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RESUMEN

Las especies de Fusarium sp. son agentes causales de enfermeda-
des flingicas que ocasionan sintomas en raiz, tallo y hoja en diferen-
tes cultivos, incluido chile. Por otro lado, los hongos antagonistas
como Trichoderma son una alternativa en el control de hongos
fitopatégenos, por lo que se determiné el porcentaje de inhibicién del
crecimiento de Fusarium sp. aislado de chile habanero (Capsicum
chinensis Jacq.) por medio de hongos antagonistas. Para los ensa-
yos se usaron dos cepas de coleccion Trichoderma harzianum deno-
minada Th-itver y Trichoderma sp. cepa H2; tres cepas nativas (L2,
P3 y P4), aisladas de muestras de suelo del estado de Yucatan,
México, identificadas como pertenecientes al género Trichoderma; y
la cepa nativa H3, identificada como perteneciente al género
Aspergillus. La evaluacion de actividad antagonica se realizé me-
diante ensayo de confrontacion dual en medio papa-dextrosa-agar
(PDA). Todas la cepas de Trichoderma inhibieron el crecimiento del
hongo fitopatégeno Fusarium sp. entre el 40 y el 82 %. Con base al
area de inhibicion del crecimiento, el antagonista Trichoderma sp.
cepa H2 causé significativamente mayor porcentaje de inhibicién
(82,2 %). Las cepas de Trichoderma H2, P3 y P4 presentaron la
capacidad de crecer sobre el patégeno, lo que mostré un proceso de
parasitismo.
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ABSTRACT

Fusarium species are causal agents of plant diseases causing
symptoms in root, stem and leaf in different crops included pepper.
Antagonists such as the fungus Trichoderma are an alternative in the
control of plant pathogens fungi. The percentage of radial growth
inhibition of Fusarium sp. isolated from habanero pepper (Capsicum
chinensis Jacq.) by fungal antagonists was evaluated. For the
bioassay were evaluated two reference strains Trichoderma harzianum,
named Th-itver and Trichoderma sp. H2; three natives isolates (L2, P3
and P4) isolated from soil samples of Yucatan, México, identified as
Trichoderma; and H3 native strain, identified as belonging to the genus
Aspergillus. The evaluation was carried out by dual confrontation test
in potato-dextrose-agar (PDA). All Trichoderma strains inhibited the
radial growth of Fusarium sp. from 40 to 82%. The growth inhibition
zone caused by Trichoderma H2 (82.2 %) was higher compared to
that caused by the rest of the isolates. The isolates H2, P3 and P4
showed the ability for growing on the pathogen suggesting that the
mechanism of antagonistic activity is by parasitism.
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INTRODUCCION

La marchitez de plantas de chile por pudricién de raiz
es una de las enfermedades mas importantes en este
cultivo. Dentro del complejo de agentes causales se en-
cuentra con frecuencia Fusarium, que en muchos casos
se ha reportado como causante primario de marchitez
en chile (Capsicum annuum L.) [Vasquez-Loépezet al.,
2009], y asociado también se ha encontrado Alternaria
sp. en el mismo cultivo [Avelar-Mejia et al., 2011]. Los
sintomas por Fusarium también se han identificado en
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tallo, cotiledones y hojas [Gray y Achenbach, 1996;
Herrera et al., 2011; Avelar-Mejia et al., 2011]. Una de
las principales alternativas en el control de hongos
fitopatégenos es el empleo de hongos antagonistas; es-
pecies de Aspergillus y Trichoderma han mostrado in-
hibir el crecimiento de fitopatégenos [Quiroz-Sarmien-
to et al., 2008; Hasan et al., 2012]. Las propiedades
antagénicas por la que las cepas de Trichoderma actan
como agentes de control biolégico se basan en la activa-
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cién de miltiples mecanismos, como la competencia por
nutrientes y espacio, la modificacién de las condicio-
nes ambientales, el estimulo del crecimiento y la ac-
tivacién de mecanismos defensivos de las plantas, por
antibiosis y micoparasitismo. Estos mecanismos im-
plican la produccién de componentes y metabolitos
como factores de crecimiento, enzimas hidroliticas,
sideréforos y antibiéticos [Benitez et al., 2004]. En
conjunto, Trichoderma reduce el estrés biético y
abiético al que es sometido la planta [Mastouri et
al., 2010]. Algunos estudios recientes muestran que
Trichoderma es un antagonista efectivo contra hon-
gos fitopatégenos. Por ejemplo, se observé que la cepa
de Trichoderma harzianum A34 fue eficaz en el con-
trol de Fusarium oxysporum, agente causal de la mar-
chitez de banano, y mostré una significativa inhibi-
cién de la frecuencia y severidad de la enfermedad
[Pérez et al., 2009]. Cepas nativas y comerciales de
Trichoderma harzianum controlaron hasta el 100 %
la pudricién seca en raiz del maracuya causada por
Fusarium solani [Cubillos et al., 2011]. Especies de
Aspergillus son reportadas como antagonistas. A. ochra-
ceus y A. wentit inhiben el crecimiento de cepas de
Fusartum spp. entre el 40 y el 80% [Quiroz-Sarmiento
et al., 2008]. Una de las primeras actividades en la
exploracién de nuevas cepas de antagonistas es la eva-
luacién in vitro. En este caso, el antagonismo directo
de la inhibicién del crecimiento se estima por medio
de confrontacién en cultivo dual y principalmente por
la medicion radial del crecimiento del hongo
fitopatégeno, y como testigo el crecimiento del pato-
geno sin confrontacién [Chakraborty y Chatterjee,
2008], o al tomar como testigo la distancia mas larga
del crecimiento en ensayo de confrontacion [Escobar
et al., 2004]. El presente trabajo tiene como objetivo
estimar el porcentaje de inhibicién de Fusarium sp.
por cepas de hongos antagonistas por confrontacién
directa en ensayo dual en medio agar-papa-dextrosa
(PDA), mediante la medicion del area de inhibicién
con el equipo para la medicién de area foliar, ya que
la determinacién del area de crecimiento dara una
mejor estimacién del efecto antagénico que solo con
la medicién del crecimiento radial.

MATERIALESY METODOS

Cepas de estudio. La cepa de Fusarium sp. fue aislada
de raiz de chile habanero (Capsicum chinense Jacq.),
con sintomas de marchitez, en el Laboratorio de
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Fitopatologia del Instituto Tecnolégico de Conkal,
Yucatan. Como referencia se tomo la cepa de Tricho-
derma harzianum (Th-itver) donada por el doctor
Mario Ramirez Lepe de la UNIDA-ITVER, México.
Previamente se aislé la cepa Trichoderma H2 y for-
ma parte de la coleccion del cepario del Laboratorio
de Microbiologia del Instituto Tecnolégico de Conkal.
Las cepas nativas fueron aisladas a partir de mues-
tras de suelo del estado de Yucatan, México, y se
utiliz6 el método de dilucion en placa en PDA. Un
gramo de suelo se diluyé en 10 mL de agua destilada
estéril y se realizaron diluciones seriadas hasta 1 x10*.
Cada dilucién se sembré en medio PDA y se incuba-
ron a 30 °C durante diez dias. Los aislados con un
crecimiento de color verde se resembraron en medio
PDA vy se incubaron durante cinco dias. La identifi-
cacion a nivel de género de los aislados utilizados se
realizaron con base a claves dicotémicas [Barnett y

Hunter, 1999].

Pruebas de confrontacion dual. La actividad anti-
fangica se realiz6 por el método de bioensayo dual en
medio PDA reportado por diferentes autores [Bell et
al., 1982; Abdel-Fattah et al., 2007]. Las cepas de hon-
gos se sembraron en placas de Petri de 100 mm x 15
mm con medio PDA, y se inoculé un disco de 5 mm de
micelio de Fusarium sp. de un cultivo de 10 dias de
crecimiento a una distancia de 2 cm del borde de la
placa Petri y en direccién opuesta la cepa antagoénica,
la cual fue inoculada por picadura para evitar que las
esporas se dispersaran sobre el medio. La inoculacién
se realiz6 dos dias después debido a que las cepas an-
tagonistas tienen un crecimiento mas rapido que la
cepa de Fusarium sp. Como testigos se sembraron las
cepas de antagonistas y de Fusarium sp. en forma in-
dividual. Las placas Petri se incubaron a 30 °C du-
rante ocho dias. Se registré el crecimiento radial me-
diante la medicion lineal de la distancia de crecimiento
del hongo a partir del punto de inoculacién. Se deter-
mino el area de inhibicién con el equipo de medicién
de area foliar. Para esto se transfirié manualmente el
area de crecimiento del fitopatégeno de la placa de
Petri del ensayo como una imagen en una hoja trans-
parente de acetato, y posteriormente se analizaron en
el equipo. Con los datos anteriores se calculé el por-
centaje de inhibicién de los hongos fitopatégenos y se
tomoé como testigo la superficie de crecimiento de
Fusarium sp. sin confrontacién. Se determiné el tipo
de antagonismo de acuerdo con la escala reportada

por Bell et al. (1982), donde:
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medio

Trichoderma sobrecrece completamente al patégeno y cubre totalmente la superficie del

2 | Trichoderma sobrecrece las dos terceras partes de la superficie del medio

domina al otro

Trichoderma y el patégeno crecen aproximadamente la mitad de la superficie y ninguno

por Trichoderma

El patégeno coloniza las dos terceras partes de la superficie del medio y resiste la invasién

5 | El patégeno sobrecrece completamente a Trichoderma y ocupa la superficie total del medio

Analisis de datos. Se utiliz6 un disefio completamente
al azar con cuatro repeticiones. Los resultados de por-
centaje de inhibicién del crecimiento se transformaron
con la férmula arcoseno (raiz(x/100)) y se sometieron a
analisis de varianza (ANDEVA) y prueba de Tukey
(p<0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se colectaron un total de 79 muestras de suelo de dife-
rentes fuentes en 22 poblados del estado de Yucatan,
México; no se determiné el tipo de suelo muestreado. De
acuerdo con caracteristicas morfolégicas de crecimiento
micelial de coloracién verde, se aislaron cuatro cepas
fangicas, de las cuales, por sus caracteristicas microscé-
picas, una fue identificada como perteneciente al género
Aspergillus y tres al género Trichoderma (Tabla 1). La
mayoria de las cepas se aislaron en el municipio de Conkal,
Yucatan, debido a que el 58 % de las muestras colecta-

das provienen de esta localidad. Los aislados se codifica-
ron y resembraron en PDA hasta cultivos axénicos para
su uso. Como prueba preliminar se realizé confrontacion
dual contra Fusarium sp., incluido el aislado de
Aspergillus sp. (Tabla 1). Todas la cepas inhibieron
significativamente el crecimiento de Fusarium sp. en com-
paracion al testigo sin la confrontacién de la cepa anta-
goénica, en donde tres cepas de Trichoderma (H2, P3 y
P4) disminuyeron significativamente el crecimiento ra-
dial de Fusartum sp. en comparacién a la cepa de
Aspergillus sp., por lo que el aislado de Aspergillus sp.
fue descartado, y solo se continué el trabajo con las ce-
pas identificadas como pertenecientes al género
Trichoderma; sin embargo, se han reportado cepas de
Aspergillus sp. con potencial en el control de Fusartumy
Penicillium, y se ha observado principalmente un efecto
de inhibicién por competencia [Quiroz-Sarmiento et al.,
2008], 1o cual también se observé en la cepa de Aspergillus
utilizada en el presente trabajo.

Tabla 1. Cepas de hongos utilizadas en la inhibicién del crecimiento radial de Fusarium sp. a los seis

dias de inoculacion del fitopatégeno

Cepa

Origen/localidad

Crectmiento radial de
Fusarium sp. (mm)!

T. harzianum cepaTh-itver

Cepario ITVer, Veracruz

16,3 (% 1,5) be

Trichoderma sp. cepa L2

Conkal, Yucatan

16,0 (£ 3.6) be

Trichoderma sp. cepa H2

Cepario ITConkal, Yucatan

11,7 (+ 0.6) cd

Aspergillus sp cepa H3

Conkal, Yucatan

19,5 (+0,7) b

Trichoderma sp. cepa P3

Dzoyaxché, Mérida, Yucatan.

11,8 (£0.8) ed

Trichoderma sp. cepa P4

Dzoyaxché, Mérida, Yucatan

10,3 (£ 0,6) d

Fusarium sp. cepa ITC122

Conkal, Yucatan.

29,5 (+0,7) a

! Crecimiento micelial de Fusarium sp. en prueba de confrontacién; > Testigo: crecimiento micelial de Fusarium sp. sin
confrontacién. Medias (* error estdndar) con literales iguales dentro de la misma columna no son significativamente diferentes

(p = 0,05).

Se realiz6 un segundo ensayo de confrontacién contra
Fusarium sp., paralo que se utilizaron las cepas identi-

ficadas como Trichoderma, donde las analizadas
inhibieron el crecimiento de Fusarium sp. entre el 40,9
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y el 82,2 %, calculado a partir de la medicién del area
de inhibicién (Tabla 2). La cepa L2 y la cepa de referen-
cia Th-itver mostraron similar porcentaje de inhibicién
y antagonismo, al crecer aproximadamente la mitad de
la superficie y aparentemente ninguno domina al otro,
sin un crecimiento visible sobre Fusarium sp., en com-
paracién con las cepas H2, P3 y P4, que sobrecrecieron

Reyes et al.

las dos terceras partes de la superficie del medio. La
cepa H2 present6 la mayor capacidad de sobrecrecer al
patégeno a los doce dias, sin llegar a cubrir en su tota-
lidad al fitopatégeno; mas de acuerdo con la clasifica-
cion de Bell et al. (1992) seria categoria 2, a pesar de
sobrecrecer mas de las dos terceras partes de la super-
ficie del medio, pero no el total de la superficie.

Tabla 2. Actividad antifdngica in vitro de hongos antagonistas contra Fusarium sp.

Inhibicion del crecimiento a los ocho dias (% ) Escala (a
Cepa los doce
Crecimiento radial' Superficie de crecimiento? dias)
T. harzianum 53,3(x4,5)a 48,2 (£ 7.2)a 3
L2 474 (£3,7) a 40,9 (£54)a 3
H2 64,5 (£34)b 82,2(x19)¢ 2
P3 69,1 (£1,3)b 66,0 (£2,5)b 2
P4 73,0(£1,3)b 72,0 (£ 0,5) be 2

I Porcentaje de inhibicién calculado a partir del crecimiento radial, > Porcentaje de inhibicién calculado a partir de la

superficie de crecimiento. Medias (* error estindar)

significativamente diferentes (p = 0,05).

Los informes del porcentaje de inhibicién de Fusarium
por Trichoderma muestran valores del 22,5 al 86,44 %
[Paez y Sanabria, 2007; Chakraborty y Chatterjee,

2008]; la cepa H2 mostré un valor similar al mayor
porcentaje reportado cuando se estimo el porcentaje
de inhibicién a partir del area de crecimiento. Por otro
lado, se consideré la velocidad de crecimiento de los
hongos utilizados sobre el medio PDA, ya que en el
caso de los testigos correspondientes a las cepas de
Trichoderma se observé un crecimiento radial a los tres
dias de incubacién de 65,3 (£1,1) mm que corresponde
al crecimiento total sobre el medio PDA en la placa
Petri en comparacién de un crecimiento radial de 10,6
(£1,1) mm en el caso de Fusarium sp. al mismo tiempo
de incubacién, por lo que en los ensayos dual se decidié
inocular la cepa de Fusarium sp. dos dias antes que las
cepas de Trichoderma, y de esta forma evitar obtener
valores de inhibicién elevados por efecto de la veloci-
dad de crecimiento de los hongos utilizados. El mismo
ensayo permite determinar el fenémeno de mico-
parasitismo de Trichoderma por el crecimiento sobre
del hongo fitopatégeno, lo que daria una mejor esti-
macién de la actividad antagénica y posible mecanis-
mo cuando se analizan masivamente aislados con la
finalidad de seleccion de cepas antagénicas con mayor
actividad.
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con literales

iguales dentro de la misma columna no son

Un criterio importante es la accién rapida del antagonis-
ta en superar la inhibicion del patégeno y poder parasitar
[Sharman, 2011]. En el presente trabajo, en todos los ca-
sos se observé que el crecimiento radial del Trichoderma se
detiene en el punto de contacto con la cepa de Fusartum
sp., y a partir de tres a cuatro dias después del contacto se
observa el sobrecrecimiento indicativo del proceso de pa-
rasitismo. Esto se advirtio en las cepas H2, P3 y P4. El
ensayo dual es un método rapido y directo para estimar el
antagonismo de Trichoderma contra hongos fitopatégenos;
sin embargo, el porcentaje de inhibicién depende del
parametro a medir, ya que puede haber diferencias signi-
ficativas, como se observé en el presente trabajo. En este
caso la cepa H2 es similar el porcentaje de inhibicién de
las cepas P3y P4 cuando se estimé con base al crecimien-
to radial, pero significativamente mayor cuando se esti-
mo con base al area de crecimiento (Tabla 2). Las cepas
H2, P3 y P4 muestran potencial para utilizarse en el con-
trol biolégico por su actividad antifingica y capacidad
para crecer sobre la cepa de Fusarium sp., lo que sugiere
un mecanismo de tipo parasitismo.

CONCLUSIONES

* Elaislamiento de cepas de Trichoderma fue bajo con respec-
to alntiimero de muestras de suelo y rizosfera procesados.
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* Elmismo ensayo de confrontacién puede dar resul-
tados con diferencias significativas cuando es esti-
mado con diferentes parametros de medicion.

* Tres cepas de Trichoderma (H2, P3 y P4) inhibieron
in vitro significativamente el crecimiento de
Fusarium sp., muestra de un fenémeno de parasi-
tismo sobre Fusartum sp., y en el caso de la cepa de
Aspergillus sp. inhibi6 el crecimiento in vitro del
fitopatégeno por competencia por espacio.
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