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Para ecvaluar e potencial de biocontrol de
diferentes cepas de Trichoderma sobre Fusarium
oxysporum 'y Verticilium dahliae, aisladas de
plantas de tomate con sintomas de marchitez
vascular, se llevaron a cabo ensayos de
competencia in vitro. Para las cepas de Fusarium,
los ensayos se realizaron por enfrentamiento dual
en caja de Petri inoculando ambos hongos al
mismo tiempo. Para Verticillium spp., debido a su
lento crecimiento, el patogeno se inoculd por
dilucion en cajas de Petri con medio PDA y 24
horas despues se procedio a la siembra de las
cepas de Trichoderma spp. Los hongos se
dejaron crecer durante 7 dias a 28°C.

De todas las cepas de Trichoderma probadas, la
6 fue la que presentd mayor capacidad
antagonista contra ambos patdgenos; v la cepa
gue menor efecto inhibitorio presentd fue Lb.
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Estos resultados indican el potencial de la cepa
de Trichoderma 16 para usarse en el biocontrol de
la marchitez vascular del tomate causada por
Fusarium y Verticillium.



INTRODUCCION

EI tomate cultivado (Lycopersicon esculentum Mill.) es considerado
como una de las hortalizas de mayor importancia en muchos paises del
mundo, por el gran numero de productos que se obtienen de él. La
marchitez vascular, causada por especies de Fusarium oxysporum f,
sp. lycopersici y/o Verticilium dahliae es la principal enfermedad que
causa problemas en el cultivo, disminuyendo en un 60% el rendimiento
y afectando la calidad del producto (Ascencio-Alvarez et al., 2007). La
marchitez puede aparecer en cualquier época, siempre que las
condiciones le sean favorables (Soldrzano y Ramirez, 2004)

El control de estos patogenos es dificil debido a su crecimiento
endofito y a su persistencia en el suelo. Los métodos mas utilizados
para su control son la desinfeccion del suelo con biocidas vy el uso de
plantas resistentes. Durante los Ultimos 25 afos se viene investigando
intensivamente la utilidad de diversos microorganismos para el control
piclogico de hongos fitopatdgenos, dentro de los cuales, las especies
de Trichoderma han sido los mas ampliamente estudiados.
Trichoderma es un hongo imperfecto perteneciente a la subdivision
Deuteromicete que se caracteriza por no presentar un estado sexual
determinado.

Las especies de Trichoderma son los microorganismos gue con mas
frecuencia se aislan en los suelos agricolas. Este hongo oportunista
establece simbiosis avirulentas con la planta, actuando en ciertos casos
como antagonista de hongos vy bacterias fitopatdgenas, invertebrados
(insectos y nematodos) e incluso malas hierbas (Sarro et al., 2011). La
capacidad antagonista de Trichoderma sobre diversos hongos es
ampliamente  conocida, su modo de accion es mediante
hiperparasitismo (produccion de enzimas litcas como proteinasas y
quitinasas), antibiosis (secrecion de metabolitos secundarios como
trichodermina, gliovirina y gliotoxina), y/o competencia (por el espacio,
substrato y factores de crecimiento) (Michel et al., 2009). El objetivo de
este trabajo evaluar el efecto inhibitorio de cepas de Trichoderma
nativas de Baja Califomia hacia cepas de Fusarium vy Verticillium
aislados en plantas de tomate.
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Materiales y métodos

Aislamiento y obtencion de Cultivos Monospoéricos.

EI aislamiento de los microorganismos se hizo en medio de cultivo de
papa dextrosa (PDA). Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici, cepas
M3V1y M2Ly Verticillium dahlie cepas V1 y V2, fueron obtenidos de
plantas de tomate con sihtomas de marchitez y caracterizados
morfologicamente. Las cepas de Trichoderma 12, 13, T4, 15 T6 y L5
fueron aisladas de madera de vid, mientras que las cepas 16, Toroy
Twins de rizosfera de plantas de clavel. La cepa de T. harzianum fue
obtenida del cepario del departamento de microbiologia del CICESE.

Para tener una coleccion confiable de microorganismos fue necesario
partir de aislamientos monospdricos, para ello se tomd con un palillo
estéril, esporas de cada cepa y se hizo una suspension en 500 ul de
agua destilada estéril. De cada suspension se tomaron 50 ul para hacer
una dilucion en placa sobre medio de cultivo PDA. Se incubo a 28 °C
por 24 h, posteriores a las cuales se observo el crecimiento bajo un
microscopio estereoscopio, se busco una espora individual y con la
ayuda de una aguja entomoldgica, €ésta se pasd a medio PDA fresco.
Las cajas se incubaron a 28°C durante 24 h.

Suspensién y Concentracion de Esporas

Para la realizacion de los ensayos se hizo primero una suspension de
[X], con una Camara de Neubauer se contaron las esporas y utilizando
la formula; Concentracion de esporas = (# de esporas) (5) (Factor de
Dilucion) (Profundidad) se determind la concentracion inicial para
posteriormente agjustar a una concentracion de 1x105 esporas/ml.
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Ensayos de Competencia de Trichoderma vs Patégenos.

Para el enfrentamiento dual de Fusarium con Trichoderma, se inocularon
placas con PDA casero, preparado con el caldo de 200g de papas
peladas y hervidas; 10g de sacarosay 15 g de Agar. Se colocd un disco
micelial de Fusarium en uno de los extremos de la caja y en el otro
extremo un disco de Trichoderma. Se inocularon placas control con sdlo
los patogenos y placas control con sdlo el antagonista. El ensayo
consistio en 2 cepas de Fusarium con 4 repeticiones cada una. Las cajas
se evaluaron periddicamente vy a los 7 dias se evalud el porcentaje de
inhibicion, usando la ecuacion siguiente (Royse y Ries, 1978):

%Inhibicion = (%) (100)
Donde:

r= distancia maxima alcanzada por el patégeno (cm) siete dias después de la
inoculacion.

r= distancia minima alcanzada por el patdégeno (cm) siete dias después de la
inoculacion.

Para la evaluacion de inhibicion de Verticilium por cepas de Trichoderma
y debido a que el crecimiento de este hongo es muy lento, se utilizo el
meétodo de dilucion en placa como sigue. Se inocularon placas con PDA
casero con una suspension 105 esporas/ml de Verticilium, después de
24 hy para dar lugar a gue Verticilium iniciara su crecimiento se coloco
en el centro un disco del antagonista Trichoderma. De la misma forma se
inocularon placas control con sdlo Verticilium y placas control con solo el
antagonista. El ensayo consistio en 2 cepas de Verticilium con 4
repeticiones cada una. Se revisaron las cajas alos 3, 6y 7 dias. En cada
tiempo solo se reviso visualmente la inhibicion por Trichoderma.

Analisis estadistico.

Los porcentajes de inhibicion obtenidos se transformaron mediante la
formula vX+05 y cada uno de los ensayos se sometio a un andlisis de
varianza y una prueba de comparacion de medias de Fisher (LSD) con
un intervalo de confianza de 95 %.
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Resultados y Discusion

Enfrentamiento dual de Fusarium y Trichoderma.

Los enfrentamientos duales entre las cepas de Fusarium vy
Trichoderma dieron como resultado una clara inhibicion del crecimiento
de la cepa M3V1 (Fcal.=29.053; P 0.0001) y de la cepa M2L3
(Fcal.=18.803; P 0.0001) de Fusarium por todas las diferentes cepas
de Trichoderma comparadas con el control. Sin embargo, la cepa 16 fue
la que mostro el mayor porcentaje de inhibicion, seguida por la cepa 15
y la T6. El resto de las cepas mostraron porcentajes de inhibicion por
abajo del 50%. La cepa con menor capacidad antagonista fue la
Trichoderma L5 (Tabla 1). Los valores de inhibicion obtenidos para 16
fueron inferiores a los obtenidos en otros trabajos que reportaron un
porcentaje de inhibicion de 77.8%, para F. oxysporum f. sp. lycopersici.
Esto puede deberse a gue ninguna de las cepas provenia de rizdsfera
de tomate.

F. oxysporum f. sp. Lycopersici M3V1 F. oxysporum f. sp. Lycopersici
Tratamiento Inhibicion (%) Tratamiento I nhibicion (%)
6" 65.48a° 16 63.35a°
T5 60.29% T5 52.58b
T6 59.30b T3 52.15b
T3 49.82c T6 50.96bc
T. atroviridae 49.76¢ Toro 50.00bc
Toro 47.13cd Twins 47.90cd
Twins 46.88cd T. atroviridae 46.00d
L5 43.550 L5 41.84e
control 0.00e control 0.00f

y Tratamiento seleccionado para ambos patégenos.
z Medias entre columnas seguidas con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey 0.05).

Enfrentamiento dual de Fusarium y Trichoderma.

Aunque no fue posible evaluar el porcentaje de inhibicion, los
enfrentamientos por dilucion en placa entre las cepas de Verticilium vy
Trichoderma dieron como resultado una clara inhibicion del crecimiento
de Verticilium por parte de varias cepas de Trichoderma, como se



puede observar en la figura 2. La cepa de Trichoderma 16 nuevamente
fue la que presentd mayor efecto antagonista sobre la cepa de
Verticillium. Mientras que la cepa de Trichoderma L5 también fue la que
presentd menor actividad inhibitoria.  El orden de inhibicion observado
de las cepas de Trichoderma sobre Verticillium fue el siguiente: 16 > T6
> 13> Toro > Twins > T. atroviridae > 5. Estos resultados demuestran
el uso potencial de algunas de estas cepas de Trichoderma para
controlar Verticillium.,
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Conclusiones

La evaluacion de Trichoderma como antagonista en el biocontrol de
Fusarium y Verticillium causantes de la marchitez vascular del tomate
resultd en una clara inhibicion de todos los patégenos por diferentes
cepas de Trichoderma. La cepa 16 fue la que mayor porcentaje de
inhibicion presentd en los enfrentamientos duales con Fusarium con un
valor arriba del 63%. Otras cepas que también presentaron un alto
efecto inhibitorio fueron las Trichodermas 16y T6. Lo mismo fue valido
para los ensayos con Verticillium. Por lo cual, las cepas 16, T6 y 13
fueron las que presentaron mayor capacidad antagonista. Estos
resultados indican que se tienen cepas de Trichoderma que pueden ser
agentes potenciales en el biocontrol de la marchitez vascular de tomate.
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