagonista ocupa completamente la superficie
del medio de cultivo, la segunda es cuando cubre dos terceras partes de la superficie del medio de
cultivo, la tercera es cuando el antagonista y el patdgeno se encuentran en medio del cultivo y

ninguno domina, la cuarta es cuando el patdgeno sobrepasa coloniza tres cuartas partes del medio



de cultivo y por tltimo la quinta clase es cuando el patégeno llega a colonizar todo el cultivo. Se

utilizd esta escala para evaluar el nivel de antagonismo que presentaron los aislados evaluados.

3.6 Caracterizacion morfolégica y morfométrica de aislados de Trichoderma spp.

A partir de que se obtuvieron los aislados puros de Trichoderma spp. se realizd la
caracterizacion morfologica evaluando el color de la colonia y la textura del micelio. Para la
caracterizacion morfométrica en un portaobjetos se colocé una gota de 4cido ldctico,
posteriormente un disco de micelio de PDA, la muestra se cubrié con un cubreobjetos, se hicieron
las observaciones en un microscopio Optico y las imagenes se captaron bajo un objetivo de 100x
para posteriormente realizar las siguientes descripciones: forma y tamafio de conidios, fialides y

tamafio de conididforos (Garcia et al., 2017).

3.7 Caracterizacion molecular de aislados de Trichoderma spp.

Se realizo la extraccion de ADN mediante el método Phosphatasa Alcalina (AP) (Ruiz ef
al., 2014, Sambrook y Russel, 2001). Se amplificaron las regiones del espacio transcrito interno
(Internal Trancribed Spacer) utilizando los iniciadores ITS1 / ITS4 (Gardes y Bruns 1993; Staats
et al., 2005; White et al., 1990) combinado con el programa de termociclado propuestos por White
et al. (1990). Los productos amplificados fueron secuenciados en ambas direcciones con el método
de Sanger en la empresa Macrogen (http:// dna.macrogen, Corea). Las secuencias resultantes se
analizaron por DNASTAR (2001) y Sequencher (2014), y la alineacién se realizé con Clustal W
en MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013). Las secuencias se compararon usando el algoritmo BLAST

del NCBI (http://blast.ncbi.nlm. nih.gov/Blast.cgi) y se depositaron en el GenBank.
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IV. RESULTADOS

A partir de las cinco muestras de suelo que se extrajeron de la zona de Zacatlan, Puebla y
que se clasificaron de acuerdo con la zona de la que fueron tomadas (rancho lado A, rancho lado
B, casa 1, casa 2 y monte) se observé que el mejor medio de cultivo de crecimiento micelial fue
T2 ya que en este medio fue donde se obtuvieron la mayoria de las colonias utilizadas, seguida de

TSMC, y por ultimo el medio de cultivo V8 no presento ningtin tipo de crecimiento (Figura 2).

Figura 2. Crecimiento de Trichoderma spp. de siete dias de incubacion aislada de suelo en
medios de cultivo T2

Las Unidades Formadoras de Colonia (UFC) se utilizan para realizar un conteo sobre la cantidad
de microorganismos vivos presentes en el suelo, se tomé como UFC/g al micelio que crecio en las

cajas Petri (Cuadro 3).

Cuadro 3. Esporulacién y conteo de las Unidades Formadoras de Colonia de las cinco zonas

estudiadas
ZONA MEDIQO DE UFC/g de
CULTIVO suelo
ZONA 1 T2 2000
ZONA 2 T2 21000
ZONA 3 T2 500
ZONA 4 T2 y TSMC 18000
ZONA 5 T2 1000

Solo la zona cuatro fue la tinica que tuvo esporulacion en dos medios de cultivo (T2 y TSMC), al

final se obtuvieron un total de 44 aislados las cuales se sometieron a una primera prucba de
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antagonismo contra Phytophthora capsici y Fusarium graminearum, como resultado se obtuvieron
14 aislados con parasitismo, nueve con antibiosis y 21 que no mostraron ningun mecanismo de
defensa.

Con los 23 aislados que se obtuvieron como resultado de las primeras pruebas tempranas de
antagonismo, se hizo una primera evaluacion de cultivo dual donde se midio el porcentaje de
inhibicion (Cuadro 4), se descartaron aquellos aislados que tuvieron una inhibicion menor al 80 %,

quedando un total de seis aislados los cuales se sometieron a un segundo ensayo de cultivo dual.

Cuadro 4. Evaluacion del porcentaje de inhibicion de los 23 aislados de
Trichoderma gamsii obtenido de suelo

Aislados % de % de inhibicion
inhibicion con con F.
P. capsici gramineqrum

H1 82.54 7139
H2 82.76 81.49
H6 88.27 78.36
H7 79.42 77.60
H13 81.09 75.08
H15 84.48 80.02
H16 83.74 80.71
H17 75.07 61.91
H18 82.62 73.40
H20 81.14 77.75
H21 79.30 78.22
H22 71,95 79.45
H24 86.00 80.21
H25 81.28 78.88
H27 87.06 76.05
H28 81.16 79.11
H32 82.34 80.73
H33 81.42 76.83
H34 82.19 19:22
H35 80.20 80.60
H38 85.40 75.44
H43 81.74 78.72
H44 80.50 75.42

Los resultados mostraron que los 23 aislados de Trichoderma gamsii inhibieron el crecimiento de

Fusarium graminearum y Phytophthora capsici.
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4.1 Caracterizacion morfologica y morfométrica de los aislados de Trichoderma spp.

Los seis aislados de Trichoderma spp. cubriendo por completo la caja Petri en un total de 4
dias, pero empezaron a tomar un color amarillo — verde a los seis a ocho dias (Figura 4), los aislados
se mantuvieron bajo las mismas condiciones ambientales (25 = 1° C con 12 horas luz/ 12 horas
obscuridad), el tipo de micelio que mostraron fue aéreo. El tnico aislado que mostr6 un color
diferente en el micelio desde un principio fue la H35 (Trichoderma gamsii). En el cuadro 5 se

observan las caracteristicas morfoldgicas y morfométricas de los seis aislados.

H2: Trichoderma gamsii

H15: Trichoderma gamsii
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H16: Trichoderma gamsii

H35: Trichoderma gamsii

Figura 3. Crecimiento en medio de cultivo PDA de los seis aislados de Trichoderma gamsii 'y
evaluacion del cultivo dual, en condiciones controladas de temperatura 25° C + 1° C con 12 horas

luz/ 12 horas obscuridad
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Cuadro 5. Caracterizacion morfologica y morfométrica de los seis aislados pertenecientes a la

especie Trichoderma gamsii extraidas de suelo de la localidad de Zacatlan, Puebla.

Tamano de VETAD Tamano de
N°de | ; Color de v Formade | Forma de e de .1
i | Especie . Esporulacion i L conidios s conidioforos
uslado colonia conidios fialides (um) Fialides (um)
: 1.85 ym de = 2.80 um
H2 ﬂ‘:chr)dg:rﬁﬂ | Blanca) Verde Abundante - Gl il largox 1.05 delargox | 164 umde
gamsii algodonosa um de 1.60 pm largo
: ~ | ancho | deancho |
1.85 de 24
| Trichoderma Elanca/ largo P:T 38 de l;rggl x | 160 um de
H15 | o Amarilla - Abundante Globosas Globosa '
gamsii um de 1.30 um largo
Verde
ancho | de ancho
; 2.10 um de  2.25 umde
H16 Trzchodefma Blanca/ Verde Poca ., 1 Subglobosas | Elipsoide largox 1.60 | largo x 170 pm de
gamsii esporulacion um de 1.25 umde largo
ancho ancho
3 1.6 umde 2.2 umde
Ho4 Trzc:hode‘f“ma Blam_:a/ Abundante - Silbglobesas| Glabosa largo x 1.47 largox 1.5 157.5 um de
gamsii Amarilla algodonosa um de um de largo
ancho | ancho |
Trichoderma Blanca/ Poca 111-1'%;) .t)l(n; ig di:‘%:rg:)n X | 162 ymde
H32 2 Amarilla - .. Subglobosas; Globosa | '
gamsii | esporulacién | um de 1.45 um largo
Verde i
ancho de ancho
| 1.95 umde = 2.10 um
H35 Tnchode‘::ma Vecdes Poca N Gioboms | Sibglabisa largox 1.60 | delargox @ 165 ,L-lm de
gamsii esporulacion um de 1.45 ym | largo
. ancho de ancho |

Los aislados evaluadas mostraron hifas hialinas, los aislados H2, H15, H24 y H35 pertenecientes

a la especie Trichoderma gamsii presentaron conidios globosos en grupos de dos a tres,

clamidosporas delgadas y abundantes, fidlides en triada siendo en medio la parte mas ancha y

ramificaciones. El aislado H16 mostro conidios en forma de ovalo en grupos de tres, fialides

delgadas y en triada, conidioforos largos y delgados. El aislado H32 (Trichoderna gamsii) presento

conidioforos largos y con ramificaciones, conidios ovoides, y fidlides en par y triada a lo largo del

conidioforo, en el cuadro 5 se describen las caracteristicas morfométricas obtenidas de los seis

aislados de Trichoderma gamsii (Cuadro 5) (Figura 5),
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H2 (Trichoderma gamsii) H1S (Tri

H16 (Trichoderma gamsii)

Figura 4. Caracteristicas morfométricas de los seis aislados de Trichoderma gamsii, (a) conidios,

(b) fialides y (c) conidioforos.
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4.2 Caracterizacion molecular de Trichoderma gamsii

Los numeros de acceso de las secuencias ITS obtenidas se mencionan en el cuadro 6, los
accesos de los seis aislados (H2, H15, H16, H24, H32 Y 35) presentaron una similitud del 100 %
con el nimero de acceso MK361138 de Trichoderma gamsii, lo cual refuerza la caracterizacion

morfométrica, morfologica y cultural.

Cuadro 6. Trichoderma gamsii aislado e identificado a partir de suclo de cultivo de maiz

Especie de Numero de acceso Numero de acceso
Clave del del GenBank ITS1 Porcentaje del GenBank ITS1
Trichoderma aislado e ITS4* de similitud e ITS4

Trichoderma gamsii H2 ON406132 100 % MK361138
Trichoderma gamsii H15 ON406133 100 % MK361138
Trichoderma gamsii HI16 ON406134 100 % MK361138
Trichoderma gamsii H24 ON406135 100 % MK361138
Trichoderma gamsii H32 ON406136 100 % MK361138
Trichoderma gamsii H35 ON406137 100 % MK361138

ZNumero de accesion de los aislados obtenidos en la presente investigacion

4.3 Pruebas de antagonismo in vitro de Trichoderma gamsii

Se identificod interaccion entre los factores (F = 24.37, p=<0.0001), ademas se encontraron
diferencias significativas para el factor hongo (F = 102.67, p = < 0.0001) y para el factor
biocontrolador (F = 25.78 p =< 0.0001) (cuadro 7) al realizar el analisis de comparacion de medias
se identifico que el aislado H24 (Trichoderma gamsii) fue estadisticamente diferente al resto de los
tratamientos ya que presentdé menor crecimiento de micelio siendo este de 13.59 cm en
comparacion con el aislado H15 (Trichoderma gamsii) que mostré mayor crecimiento de micelio

con un valor de 16.75 cm.

Cuadro 7. Analisis de varianza de la variable crecimiento de micelio en respuesta al organismo

fungoso y biocontrolador.

F.V G.L S.C CM Fc. Pr>Fc¢

Rep 5 1173 2:35 3.94 0.0043
Hongo 1 61.14 61.14 102.67 <.0001
Hongo*Rep 5 4.55 0.91 1.53 0.1985
Biocontrolador 5 76.77 15.35 25.78 <.0001
Hongo*Biocontrol 5 72.58 14.52 24.37 <.0001
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<.0001 = Altamente significativo

Cuadro 8. Crecimiento micelial (mm) de la interaccion organismo fungoso y biocontrolador.

Biocontrolador Aislado Crecimiento micelial
Trichoderma gamsii HI15 16.75 a*
Trichoderma gamsii H35 1532 b
Trichoderma gamsii H16 14.86 bc
Trichoderma gamsii H32 14.42 bed
Trichoderma gamsii H2 13.95 c¢d
Trichoderma gamsii H24 13.59d

“Los valores medios seguidos por las mismas letras dentro de la misma columna, son
estadisticamente iguales (¥*= p<0.05) segun la prueba de comparacién de medias Tukey

Cuando se realizd el ANOVA por hongo fitopatogeno, para Fusarium graminearum se
identificaron diferencias significativas (F = 18.13, p = < 0.0001) (Cuadro 9), se observd que el
aislafoH2 (Trichoderma gamsii) ejercio mejor control sobre el hongo mencionado, presentando
crecimiento de micelio de 14.28 ¢cm en contraste con el aislado H15 (Trichoderma gamsii) que
controld con menor eficacia a Fusarium gramineaurum presentando un valor de 17. 3 cuadro 10.
Para el caso de Phytophthora capsici se encontraron diferencias significativas (F = 15.89, p = <
0.0001), se identifico que el aislado H24 (Trichoderma gamsii) controlo con mayor eficiencia a
Phytophthora capsici ya que presentd un valor de 11.1 cm comparado con el aislado HIS
(Trichoderma gamsii) la cual mostré mayor crecimiento de micelio con un valor de 16.21 cuadro

11.

Cuadro 9. Analisis de varianza de la variable crecimiento de micelio Fusarium graminearum.

controlado con diferentes aislados de Trichoderma gamsii in vitro.

F.V G.L S.C. C.M Fe. Pr>Fc¢
Modelo 21 226.78 10.79 18.13 <.0001
Error 50 29.78 0.59
Total correcto 71 256.55

<.0001= Altamente
Coeficiente de variacion 5.2 % Media general 14.82 significativo
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Cuadro 10. Crecimiento micelial (mm) de Fusarium graminearum. controlado con diferentes

aislados de Trichoderma gamsii in vitro.

Biocontrolador Aislado Crecimiento micelial

Trichoderma gamsii HI15 17.3 a*
Trichoderma gamsii H16 16.87 ab
Trichoderma gamsii ~ H24 16.13 be
Trichoderma gamsii H35 14.98 cd
Trichoderma gamsii H32 14.88 d
Trichoderma gamsii H2 14.28 d

7Los valores medios seguidos por las mismas letras dentro de la misma columna, son

estadisticamente iguales (*= p<0.05) segin la prueba de comparacién de medias Tukey.

Crecimiento micelial
F. graminearum vs T. gamsii

20
18

173
16
1
1
1
H15

Figura 5. Crecimiento micelial (mm) de seis aislados de Trichoderma gamsii vs Fusarium

16.87 16.13

I I Il498 I1488 ;
H16 H24 H35 H32 H2

= Crecimiento micelial

(=2 S

o N B O

graminearum
Cuadro 11. Anélisis de varianza de la variable crecimiento de micelio de Phytophthora capsici.

controlado con diferentes aislados de Trichoderma gamsii in vitro.

F.V G.L S.C. CM Fc. Pr>Fc
Modelo 21 215.53 10.21 15.89 <.0001
Error 50 23.52 0.43
Total correcto 71 248.18

Coeficiente de variacion 5.9 %  Media general <.0001 = Altamente
12.13 significativo
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Cuadro 12. Crecimiento micelial (mm) de Phytophthora

aislados de Trichoderma gamsii in vitro.

capsici. controlado con diferentes

Crecimiento

Biocontrolador Aislado micelial
Trichoderma gamsii H15 16.21 a
Trichoderma gamsii H35 15.66 b
Trichoderma gamsii H32 1397 ¢
Trichoderma gamsii H2 13.7¢
Trichoderma gamsii Hl16 12.86 d
Trichoderma gamsii H24 11.1e

“Los valores medios seguidos por las mismas letras dentro de la misma columna, son

estadisticamente iguales (*= p<0.05) segin la prueba de comparacién de medias Tukey.

Crecimiento micelial
P capsici vs T. gamsii

20
16.21 15.66

15
1
0
H15 H35

13.97

H32

® Crecimiento micelial

1

3.7
H2

o

wu

12.86

. :
H16 H24

Figura 6. Crecimiento micelial en (mm) de seis aislados de Trichoderma gamsii vs Phytophthora

capsici
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4.4 Porcentaje de inhibicién

En esta variable se observo interaccion entre los factores (F = 24.41, p=<0.0001), ademas
de identificar diferencias significativas para el factor hongo (F = 145.84, p =< 0.0001) también en
el factor biocontrolador (F = 25.66, p = < 0.0001) Cuadro 13, también se realizd el andlisis de
comparacion de medias y se observo que el aislado H24 (Trichoderma gamsii) fue estadisticamente
diferente al resto de los tratamientos presentando mayor porcentaje de inhibicién del crecimiento
micelial con un valor de 82.56, en comparacion con el aislado H15 (Trichoderma gamsii) la cual
presentd menor porcentaje de inhibicion del micelio (78.54) (Cuadro 14), estos resultados
coinciden con lo encontrado en la variable de crecimiento de micelio, se identifico que a mayor

crecimiento de micelio menor porcentaje de inhibicion y viceversa.

Cuadro 13. Analisis de varianza de la variable porcentaje de inhibicion micelial en respuesta al

organismo fungoso y biocontrolador.

F.V G.L S.C C.M Fe. Pr>Fc
Rep 5 37.46 7.49 7.7 <.0001
Hongo 1 141.74 141.74 145.84 <.0001
Hongo*Rep 5 35.59 712 7.33 <.0001
Biocontrolador 5 124.71 24.94 25.66 <.0001
Hongo*Biocontrol 5 118.59 23.72 24.41 <.0001

<.0001 = Altamente significativo

Cuadro 14. Porcentaje de inhibicion de la interaccion organismo fungoso y biocontrolador.

Porcentaje de

Biocontrolador Aislado inhibiciéon
Trichoderma gamsii H24 82.56 a
Trichoderma gamsii H2 82.13 a
Trichoderma gamsii H32 81.54 ab
Trichoderma gamsii H16 80.93 b
Trichoderma gamsii H35 80.4b
Trichoderma gamsii H135 78.54 ¢

Z10s valores medios seguidos por las mismas letras dentro de la misma columna, son
estadisticamente iguales (*= p<0.05) segin la prueba de comparacion de medias Tukey.

Al realizarle el ANOVA por separado, es decir por efecto de organismo fungoso, para Fusarium
graminearum se observaron diferencias significativas (F = 22.45, p = < 0.0001), las pruebas de

separacion de medias mostraron que el aislado H2 (7Trichoderma gamsii) controld mejor al hongo

44



mencionado presentando el porcentaje de inhibicion mayor al resto de los tratamientos con un valor
de 81.49 %, en comparacion con el aislado H15 (Trichoderma gamsii) la cual presento el menor
porcentaje de inhibicion (77.61) siendo el tratamiento menos eficiente (Cuadro 16). Respecto a
Phytophothora capsici se observaron diferencias significativas (F = 25.34, p =< 0.0001), el aislado
H24 (Trichoderma gamsii) mostro un porcentaje de inhibicion mayor al resto de los tratamientos
con un valor de 86 % mientras que el aislado H15 (Trichoderma gamsii) mostré el menor
porcentaje de inhibicion de todos los tratamientos evaluados con un valor de 79.48 % cuadro 18,
al igual que en el control de Fusarium graminearum los resultados de inhibicién de crecimiento
micelial de Phytophothora capsici se confirmaron ya que el misma aislado que mostrd menor

crecimiento de micelio presentd mayor porcentaje de inhibicion los cual se correlaciona.

Cuadro 15. Analisis de varianza de la variable porcentaje de inhibicion micelial de Fusarium

graminearum controlado con diferentes aislados de Trichoderma gamsii in vitro.

F.V G.L S.C. C.M Fc. Pr>Fc
Modelo 21 458.09 21.81 22.45 <.0001
Error 50 48.59 0.97
Total correcto 71 506.69
Coeficiente de variacion 1.2 <.0001 = Altamente
% Media general 81.02  significativo

Cuadro 16. Porcentaje de inhibicion micelial de Fusarium graminearum controlado con diferentes

aislados de Trichoderma gamsii in vitro.

Biocontrolador Aislado % de inhibicién
Trichoderma gamsii H2 81.49 a*
Trichoderma gamsii H32 80.74 ab
Trichoderma gamsii H35 80.60 ab
Trichoderma gamsii H24 79.11 be
Trichoderma gamsii H16 78.13 ¢
Trichoderma gamsii HI13 77.61 ¢

“Los valores medios seguidos por las mismas letras dentro de la misma columna, son

estadisticamente iguales (*= p<0.05) segun la prueba de comparacion de medias Tukey.
p p
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Figura 7. Porcentaje de inhibicion de seis aislados de Trichoderma gamsii contra Fusarium

graminearum

Cuadro 17. Analisis de varianza de la variable porcentaje de inhibicidn micelial de Phytophthora

capsici controlado con diferentes aislados de Trichoderma gamsii in vitro.

F.V G.L S.C. C.M Fec. Pr>Fc
Modelo 21 467.4 22.31 25.34 <.0001
Error 50 52.43 0.99
Total
correcto 71 514.43

<.0001 = Altamente
Coeficiente de variacion 1.2 % Media general 81.02 significativo

Cuadro 18. Porcentaje de inhibicion micelial de Phytophthora capsici controlado con diferentes

aislados de Trichoderma gamsii in vitro.

Biocontrolador Aislado % de inhibicién
Trichoderma gamsii H24 86 a”
Trichoderma gamsii Hl16 83.74 b
Trichoderma gamsii H2 82.77 be
Trichoderma gamsii H32 8234 ¢
Trichoderma gamsii H35 80.2 cd
Trichoderma gamsii H15 79.48 d

“Los valores medios seguidos por las mismas letras dentro de la misma columna, son

estadisticamente iguales (*= p<0.05) segun la prueba de comparacién de medias Tukey.
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V. DISCUSION

Después de realizar la caracterizacion molecular de los seis aislados de Trichoderma spp.
se obtuvo como resultado que estas pertenecen a Trichoderma gamsii, esta especie ha sido
estudiada contra fitopatégenos como Fusarium graminearum donde ha demostrado inducir
respuesta sistémica, asi como reducir el crecimiento miceliar (Galletti et al., 2020), para ¢l caso de
Phytophthora capsici demostrd iniciar sistémicamente el mecanismo de resistencia inducida
(Siriam et al., 2009). Un estudio menciond que T. gamsii y F. graminearum estan relacionado por
los genes de trichodieno sintasa, hay que destacar que estos genes estdn involucrados en la
biosintesis de tricotecenos los cuales tienen actividad antimicrobiana y llegan a promover
interacciones benéficas entre 7. gamsii y las raices del hospedante. 7. gamsii es capaz de suprimir
el tizon causado por Fusarium graminearum en cereales, mediante la reduccion de esporas de esta
especie, asi como también suprime el crecimiento y la produccién de micotoxinas (Stummer et al.,
2022).

En los aislados obtenidos de las cinco muestras de suelo se observo que los medios TSMC y V8
no tuvieron crecimiento micelial a comparacion del medio T2 esto se puede deber a que en ambos
medios fueron mas selectivos ya que se utilizaron fungicidas dentro de su preparacion ocasionando
que no permitan el crecimiento de hongos, sin embargo, otro de los factores que también pudo
afectar fue la concentracion de conidios que habia en las disoluciones ya que se utilizo la tercera
disolucion hecha.

Se hizo un primer enfrentamiento con los 44 aislados donde se descartaron 21 ya que no mostraron
ningun control contra F. graminearum y P. capsici, posteriormente se hizo la primera evaluacion
de cultivo dual (cuadro 4) donde se obtuvo un porcentaje de inhibicion mayor al 60 % para ambos
fitopatogenos. Resultados obtenidos por Sameniego er al. (2018) mostraron una inhibicién de
Trichoderma spp. contra Fusarium spp. mayor al 50 % y Cabrera et al. (2020) obtuvo un porcentaje
de inhibicion entre el 43 - 78 % para Trichoderma spp. vs Fusarium graminearum. Arriaga. (2021)
obtuvo un porcentaje de inhibicion del 58.60% para P. capsici por lo que los porcentajes obtenidos
estan dentro de los parametros que otros autores presentaron. Sin embargo, solo se seleccionaron
aquellos aislados con un porcentaje de inhibicién mayor o igual al 80 % para tener un mejor control
teniendo un total de seis aislados: H2 que pertenece a la zona 5, H15, H16, H24, H32 y H35 que

pertenecen a la zona 2, estos aislados pertenecen a la especie Trichoderma gamsii.
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El tiempo de contacto entre T. gamsii y las hifas del patogeno vario de uno a cuatro dias para ¢l
caso de F. graminearum y para P. capsici respectivamente, estas diferencias se pueden deber a que
los aislados tienen caracteristicas biologicas diferentes, cabe destacar que cuando Trichoderma spp.
coloniza el medio de cultivo y localiza el patogeno hay una eficiencia de control.

En el segundo enfrentamiento de cultivo dual los seis aislados crecieron en el mismo tiempo, sin
embargo, el que tuvo el mayor porcentaje de inhibicion para F. graminearum fue el aislado H2 con
81.49 % y para P. capsici fue H24 con 82.56 %. Existen diferentes caracteristicas de crecimiento
entre los fitopatogenos F. graminearum y P.capsici, sin embargo los seis aislados de 7. gamsii
lograron inhibir el crecimiento miceliar de ambos fitopatégenos, pero se observo que estos aislados
tienen un mejor control contra P. capsici ya que solo uno de los seis aislados que se evaluaron
mostré un porcentaje menor del 80 %.

Andrade et al. (2019) reporto que Trichoderma spp. inhibe un 87.8% el crecimiento de P. capsici
y Perniola et al. (2014) menciono que Trichoderma spp. tuvo un porcentaje de inhibicion de 60.6
% para F. graminearum. Los valores obtenidos van de un 77.61 % a un 86 % por lo que los
resultados mencionados fueron mayores por dichos autores, esto se puede deber a las condiciones
ambientales a las que fueron sometidas les seis aislados estudiadas, asi como también la especie a
la que pertenecen.

Las interacciones entre un antagonista y un patogeno se dividen en tres fases donde la primera
consiste en un pre-contacto entre ambos microorganismos, la segunda en la formacion de una zona
de inhibicion del crecimiento del patdgeno y la tercera es cuando ocurre una sobre esporulacion
del antagonista sobre el micelio del patogeno (Luna, 2017). El ensayo de cultivo dual entre T.
gamsii y F. graminearum mostraron diferentes interacciones en cada uno de los aislados, en el caso
de H2, H24 y H35 que pertenecen a 7. gamsii solo mostraron las dos primeras fases que se
describieron anteriormente en cambio H15, H16y H34 que igual perteneces a 7. gamsii
desarrollaron la tercera fase de sobre esporulacion evitando asi el crecimiento y desarrollo del
fitopatogeno. Se pudo observar que en el antagonismo de 7. gamsii sobre P. capsici se identificé
un comportamiento similar a excepcion del aislado H24 donde esta si presento la tercera fase de

sobre esporulacion, evitando asi un mayor desarrollo del patogeno con el que se estudio

El porcentaje de Inhibicion nos permite caracterizar la aptitud biologica del antagonista versus el

fitopatogeno, estas interacciones tienen caracteristicas donde se involucran los mecanismos de
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accion de los antagonistas y la resistencia del patdgeno. De los seis aislados de T. gamsii utilizados
contra F. graminearum y P. capsici mostraron tener micoparasitismo y competencia por espacio,
comparando los resultados con la autora Guédez et al. (2012) obtuvo que los dos modos de accion
principales de los aislados de Trichoderma spp. son micoparasitismo y competencia por nutrientes
y espacio ya que estos aislados son capaces de desarrollarse rapidamente superando el crecimiento
de fitopatdgenos como Fusarium spp. impidiendo su desarrollo normal inhibiendo mas del 50% de
su crecimiento.

Se determind la competencia por espacio donde los aislados de 7. gamsii H2, H24 y H35
presentaron un tipo de antagonismo de clase dos ya que solo cubrieron dos terceras partes de la
superficie con los aislados de F. graminearum y P. capsici, para los aislados de T. gamsii HIS,
H16 y H34 el tipo de antagonismo fue de clase uno ya que las tres muestras tuvieron una sobre
esporulacién en el micelio de ambos fitopatdgenos evaluados. Los seis aislados evaluadas
pertenecen a una clase 1 o 2 por lo que se pueden considerar aislados altamente eficientes para el
biocontrol de organismos fungosos ya que in vifro se observé un control total de los fitopatogenos
analizados. Autores como Arellano y Daniel (2015) mencionan que una sobre esporulacion es una
estrategia de biocontrol en la disputa por colonizar el drea ya que Trichoderma spp. empieza a

competir por nutrientes y espacio ocasionando que se reduzca o detenga el desarrollo del
fitopatogeno.

En general, 7 gamsii mostrd un buen control de crecimiento micielial de F. graminearum y P
capsici in vitro aunque estudios han demostrado su buena efectividad para F. graminearum
pudimos observar que ¢l antagonista tuvo mejor desarrollo y control en P capsici. Los aislados que
mostraron un mayor antagonismo son la H2 (7. gamsit) contra F. graminearum y la H24 (7. gamsii)
contra P. capsici, en cambio la H15 (7. gamsii) fue la que menor porcentaje de antagonismo
presentd en ambos fitopatdgenos, a pesar de que todos los aislados son de la misma especie puede
influir la zona de la que fueron obtenidas por lo que seria de suma importancia hacer otra
recoleccion de muestras para volver a evaluar su porcentaje de inhibicion. Por lo que T. gamsii
puede ser una muy buena alternativa para ser utilizado como un agente de biocontrol ya que mostro
ser eficiente en el control de organismos fungosos presentes en el suelo, sin embargo, s necesario
hacer mas pruebas y evaluar este aislado contra otros organismos fungosos que causen severos

danos en las plantas.
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VI. CONCLUSION

En cuanto al cultivo dual los seis aislados de Trichoderma gamsii analizadas mostraron una
eficiencia en su actividad antagdnica al enfrentarse a F. graminearum y P. capsici.
Los aislados evaluadas mostraron resultados diferentes en ambos fitopatogenos, para F.
graminearum el aislado con mayor porcentaje de inhibicion fue la H2 (7. gamsii) y para P. capsici
fue la H24 (T. gamsii), sin embargo, en ambos experimentos el aislado que tuvo un menor
porcentaje de inhibicion fue la H15 (7. gamsii).
Los aislados pertenecientes a T. gamsii H24, H32, H16 y H2 mostraron una accion micoparasitica,
en cambio los aislados H35 y H32 solo mostraron una competencia por espacio y nutrientes, es por
lo que los aislados H2 y H24 son las que mayor eficiencia presentaron para controlar a los
organismos fungosos.
En cuanto a los resultados moleculares mostraron que los aislados utilizados pertenecen a
Trichoderma gamsii, un aislado poco estudiado, pero en el presente estudio se observo su capacidad
antagdnica, ya que demostr6 tener un buen control contra Fusarium graminearum y Phytophthora
capsici por lo que este aislado se podria utilizar perfectamente in vivo
Existen muchas alternativas para tener un mejor manejo fitosanitario y asi evitar el uso de
agroquimicos, ya que estos productos ocasionan una gran desventaja hacia el medio ambiente, pero
también empiezan a generar resistencia en los fitopatogenos ocasionando que estos se vuelvan mas
resistentes, es por ello que dentro de las ventajas que tiene el uso de microorganismos es promover
el crecimiento de las plantas y generar resistencia para evitar algin dafio por los hongos
fitopatdgenos es por ello que 7. gamsii es una muy buena alternativa para ser usada como un

manejo preventivo o bien como una solucion para controlar diferentes organismos fungosos.
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