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EFECTIVIDAD BIOLOGICA DE Trichoderma spp CONTRA HONGOS
CAUSANTES DE DAMPING-OFF EN VIVEROS FORESTALES.

BIOLOGICAL EFFECTIVENESS OF Trichoderma spp AGAINS FUNGI
CAUSES OF DAMPING-OFF IN TREE NURSERIES.

Bonifacio Don Juan Macias ' David Cibrian Tovar®

RESUMEN

Se evaluc la efectividad biologica de los
organismos antagonistas Trichoderma
erinaceum, Trichoderma harzianum y Bacillus
subtilis, contra el complejo Damping-off
(Fusarium oxysporum, Phytophthora cinnamomi
y Pythium debarianum), el efecto de esta
interaccion se evalué en Pinus ayacahuite var
veitchii Shaw. El estudio se realizo en el vivero
forestal de la Division de Ciencias Forestales,
de la Universidad Autdbnoma Chapingo.

Mediante un disefio completamente al azar, se
evaluaron tres variables: porcentaje de
germinacion, altura y peso seco de raiz. Los
resultados Indican que las tres variables se
vieron favorecidas con la aplicacion de estos
organismos (nivei de signimicancia o= 0.05
Duncan), en comparacion con el tratamiento
tactinn que oontenia el complejo Damping-off.
Un tratamiento con el fungicida Ridomil fue
usado como referencia. En los ensayos In vitro
el hongo Trichoderma inhibi¢ significativamente
en un 80% el crecimiento de las colonias de los
tres hongos patogénicos. Por lo tanto se
concluye que el uso de Trichoderma harzianum
y Trichoderma erinaceum, tienen un impacto
benéfico sobre el crecimiento y supervivencia
de las plantas en viveros forestales.

Palabras  claves: efectividad bioldgica,
Trichoderma erinaceum Trichoderma
harzianum, Bacillus subtilis, Fusarium

oxysporum, Phytophthora cinnamomi, Pythium
debarianum, Pinus ayacahuite.

' Tesista
? Director de Tesis.
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ABSTRACT

The biclogical effectiveness of the antagonistic
organisms, Trichoderma  erinaceum, T.
harzianum and Bacillus subtilis, were tested in
the tree nursery at the Forestry Department at
the Universidad Autonoma Chapingo, against
Fusarium oxysporum Phytophthora cinnamomi
and Pythium debarianum fungi, which are
associated with Damping-off disease. Pinus
ayacahuite was used as the tree host for the
pathogenic fungi.

A random experimental design was used to
evaluate three variables: the percentage of
germination, seedling height, and dry root
weighni. Thne resuits indicaied inhat the tnhree
variables were favored with the application of
these organisms, (ievel of significance w=0.00
Duncan) in comparison to the control treatment
that consisted of the Damping-off complex &
treatment with Ridomil fungicide was used as a
reference. With the in vitro test, Trichoderma
showed significant inhibition effects on the
growth of colonies of the three pathogens
tested. Up to 80% inhibition was obtained. It is
therefore concluded that if Trichoderma
erinaceum and T. harzianum are used, there is
a beneficial impact on tree growth and survival
in tree nurseries.

Keys Words: biological effectiveness,
Trichoderma erinaceum, Trichoderma
harzianum, Bacillus subtilis, Fusarium

oxysporum, Phytophthora cinnamomi, Pythium
debarianum, Pinus ayacahuite.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades pueden mermar sustancialmente la calidad y cantidad de
la planta producida en vivero, los organismos, principalmente hongos y
bacterias, son importantes debido a que predisponen a la planta a dafnos
severos, ocasionando mortandad o debilitamiento dentro de las plantaciones
forestales, esto puede deberse al mal manejo que se le da a la planta y al
uso excesivo de productos quimicos.

Las enferrnedades de raiz, causada por varios hongos entre los que
destacan Pythium, Fusarium, y Rhizoctonia, y en algunos casos,
Phytophthora, son importantes, el Damping off secadera o ahogamiento

afecta hasta un 35% de los viveros de México (Patifio, 1993).

La enfermeldad es frecuente en los viveros que utilizan tierra de monte como
sustrato. En los viveros que utilizan sustratos a base de Peat-moss, agrolita,
vermiculita, o compostas de corteza de pino, se tienen menos infecciones.
Pero todavia el 70% de 700 viveros usan tierras de monte como sustratos
principales (Peterson, 1992a).

Pinus ayacahuite es una especie con madera de bLuena calidad;
normalmente se usa en aserrio, chapa, pulpa, papel, postes, construcciones
y ampliamente en artesanias; es muy suave para trabajar: Su importancia
reside en que es recomendable como ornamental, arbol de navidad y para
plantaciones comerciales (Inifap, 2003); la especie es muy susceptible al

ataque de los hongos Fusarium y Phytophthora (Cibrian, 2005").

' Comunicacién Personal. Cibrian. T.D. 2005, Universidad Auténoma Chapingo. Edo de México.



E!l Damping off es una de las primeras enfermedades que el viverista
encuentra en viveros y camas de crecimiento, y cuando se presenta causa
perdidas que van desde un 15% en casos donde las infecciones no son muy
fuertes y del 30% hasta perdidas totales cuando las infecciones son severas
(Peterson, 1992a).

Existe la necesidad de generér conocimientos apropiados sobre el uso,
modo de accion y manejo de producfos bioldgicos que ayuden a minimizar
las pérdidas que ocasiona el complejo de hongos causantes del Damping
off, esta enfermedad se atribuye a varios hongos, notandose que los que
aparecen con mayor frecuencia provocando danos son Fusarium, Pythium y
Phytophthora, por ello esta investigacion se enfoco al efecto que tiene la
utilizacion de Trichoderma ericaceum, T. harzianum y Bacillus subtilis contra
Fusarium, Pythium y Phytophthora; causantes de Damping-off, razén por la

cual se plantearon los siguientes objetivos.

(]



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general
Evaluar la efectividad de dos especies de Trichoderma (Deuteromycota:

Moniliales) y la bacteria Bacillus subtilis para el control de Damping off en
Pinus ayacahuite var veitchii. Shaw.

2.2 Objetivos particulares

Determinar el crecimiento y condicion de salud de semillas y plantulas de P.

ayacahuite que recibieron tratamientos preventivos.

Determinar a nivel de especie, uno de los hongos antagonistas (Trichoderma
erinaceum).

Evaluar en medio de cultivo, el efecto antagonista de una especie de
Trichoderma sobre (Phytophthora cinnamomi Rands, Fusarium oxysporum

Schl y Pythium debarianum Auct. Non R. Hesse) hongos asociados a
Damping off



3. REVISION DE LITERATURA
3.1 Viveros forestales

La Comisién Nacional Forestal menciona que para el ciclo 2002-2003 se
contaba con 603 viveros forestales pertenecientes a la CONAFOR, SEDENA,
Gobiernos Estatales y Municipales, Organizaciones Sociales e Instituciones de
Ensefianza e Investigacion, entre otros; con una capacidad de produccion

cercana a los 248 millones de plantas por afio (CONAFOR, 2006).

De esta produccion, aproximadamente el 50% se realiza bajo el sistema de
produccion "tradicional” en bolsa de polietileno y utilizando como sustrato
diferentes mezclas de suelo forestal, agricola y otros subproductos (corteza
de pino, aserrin compostado, cascarilla de café y bagazo de cana) como
complementos. Un 40% se realiza en contenedores de poliestireno
expandido y plastico rigido y el restante 10% se lleva a cabo mediante la
técnica de produccién a raiz desnuda, principalmente en los estados con

condiciones de clima tropical.

La tendencia de la produccion en nuestro pais esta orientandose hacia la
implantacion de los sistemas de produccién en contenedores y utilizando

como sustrato el musgo o turba (peat moss) complementado con agrolita y

vermiculita (CONAFOR, 2006).

Los viveros de la Republica mexicana han tenido un alza en calidad y
cantidad de planta que es producida. A pesar de esto el Damping off se
encuentra como una de las enfermedades de mayor importancia por las
perdidas de produccion, seleccion y prgeservacién de las especies mas
adecuadas a las condiciones del sitio en el que seran depositadas
finalmente, por lo cual se hace necesario la generacién de manuales que
faciliten la identificacion y tratamiento de los problemas patologicos (Cibrian,
2005).



3.2. Damping Off

El Damping off, secadera o ahogamiento como cominmente se le ‘conoce es
una de las primeras enfermedades que el viverista se enfrenta en los
almacigos y camas de crecimiento, y que en ocasiones causa el 15% o mas
de la mortandad de plantulas. Esta enfermedad es provocada por varios
hongos, siendo los mas comunes Phytophthora spp., Pythium spp.,
Fusarium spp., y Rhizoctohia spp. Otros hongos que se pueden asociar a
este complejo son: Thielaviopsis, Sclerotinia, Macrophomina,
Cylindrocladium, Helminthosporium, Curvularia y Aphanomices (Peterson,
1992b).

Phytophthora

Las especies de Phytophthora causan varias enfermedades en muchos tipos
distintos de plantas desde plantulas de hortalizas y forestales; la mayoria de
estas especies producen pudriciones en la raiz, ahogamiento de plantulas y
pudriciones de tubérculos; como, base del tallo y otros o6rganos (Agrios,
1999). La mas importante en los viveros es P. cinnamomi (Diaz, 2005),
(Edwin y Ribeiro, 1996).

Este género de hongo presenta micelio cenocitico, turuloso, con vesiculas
globosas a piriformes de tamafios diferentes, en medio de cultivo V8 su
crecimiento micelial es en forma de camelia; esporangioforos simples o
ramificados en simpodio, en algunas ocasiones con una proliferacion
esporangial, cortos o largos; esporangios ovoides y oval-alargados, sin
papila, con gran variacion de medidas de 27 a 114 um de largo por 20 a 63
um de ancho; clamidosporas numerosas, esféricas, ovales a piriformes;
oogonios esféricos, terminales; anteridios subclaviformes, las oosporas casi
llenan el oogonio (Romero, 1988).

n



Pythium

Las especies de Pythium se encuentran ampliamente distribuidas en los
suelos y el agua de todo el mundo, viven como organismos saprofitos sobre
los restos de las plantas y animales muertos, o bien como parésitos
benignos atacando a las raices fibrosas de las plantas. Cuando un suelo
himedo se encuentra densamente infestado por Pythium éste hongo ataca

todo tipo de semillas o plantulas que emerjan de aquellas (Agrios, 1999).

El género incluye 63 especies, separables en base a caracteristicas
morfolégicas de los esporangios, anteridio, oogonios y oosporas (Romero,
1988).

Las pudriciones de raiz y cuello causadas por Pythium spp., son un mayor
problema cuando existen humedades altas y temperaturas que van de los 15
a 32° C. Algunas especies de Pythium son dominantes a temperaturas frias
de 11 a 21° C; otras especies son mas activas en periodos de temperaturas
altas de 23 a 40° C (Fermanian et al, 1997).

Las especies de esie genero Ttorman micello bianco, filamentoso,
profundamente ramificado y de ranidn crecimiento. F! micelioc produce
esporangios terminales o que pueden ser de forma esférica, filamentosa o
de cualquier otro, hifas delgadas, germinacion por zoosporas o por tubo
germinativo (Agrios, 1999).

Fusarium

La mayoria de las especies de este género producen marchitamientos
vasculares; la especie de Fusarium oxysporum, se asocia con pudriciones
de raiz y cuello, frecuentemente con el complejo Damping off y pudricién de
raiz de planta de menos de un afo de crecimiento en plantaciones
recientemente establecidas; oftras especies ocasionan la cancrosis en
arboles forestales (Smiley et al, 1994).



Las caracteristicas de este género es que presenta micelio hialino, con los
macroconidios curvados, o se forman en masa sobre un esporodoquio, y se
forman en una hilera, los microconidios y clamidosporas de 0-1 septa con la

presencia de dos tipos de conidios, micro y macroconidios (Kira, et al 2001).

Rhizoctonia

Ataca una amplia variedad de plantas huéspedes de todo el mundo,
causando una variedad de enfermedades entre las que se encuentran la
podredumbre de las raices, la descomposicion” de los frutos e incluso

enfermedades del follaje (Alexopoulus, 1985).

La desintegracion de semillas y Damping off en preemegencia es comun
donde los suelos estan infestados por Rhizoctonia solani kunh, las
condiciones ambientales que favorecen al patégeno son alta humedad y alta
temperatura. Las plantulas que van emergiendo presentan una pudricidén
café en el cuello de la raiz seguida por un marchitamiento de la parte apical,
en conjunto causan el colapso y muerte en la plantula de almacigos o

semilleros (Fermanian et al, 1997).

Rhizoctonia no produce esporas, forma micelio estéril, que es incoloro
cuando pasa por su etapa juvenil pero que se torna amarillo o de color cafe
claro conforme madura. El micelio consta de células largas y producen
ramificaciones que crecen casi en angulo recto con respecto a la hifa
principal, se estrechan ligeramente a nivel de la bifurcacion y posee una
septa cerca de ella. Las caracteristicas de la ramificacion cominmente son

los unicos medios disponibles para identificar al hongo (Alexopoulus, 1985).



3.2.1. Sintomas causados por Damping off

Estos varian de acuerdo a la etapa en que ocurre y se le conoce de dos

formas:

Damping off pre-emergente: es aquel que ocurre al iniciarse el desarrollo
de la radicula de la plantula, el ataque y muerte se presenta antes de que la
- planta emerja, condicion que en algunos casos causa confusion al creer que

la semilla es vana.

Damping off post-emergente: se distingue por que provoca necrosis en el
tallo, que ocurre debajo de la superficie del suelo. En coniferas, al debilitarse
- este tejido necrosado, la plantula se vuelve flacida y se dobla (Peterson,
1992a).

3.2.2. Distribucion y hospedantes

El Damping off se presenta en todas las regiones tropicales y templadas del
mundo y puede causar diversos tipos de danos, desde que comienza la
germinacion hasta que termina ei estaao de planwia y atecta a la mayoria ae

coniferas y latifoliadas con excepcion de Juniperus (Peterson 19022a)

3.2.3. Causas que originan el Damping off

Los factores que intervienen para el desarrollo de la enfermedad son:

» Demasiada humedad y mal drenaje (tiempo humedo, exceso de riego,

a veces, en combinacion con suelos pesados);
e Poca ventilacion o circulacion de aire

e Temperaturas altas del suelo después de la aparicion (mayores a 25°
C)



o Temperaturas bajas del suelo antes de la germinacion (debajo de 20°
C)

¢ pH mayores de 7

« Materia organica en exceso

« Alta densidad de plantas

s Semilla de baja viabilidad o infectada

3.2.4. Desarrollo de la enfermedad

Estos hongos generalmente habitan en el suelo, se alimentan de materia
organica y otros tienen estructuras que les permiten sobrevivir en
condiciones ambientales adversos, como esporas, que en letargo esperan

condiciones favorables para infectar a un nuevo hospedante.

Una vez atacada la planta, la infeccion puede aumentar debido a un mal
manejo de practica, o por la presencia de condiciones ambientales
favorables para su desarrollo. Un ejemplo claro es el exceso de humedad,
que frecuentemente conduce a un ataque mas severo y este a su vez puede
atacar a plantas aparentemente sanas, para evitar esto se recomienda
aplicar riegos en forma adecuada, con el proposito de proporcionarle la
humedad suficiente para su desarrollo.

Otra causa que también es importante para el desarrollo de la enfermedad
es el pH ya que por lo general las pérdidas son mayores cuando éste es
elevado, y minimas, cuando es de 5.5 (Peterson, 1992a).

3.2.5. Control

Este se puede controlar empleando practicas culturales quimicas vy
biologicas, que pueden favorecer el crecimiento de las plantulas en las
primeras semanas de desarrollo.



3.2.5.1. Control cultural

A continuacién se presenta una lista de recomendaciones, para evitar o

disminuir el riesgo de infeccién (Patifo, 1993).

« Semillas de alto porcentaje de germinacion; mediante pruebas de
germinacion de rayos X, tetrazolio, entre otros

o Sustrato o mezcla de sustrato con caractéristicas fisicas y quimicas
adecuadas; ligero, poroso, facilmente manejable, que mantenga
constante su volumen en seco o en himedo

* Si es en invernadero utilizar contenedores que tengan orificios en la
parte inferior para no retener exceso de humedad; que propicien
enfermedades o maleza

e Asepsia y esterilizacion del material con el que se trabaja; con agua v
jabon, solucion de hipoclorito de sodio, a vapor, entre otros mas

e lluminacion adecuada; para evitar que originen un crecimiento
acelerado

« Camas de siembra ievantadas, para evitar condiciones favorables que
favnrezcan la incidencia de malezas y enfermedades del sueln

e Control de aireacion

e Sustrato con buen drenaje;, para evitar el estancamiento vy
encharcamiento que puedan ocasionar problemas y hasta la muerte
de la planta.

e Profundidad de siembra apropiada de acuerdo a la especie (0.5-2.5
cm); para asegurar una germinacién y emergencia uniforme de las
plantulas

» Densidades de siembra adecuadas; para un mejor desarrollo de las
plantas, tanto en su parte aérea como en su sistema radicular.

e Esterilizacion del sustrato que se emplea para la siembra; con la
finalidad de eliminar patdgenos del suelo.

e pH ligeramente &cido 5.5 con ciertos compuestos a base de sulfuro

(sulfuro de amonio) o acidos inorganicos (acido sulfurico)



e Utilice agua de calidad, no tratada; para evitar que las raices impidan

la absorcién de los elementos nutritivos y como consecuencia la

planta puede tener un desarrollo anormal o morir.

e Fertilizacion balanceada 1:2:1 para acelerar la maduracion y evitar

anormalidades en la parte aérea o del sistema radicular o defoliacion

de la planta, entre otros

o Esterilizacion de herramientas de trabajo; con la finalidad de

diseminar patdogenos que pudieran estar presentes en las

herramientas mas comunmente utilizadas

3.2.5.2. Control quimico

Los productos quimicos que previenen o controlan al Damping-off, estan

formulados para aplicarse a semillas, en sustratos o plantas. En el cuadro 1

se listan los utilizados en semillas y en el cuadro 2, los que se aplican a las

plantas o al sustrato que contiene la raiz.

Cuadro 1. Fungicidas quimicos para el tratamiento de semillas

Nombre comun Nombre Organismos que controla
comercial

Captan Captan Fusarium, Rhizoctonia, Pythium,
Alternaria, Colletotrichum

Thiram™ Thiram Fusarium, Pythium, Rhizoctonia

Tolclofos metil”  Rizolex Rhizoctonia

Azoxystrobin~  Amistar Rhizoctonia,  Alternaria,  Verticillium,
Septoria

Propiconazole”  Tilt Cladosporium, Septoria, Phymatotrichum
Mycosphaerella

Iprodiona” Rovral Rhizoctonia, Botrytis, Alternaria,
Sclerotinia

Metalaxil” Ridomil Gold  Pythium, Phytophthora

S . = -
Fuente: http://www.ces.ncsu.edu/depst/pp/notes/oldnotes/od14;

“http://saenzpe.inta.gov.ar/Fito/mal_tallito.htm :

""Diccionario de especialidades agroquimicas THOMSON PLM 2004
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Cuadro 2. Fungicidas quimicos para controlar Damping off aplicados a la planta o
al sustrato. .

Nombre comun Nombre  Organismos que controla
comercial
~ MetalaxiT  Someten  Pythium, Phytophthora, Aphanomices
Delatal
Iprodione’ Chipco Botrytis, Rhizoctonia, Alternaria, Sclerotinia
Etridiazole Thiofenato Banrot Fusarium, Pythium, Phytophthora
metilico’
PCNB Terraclor  Rhizoctonia, Sclerotinia, Botrytis, Fusarium,
Streptomyces
Fosetyl-A1™ Aliette Pythium, Phytophthora, Peronospora
Benomy!’ Benlate Rhizoctonia, Sclerotinia, Fusarium, Botrytis
Ferbam Ferbam Phytophthora, Rhizoctonia, Colletotrichum,
Mycosphaerella
Etridiazole’ Truban  Phytophthora y Pythium
Metil isotiacianato Vorlex Phytophthora, Pythium, Fusarium,

Rizhoctonia, Thielaviopsis

Metam sodio Vapam  Phytophthora, Pythium, Fusarium,
Rhizoctonia, Verticillium
Propamocarb Previcur  Pythium, Phytophthora
Carboxin” Vitavax Rhizoctonia, Fusarium, Helmintosporium

Eueme: “hitp://www.ces.ncsu.edu/depst/pp/notes/oldnotes/od 14;
“http://saenzpe.inta.gov.ar/Fito/mal tallito.htm 2
University of [llinois Extension report on PLANT DISEASE RPD N°. 615 February 1988;

k%%

http://www.nsac.ns.ca/lib/apascc/acv/pest/99app02.htm
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3.2.5.3. Control biologico

Dentro de las especies que pueden ser utilizadas para el control bioldgico de
este complejo destacan los hongos y las bacterias; son los principales
agentes biocontroladores de esta enfermedad. Los hongos que pueden ser
utilizados para el control de patogenos son; Gliocladium, Trichoderma,
Streptomyces. La bacteria Bacillus subtilis tambien se recomienda para el
control biologico.

3.2.5.3.1. Trichoderma

Es uno de los organismos de control biologico que ha sido ampliamente
estudiado debido a su gran variedad de atributos para controlar organismos
daninos. Es un hongo antagonista del suelo, que produce colonias blancas,
amarillas o verdes cuando se cultiva. Los conidioforos muy ramificados,

llevan fialides en solitario o en grupo (Alexopoulus, 1985).

Moda de accion de Trichndarma

Al entrar en contacto con el suelo, sus hifas empiezan a crecer y formar
ramificaciones que se dirigen hasta el micelio del hongo fitopatdégeno, al
entrar en contacto las hifas de los hongos, se entremezclan de una manera
compatible, pasadas 72 horas del contacto inicial se aprecia esporulacion
abundante de Trichoderma y una inhibicion del hongo patogeno, esté efecto
se le conoce como parasitismo (Anénimo, 2001).

Aparte de su facilidad para colonizar a las raices de la planta, Trichoderma
ha desarrollado mecanismos para atacar y parasitar a otros hongos y asi,
aprovecharlos como fuente nutricional. Recientemente han sido

demostrados varios mecanismos con los cuales actua Trichoderma como



biocontrolador y como colonizador de raices (Harman, 2003); menciona y

describe los siguientes mecanismos de accion.

Micoparasitismo: Abarca diferentes interacciones donde el hongo
antagonista envuelve y penetra el micelio del patdgeno donde las hifas de
Trichoderma crecen y se desarrollan dentro de las hifas del huésped,
durante este proceso el parasito forma apresorios que le permiten adherirse

provocando lisis y huecos en la células del patogeno.

Antibiosis: Produccion y liberacion de sustancias quimicas por parte del
antagonista hacia el medio ambiente, las cuales pueden ser volatiles o no,
Trichoderma produce sustancias como: Trichodermina, Dermadina,
Sequisterpeno, Suzukacillina, Alamethicina, Trichotoxina y Acetaldehido,
todas con propiedades antifungosas y antibacteriales.

Competencia: Consiste en el efecto adverso que ejerce un organismo sobre
otro, debido al uso o eliminacion de algunos recursos del ambiente, como

nutrientes. oxiaeno v espacio.

Tolerancia al estrés por parte de la planta: Mediante el crecimiento en
cuanto a profundidad y cantidad de raices que hacen a la planta mas

resistente a la sequia.
Solubilizacion y absorcién de nutrientes inorganicos: Produciendo un
gran numero de sustancias quimicas que metabolizan y hacen mas facil la

absorcion de algunos nutrientes para la planta.

Resistencia inducida: Mediante mecanismos bioquimicos y fisicos o

estructurales de resistencia. Todos ellos gobernados genéticamente.
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Desactivacion de las enzimas del patéogeno: Produciendo enzimas tales
como: $-1,3 glucanasa, quitinasa y celulasa las cuales facilitan la habilidad

del antagonista, ejerciendo su efecto sobre las paredes celulares.

3.3. Pinus ayacahuite

Arbol de 20 a 30 m de altura, ramillas moreno grisaceas, delgadas y
flexibles, corteza lisa en arboles jovenes y asperas a grisaceas 0 moreno
rojizas en los viejos, dividida en placas irregulares. Las hojas por lo regular
se encuentran en fasciculos de 5, de 1 a 13 cm y hasta 15.5 cm de largo,
delgadas y triangulares de color verde oscuro, vainas de 12 a 15 mm y son
amarillentas, pajizas, escamosas y pronto caedizas. Conos subcilindicos,
algo atenuados, miden de 22 a 28 cm pero pueden llegar a medir hasta 37
cm, encurvados ligeramente y colgantes; comiunmente por pares, de color
amarillento con tintes ocre o ligeramente brillantes cuando jovenes, y

después opacos, resinosos. Pedunculos de 15 a 20 mm.

Escamas anchas gruesas y fuertes, mas numerosas que en la especie tipica
(150 en cada cono de 23 cm), casi aplanadas por dentro; de 50 a 60 mm de
largo por 28 a 30 mm de ancho, semillas oscuras de unos 8 mm de largo,
con manchitas claras; ala de 30 a 35 i por unus 6 de aicho, enterameiite

adheridas a las semillas (Martinez, 1992).
3.4. Sustratos

El termino sustrato o substrato se aplica a todos los materiales sélidos y
distintos de los suelos naturales, minerales u organicos, que colocados en
un contenedor, en forma pura o mezclada, permite el anclaje del sistema
radical para el soporte de la planta (Cadahia, 1992).

También es un medio del cual pueden absorber el agua y los nutrientes que

se proporcionan mediante el rlégo y fertilizacion. Existen diferentes sustratos



o medios de crecimiento entre los que mas se utilizan estan la vermiculita,

agrolita (o perlita) y turba de musgo o peat moss (Gallowey, 1983).

Las mezclas de sustratos generalmente proporcionan mejores propiedades
que un solo componente individual. Las principales mezclas se hacen con
turba de musgo Sphagnum y vermiculita, en proporciones que van de 1:1
hasta 1:3 donde a veces se incluye la agrolita con una formulacion de 1:1:1
hasta 1:3:3 (Bures, 1997).

3.4.1. Caracteristicas de los sustratos

Fisicas: De las caracteristicas del suelo, las condiciones fisicas (textura,
estructura’y profundidad) son mucho mas importantes que las condiciones
quimicas, ya que estas ultimas pueden ser controladas y modificadas en
manera mas facil. Las caracteristicas fisicas estan determinadas por las
estructuras internas de las particulas entre las que se encuentran: densidad
aparente, granulometria, porosidad y aireacion, retencion de agua,
permeabilidad, tamafno de poros y estabilidad estructural (Pastor, 1999).

Quimicas: Son las que tienen que ver con la composicion elemental de los
materiales; éstas caracterizan la transferencia de maieria eiiie i susiraio vy
la solucién del mismo, entre las que destacan: capacidad de intercambio
cationico, pH, capacidad tampon, contenido de nutrimentos, relacion carbono
— nitrégeno (Pastor, 1999).

3.4.2. Tipos de sustratos
3.4.2.1. Vermiculita
Es un mineral micaceo que es extraido de minas de Estados Unidos y Africa.

Es calentado a 1 000 °C para que las particulas se expandan y produzca

una estructura como de acordeodn, que le confiere una elevada relacion
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superficie/volumen y por consecuencia una capacidad de intercambio
catianico, CIC (82 meg/100 g). Proporciona cantidades de algunos nutrientes
como ( K, Ca, Mg), y posee a su vez una elevada capacidad de retencion de
humedad, y una baja densidad (64. 1 a 120. 2 kg/m3 en seco), un pH neutro
(6 a7.6) y es esteril (Cadahia, 1992).

3.4.2.2. Agrolita

Procede de escurrimientos de Ir;wa, se muele y calienta a 1000° C,
expandiendo las particulas y forrhando los pequenos granos esponjosos Yy
blancos. Es ligera (72.1 kg/m®), con una buena retencion de humedad,
esteril, dificil de comprimir, con un pH cercano a la neutralidad (6 a 8).
Carece de nutrimentos y posee una baja capacidad de intercambio catiénico
(3.5 meq/100g); (Bures,1997).

3.4.2.3. Turba de musgo o Peat moss

Esta formada por restos de vegetacion acuatica, de pantano o ciénega, tal
como musgos, tules o juncos, que ha sido preservada bajo el agua en
estado de semidescomposicion. Sus propiedades varian segun el tipo de
vegetacion que la origind vy el estado de descomposiciOn, enue ouus
factores. Una de las mas usadas es la turba de musgo del género Sphagum,
sus propiedades son: un pH de 3.5 a 4, una capacidad de intercambio
cationico de 180 meg/m100g, una densidad de 96.1 a 128. 2 (kg/m°), y una
cantidad minima de algunos nutrientes (Bures, 1997).

3.5. Contenedores

Existe una gran diversidad de tipos de contenedores, éstos incluyen colores
(blancos, negros, amarillos), materiales (plastico duro, poliestireno
expandido, papel), formas (conicas redondeadas, trapezoidales), con

canales guiadores de raiz y sin ellos, existiendo piezas con diverso nimero
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de contenedores por unidad de superficie (aproximadamente desde 25 hasta
1000fm2) o contenedores individuales agrupables en charolas o unidades y
hay algunos ‘contenedores que se pueden abrir longitudinalmente para

inspeccionar la calidad de la raiz de la plantula.

La capacidad es muy variable, y puede ir de 40 a 492 cm®. En los disefos
conicos la forma en punta achatada del extremo inferior es para facilitar la
extraccion del cepellon de la plantula para plantar o inspeccionar. La
oquedad ahi ubicada proporciona drenaje y salida a las raicés, de forma que
al contacto con el aire se poden.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Localizacion del area de estudio

La presente investigacion se inicio en el laboratorio de Patologia Forestal de
la Divisidon de Ciencias Forestales (DICIFO), de la Universidad Autébnoma
Chapingo, donde se realizaron los cultivos y purificacion de los hongos de
estudio, reaislamientos, identificacion de los hongos con ciaves especificas y
toma de fotografias con microscopio. La fase de campo se realizdé en el
vivero perteneciente a la DICIFO, el cual se ubica a los 19° 29’ Latitud norte
y 98° 53’ Longitud oeste a 2,240 m.s.n.m (Garcia, 1981).

4.2 Descripcion del vivero

El vivero cuenta con cuatro camas de 18.50 metros de largo y 2.75 metros
de ancho cada una, las cuales estan a 40 centimetros arriba del suelo para
evitar encharcamientos a la hora del riego (fig 1A); cuenta con estructuras
rectangulares de fierro donde se depositan charolas de plastico de diferentes

medidas (fig 1B), presenta también malla sombra para la proteccion de
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semillas al inicio de su germinacion (fig 1C); riego automatizado el cual
consta de dos aguilones cada uno con ocho boquillas para un mejor mojado
del sustrato (fig 1D).

Figura 1. Descripcién del vivero forestal. A camas del vivero forestal. B
estructuras rectangulares. C malla sombra para evitar el ataque de
pajaros. D riego automatizado.

4.3. Organismos de estudio

Los organismos patégenos con los que se trabajo fueron el complejo de
hongos que causan Damping off, en este caso Fusarium oxysporum,
Phytophthora cinnamomi 'y Pythium debarianum (fig 2A, B y C). La cepa de
P. cinnamomi se obtuvo de aislamientos de Pseudotsuga; la cepa de F.
oxysporum se obtuvo de aislamientos de muestras de Pinus michoacana.

Los organismos antagonistas evaluados fueron Trichoderma erinaceum
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Bissett (fig 2D), T. harzianum Rifai (PHC T22) y Bacillus subtilis (producto
comercial Serenadet) (Fig 2E y F). El fungicida comercial Metalaxil (Ridomil
Gold) se utilizé como referencia; la cepa de T. erinaceum y P.debarianum
fueron proporcionadas por la M. en. C. Bertha Tlapal y el Dr Gerardo Leyva,
Profesores del Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad
Auténoma Chapingo. Todos fueron probados en plantas de Pinus ayacahuite
var veitchii Shaw.

Figura 2 Organismos de estudio. A cepa de Fusarium oxysporum
creciendo en medio de cultivo PDA. B crecimiento tipico de
Phytophthora cinnamomi en medio de V8. C colonia de Pythium
debarianum en jugo de verduras V8. D cepa de Trichoderma
erinaceum creciendo en extracto de malta agar. E producto comercial
Serenadet a base de Bacillus subtilis. F PHC T22 a base de T.
harzianum.
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4.4. Incremento de in6culo

El incremento de indculo, tanto de los hongos patogénicos como de la cepa
de Trichoderma erinaceum cultivada en laboratorio, se realizd de la

siguiente manera.

1.- Para el crecimiento de Fusarium oxysporum se utilizé medio de cultivo
PDA (papa, dextrosa, agar) para su desarrollo; en él caso de Pythium
debarianum, este se desarrollo en medio de cultivo jugo de verduras V8
agar; para Phytophthora cinnamomi se realizaron transferencias de tubos a
cajas petri con medio de cultivo harina de maiz-agar para la produccion de
micelio a temperatura controlada de 27°C y bajo oscuridad.

2.- Se esterilizaron 30 frascos de vidrio de 250 ml con tapas herméticas, 10
para cada hongo, en los cuales se depositd arena de rio, posteriormente se
tomo de las cajas de petri una rodaja de 0.5 cm de diametro y se depositaron
en los frascos con el sustrato previamente esterilizado. Los frascos se
mantuvieron por 10 dias en una estufa de laboratorio con una temperatura
de 27°C. Por este medio se logré el incremento de P. cinnamomi, F.
oxysporumy P. debarianum (fig 3A B y C).

3.-Para el caso de la cepa de T. erinaceum, ésta se obtuvo del laboratorio de
Parasitologia Agricola de la Universidad Autonoma Chapingo y se propago
en medio de cultivo V8 a 27°C (fig 3D).



Figura 3 incremento de hongos en laboratorio. A frascos con
arena y micelio de Phytophthora cinnamomi. B frascos con
arena de rio que contiene micelio de Fusarium oxysporum para
su desarrollo. C frascos con rodajas de 0.5 cm de diametro de
propagulo de Pythium debarianum para su reproduccién. D cepa
desarrollada en medio de cultivo V8 de Trichoderma erinaceum.

4.5. Mezcla de patégenos

La mezcla de patégenos se realizé de la siguiente manera.

1.- Para el caso de la mezcla que contuvo los hongos causantes de Damping
off (Fusarium, Pythium y Phytophthora), se hizo una suspension de la
siguiente manera, se utilizaron 15 cajas de petri que contenian a los
patogenos, los cuales tenian 15 dias de crecida la colonia, cinco de cada
hongo; el medio de cultivo, se incorporé en una licuadora, se le agregaron
500 ml de agua y se licud por un minuto; posteriormente el contenido se
vacio a un recipiente mas grande y se agregaron 1.5 litros de agua. En total

se tuvieron 2 litros de suspensién de patdgenos.
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2.- Respecto a los hongos patogénicos que se desarrollaron en los frascos,
éstos se vaciaron en una cubeta de plastico con capacidad de 10 litros a los
cuales se le agregaron 5 litros de agua y se revolvio la mezcla de 6 kilos de
arena de rio durante 5 minutos para tener una buena homogenizacion,
posteriormente de esa solucion se tomaron 2 litros y se mezclaron con la
solucion de los hongos patogénicos que fueron cultivados en medio de
cultivo para tener 4 litros de solucion final de los hongos patogenicos. Esta
mezcla se realizd con la finalidad de incrementar el nimero de propagalos
que se aplicé a nuestros tratamientos, y asi asegurarnos que nuestras

semillas estuvieran banadas de estos patégenos.
4.5.1. Concentracion de inéculo

De la mezcla anterior se tomaron 100 ml y se depositaron en matraces de
250 ml; para posteriormente, con la ayuda de la camara de Neubauer de
0,0025 mm?, una pipeta graduada y un microscopio compuesto, realizar la
cuantificacion de propagulos; para el caso de Pythium y Phytophthora fueron
hifas y clamidosporas y para Fusarium macro y microconidios. La dosis de

cada hongo se presenta en el cuadro 3.

Cuadro 3. Dosis de inéculo, del complejo Damping off

Patogeno Numero de propagulos/ml
Pythium debarianum 1.19x10°

Fusarium oxysporum 1.91x10*

Phytophthora cinnamomi 3.2x10*

Referente a los productos a base de Trichoderma harzianum, Bacillus
subtilis, Ridomil Gold la dosis para estos se determind de acuerdo a la
recomendada para cada producto no asi para T. erinaceum, la cual se
preparé como sigue; de una soluciéon de 100 ml se extrajeron seis muestras
con una pipeta graduada; de cada muestra se depositd una gota en la

camara de Neubauer con una calibracion de (0,0025 mm? ) para cuantificar

(R
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el numero de conidios por cuadrante, al termino del conteo se realizd una
suma y se multiplicd por un factor de 1000 y con ello calcular la dosis que se
aplico a los tratamientos que llevaron dicha solucion. En el cuadro 4 se

enlistan las dosis por cada producto.

Cuadro 4. Dosis empleadas de producto comerciales y Trichoderma
erinaceum

Organismo dosis
~ Trichoderma erinaceum, cultivado en 8.33x10" conidios/ml
laboratorio
PHC T22 1.2 gr/lt de agua
Bacillus subtilis 10 ml/It de agua
Ridomil Gold 5 gri.allt de agua

De acuerdo a la literatura consultada se recomiendan las siguientes dosis
para los hongos en estudio, para Pythium una dosis de 1X10’ conidios por
ml, para Fusarium sp 1X10° conidios por ml y para Phytophthora se sugiere
25 gramos de semilla de mijo 6 2.5 gramos de semilla de trigo infectada
oreviamente con Phvtophthora ( Martinez. 2000 v Diaz. 2005)
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4.6. Mezcla y dosis de sustrato para la germinacion y desarrollo de

Pinus ayacahuite

En este trabajo el sustrato empleado fue el utilizado en los viveros
forestales, consiste de Peat moss, vermiculita y agrolita en una proporcion
60:20:20. En el cuadro 5 se listan los materiales utilizados para el llenado de
42 charolas de 40 cavidades de 35 cm de largo X 22 cm de ancho (fig 4A y
B),con un didametro de cada cavidad de 4 cm en la parte superior (fig4C)y 2 °
cm de didmetro en ia parte inferior (fig 4D); a la mezcla de sustrato se le
anadio osmocote, que es un fertilizante de accién prolongada en forma de

capsula.

Cuadro 5. Dosis utilizadas para el llenado de 42 contenedores

MATERIAL DOSIS
Peat Moss o 120 Its
Vermiculita 40 Its
Agrolita 40 Its
Osmocote 650 gr

2]
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Figura 4. Mezcla y contenedores empleados. A incorporacion de
agrolita, vermiculita y peat moss. B aspecto final de la mezcla. C largo
de charola. D ancho de charola. E diametro de la cavidad superior. F
longitud del cono y diametro de la parte inferior de la cavidad.

4.7. Tratamiento a la semilla de Pinus ayacahuite var. veitchii

En el diagrama del cuadro 6 se muestran los tratamientos aplicados a la

semilla.
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Figura 5. Tratamientos a las semillas de Pinus ayacahuite veitchii . A
solucion a base de Ridomil Gold. B tratamiento a la semilla a base de
Trichoderma erinaceum cultivado en laboratorio. C suspensiéon a base del
producto comercial PHC T22 conteniendo esporas de T. harzianum. D tina
con 10 litros de agua y 100 ml del producto Bacillus subtilis. E soluciéon con
2 litros de agua conteniendo la mezcla de hongos patogénicos. F
tratamiento con semilla de P. ayacahuite, sumergida en 2 litros de agua
limpia.



4.8. Siembra en contenedores

Una vez hecha la mezcla del sustrato, se procedié al llenado de las 42
charolas con los tratamientos (fig 6A); posteriormente, se proporciond un
riego para humedecer el sustrato (fig 6B). El siguiente paso consistid en la
siembra de las semillas de Pinus ayacahuite, una por cavidad (fig 6C). Se
tuvieron catorce tratamientos, cada uno con tres repeticiones; cada
repeticion consistio dé una charola de 40 cavidades; las caracteristicas y

componentes de cada uno de los tratamientos se describen continuacion.
Tratamiento uno

a) Llenado de contenedores con la mezcla de sustrato.

b) Siembra de 120 semillas de P. ayacahuite var. veitchii, remojadas en

agua limpia.
Tratamiento Dos:

a) Llenado de contenedores con la mezcla del sustrato.

b) Siembra de 120 semillas de P. ayacahuite.

c) Aplicacién de 500 ml de la mezcla de hongos a tres charolas de 40
cavidades (fig 6D).

Tratamiento Tres:
a) Llenado de contenedores con la mezcla de sustrato.

b) Tratamiento a 120 semillas con un fungicida sistémico a base Ridomil
Gold.

c) Siembra de semillas tratadas con Ridomil.



Tratamiento 4:
| a) Llenado de contenedores con la mezcla de sustrato.
b) Aplicacion de 500 ml de la mezcla de hongos a tres charolas de 40
cavidades.
c) Siembra de semillas tratadas con Ridomil y la mezcla del complejo
Damping off.

Tratamiento 5:
a) Llenado de contenedores con la mezcla'de sustrato.

b) Siembra de semilla tratada con la mezcla del complejo Damping off y

ridomil.

c) Riego con solucién de Ridomil (fig 6E).

Tratamiento 6:
a) Llenado de contenedores con la mezcla de sustrato.

b) Siembra de 120 semillas tratadas a base de Trichoderma erinaceum.

Tratamiento 7
a) Llenado de contenedores con la mezcla de sustrato.
D) Aplicacion de 500 mi de la suspension de Dampiing ofi.
c) Siembra de 120 semillas tratadas con suspension de T.
erinaceum, y la mezcla del complejo Damping off.

Tratamiento 8:
a) Llenado de contenedores con la mezcla de sustrato.
b) Siembra de 120 semilla tratada con solucién a base de T.
erinaceum y la mezcla del complejo Damping off.

c¢) Riego al sustrato con solucion a base de T. erinaceum (fig 6F).
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Tratamiento 9:
a) Llenado de contenedores con la mezcla de sustrato.
b) Siembra d.e'1'20 semillas tratadas con la suspension a base de
Trichoderma harzianum PHC T22.

Tratamiento 10:
a) Llenado de contenedores con la mezcla de sustrato.
b) Aplicacién de 500 ml de la suspension de Damping off.
c) Siembra de 120 semilias tratadas con T. harzianum y la

mezcla del complejo Damping off.

Tratamiento 11:
a) Llenado de contenedores con la mezcla de sustrato.
b) Siembra de 120 semillas tratadas con suspension a base de
PHC T22 y la mezcla del complejo Damping off.
c) Riego al sustrato con solucién a base de PHC T22 (fig 6G).

Tratamiento 12:
a) Llenado de contenedores con la mezcla de sustrato.

b) Siembra de 120 semillas tratada con Bacillus subtilis.

Tratamiento 13:
a) Llenado de contenedores con la mezcla de sustrato.
b) Aplicacion de 500 mi de la suspensiéon de Damping off.
c) Siembra de 120 semillas tratadas con B. subtilis y la mezcla del
complejo Damping off.

Tratamiento 14:
a) Llenado de contenedores con la mezcla de sustrato.
b) Siembra de 120 semillas tratadas con B. subtilis y la mezcla del
complejo Damping off.

¢) Riego al sustrato con solucion a base de B. subtilis (fig 6H).
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Los tratamientos se asignaron aleatoriamente (cuadro 7); y asi determinar

su posicion final a nivel vivero.

Cuadro 7. Aleatorizacion de tratamientos, el primer numero indica el
numero de tratamiento y el r; el numero de repeticiones

8r1 9r T [9r2 131 6r1

2r1 [32 [1r2 |51 :11r1|12r1 12|71 13121013 [513 412 |
1r3 [13r1 |[5r2 |[2r2 |10rt [8r2 [7r12 [12r2 [1412 813 |9r3 | 1313
3r3 !|10r2 14r1 [6r3 [4r1 [6r2 [11r3 [4r3 [12r3 | 713 143 [ 213

4.9. Diseno experimental

Se utilizé un disefo experimental completamente al azar, Este diseno estuvo

conformado por catorce tratamientos y tres repeticiones cada uno.

El disefio completamente al azar, es el mas empleado a nivel laboratorio e

invernadero, por que es posible, en estos casos, mantener en condiciones

nomogéneas las unidades experimentales que intervienen en el experimentc
P g

((‘.astilln. 9001)

El modelo lineal de este disefio se presenta a continuacion.

Yi=u+Ti+e; i=1,2,...t =120 T
Donde:

t= Numero de tratamientos

r=Numero de repeticiones para el i-esimo tratam
Y= Varable respuesta

p= Efecto medio general

T;= Efecto atribuido al i-esimo tratamiento

e;= Término de error aleatorio
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A demas mediante al procedimiento de Modelo Lineal General (PROC
GLM), se analizaron los datos mediante un analisis de varianza y asi
determinar si hubo o no diferencias entre tratamientos, a través de la
siguiente hipotesis.

H0=T1=T2=T3 =Tt

Vs
H,= Al menos un tratamiento es diferente al de los demas.
Después se realizd una prueba de comparacion multiple de medias en este

caso se utilizé la prueba de Duncan debido a que los datos de el rango de

los valores de las medias es mas flexible de manejar.



Figura 6. Tratamientos en contenedores. A llenado de los
42 contenedores con la mezcla de sustrato. B riego a los
contenedores. C siembra de semilla de Pinus ayacahuite.
D aplicacion de la solucién que contiene la mezcla a base
de Fusarium oxysporum, Phytophthora cinamommi y
Pythium debarianum. E riego con solucién que contiene el
fungicida a base de Ridomil Gold. F aplicacion de solucion
a base de Trichoderma erinaceum. G aplicacion de
solucién que contiene PHC T22' H aplicacion de la solucion
a base de Bacillus subtilis.
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4.10. Efectividad de tratamientos

Para evaluar los tratamientos descritos se realizaron las siguientes pruebas

4.10.1 porcentaje de germinacion de semillas Pinus ayacahuite var.

veitchii

La siembra de semillas de P. ayacahuite se realizo el dia 8 de abril, la
germinacion inici6 el dia 22 de abril y ceso el 7 de junio de 2005; se
registraron los datos cada tercer dia, y con ellos se calcularon los

porcentajes de germinacion en cada tratamiento

4.10.2. Altura de plantas de P. ayacahuite

Para los datos de esta variable se tomaron 5 plantas de cada repeticion de
los diferentes tratamientos, teniendo un total de 210 plantas muestreadas, a
las cuales se les midié su altura el 31 de octubre, la toma de estos datos se
realizd con una regla metéalica de 30 cm de longitud; donde se midio la

longitud de la base del tallo hasta la parte apical de las hojas.

4.10.3. Peso seco de raiz de F. ayacahuite

Para ésto se realizo la extraccion de 210 plantas de 84 dias de edad, 15 de
cada tratamiento, cada planta se coloco en una bolsa de papel. Las plantas
se llevaron al laboratorio de la Division de Ciencias Forestales, una vez ahi,
se procedié a quitarle todo el sustrato y enjuagar la raiz para realizar un

corte en la base del tallo donde se iniciaba la formacion de raiz.



El siguiente paso fue pesar la raiz de cada planta en una balanza
gravimetrica de 200 g de capacidad, posteriormente se anotaron los datos
de peso fresco de cada una de las plantas y de acuerdo al tratamiento al que
pertenecian se colocaron en las bolsas de papel para ponerlas a secar
durante 48 horas en una estufa a temperatura de 70°C, transcurrido ese
tiempo se sacaron de las bolsas y se pesaron nuevamente ya secas y sacar

la diferencia de peso fresco y peso seco, para obtener asi nuestros datos.

4.10.4. Prueba in Vitro de Trichoderma erinaceum contra el complejo

Damping off

A nivel laboratorio se realizaron pruebas In Vitro de los hongos que se
evaluaron en campo; mediante un sacabocado se tomd micelio de cada uno
de los hongos del complejo Damping off y por separado se pusieron en el
extremo de las cajas de petri con medio de cultivo y el hongo Trichoderma
erinaceum, para observar el crecimiento y el efecto que tiene sobre
Fusarium oxysporum, Phytophthora cinnamomi, y Pythium debarianum
respectivamente; y asi comprobar el efecto parasitico de este antagonista

sobre los hongos patogenicos.
4.11. Reaisiamiento de nongos en piantas danadas

De las muestras que manifestaron sintomas se trajeron al laboratorio para su
analisis, donde se lavaron con agua de la llave, para lo cual se tomaron
aquellas donde se diferenciaba bien el dano y la parte sana, luego con
navaja se realizaron cortes de 0.5 centimetros de longitud , estos a su vez se
limpiaron en una solucidon con hipoclorito de sodio al 1.5% durante un
minuto, este paso se repitio dos veces, una vez transcurrido el tiempo de
desinfeccion se depositaron en dos cajas de petri que contenian agua
destilada estéril por 3 minutos, para eliminar exceso de cloro, posteriormente
con un papel filtro se secaron para su siembra en medios de papa, dextrosa,

agar (PDA), jugo V8 agar y Harina de maiz agar (HMA). Esto con la finalidad
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de comprobar que los dafos que presentaron las plantas hayan sido

provocados por nuestros hongos que inoculamos y no por factores externos.
4.12. Elaboracién de preparaciones

Para poder identificar los hongos del experimento se realizaron
preparaciones temporales y permanentes, las cuales se hicieron en un porta
y cubre- objeto, al cual se le deposité una gota de glicerina y un poco de
miceiio-que se extrajo de la caja de petri donde se desarrollo, a éste se le
puso Un circulo de cera para posteriormente pasarlo por un mechero, hasta
que la cera se derritid, y con la ayuda de un microscopio compuesto y ocular
de 40X, para observar las caracteristicas morfolégicas de los hongos en

estudio'y hacer las mediciones correspondientes.



5. RESULTADOS y DISCUSION

5.1. Porcentaje de germinacion de Pinus ayacahuite

El término a observar en el andlisis de varianza con mayor atencion es Pr>
F, ya que este nos permitirad rechazar o no H,. al menos un tratamiento es
diferente si (Pr> F) < a. Comparando con una confiabilidad del 95% implica

un o= 0.05; de acuerdo a esta regla de decision se concluye que al menos

un tratamiento es diferente como se muestra en el cuadro 8.

Cuadro 8. Analisis de varianza para la variable porcentaje de
germinacion de Pinus ayacahuite var veitchii,

Fuente de Grados de Sumade Cuadrados F calculada  Pr>F
variacion libertad cuacirados medios
Tratamiento 13 2801.785714 215.521978 214 0.0451
Error 28 2825.000000 100.892857
Total 41 5626.785714

El ANOVA solo nos indico si el efecto de algun tratamiento es diferente de
los demas. Para poder conocer cual tratamiento era el mejor fue necesario
realizar la comparacion muitiple de medias de ios ua@mientos, en nuestro

caso se utilizé la prueba de Duncan.

Los resultados encontrados en la germinacion de semillas, a nivel general el
porcentaje de germinacion fue de 82.85%; de un total de 1680 semillas
sembradas se tuvieron 1392 germinadas, a nivel de cada tratamiento los
datos muestran cierto grado de incertidumbre, primero se reconoce que la
semilla que recibid a los hongos que causan Damping off tuvo uno de los
porcentajes mas bajos de germinacion, pero también, mostré datos similares
uno de los tratamientos preventivos con Trichoderma harzianum; por el

contrario, los primeros seis tratamientos de la lista lograron altos porcentajes

de germinacion.
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Para explicar lo anterior se utilizaron los datos logrados por Roldan (2005).
Esta au_to'ré trabaj6 la germinacion de semillas del mismo lote que se usé en
este trabajo, ésta obtuvo un 94.8% de germinacion en condiciones de
laboratorio. Por lo anterior se puede postular que en la semilla utilizada, los
tratamientos preventivos no fueron tan necesarios o efectivos como para
proteger y aumentar el porcentaje de germinaciéon que mostro el testigo que
solo recibi® agua limpia. Los tratamientos intermedios. no permiten llegar a
discusiones absolutas ya que se tuvieron porcentajes de germinacion
variables, incluso cuando se utilizdé Trichoderma harZianum y se rego con

esa solucion como se muestra en el cuadro 9.
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Cuadro 9. Prueba de Duncan realizada para determinar el mejor tratamiento

en cuanto al porcentaje de germinacion.

Tratamiento Descripcion de IQS'tratamientos Media (%  Agrupacion

semillas de Pinus ayacahuite germinacion)
9 con PHC T22 90.833 A*
6 con Trichoderma erinaceum 89.167 A
11 con PHC T22 mas mego con 89.167 A
solucién a base de PHC T22
1 semilla limpia 89.167 A
con Ridomil Gold 86.667 A
13 Bacillus subtilis mas Damping off 86.667 A
Ridomil Gold y Damping off 82.500 AB*
con 7. erinaceum Yy riego con 80.000 AB
solucién a base de 7. erinaceum
2 semilla con Ridomil Gold y riego de 80.000 AB
refuerzo con R. Gold
T. erinacewm mas Damping off 79.167 AB
14 con B. subtilis y riego con esa 78.333 AB
solucion
12 con B. subtilis 72.500 AB
z con Damping off 65.833 B
10 PHC T22 mas Damping off 65.000 B

* Tratamientos con la misma letra o agrupacion son estadisticamente

iguales de acuerdo a la prueba de Duncan con un a=0.05
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5.2. Altura de plantas de Pinus ayacahuite

Para la variable altura se postulé la hipotesis siguie_nté Ho: todos los
tratamientos son iguales contra H.: al menos un tratamiento es diferente con
una confiabilidad del 95% implicando un a= 0.05; resultando que al menos

un tratamiento es diferente como se muestra en el cuadro 10.

Cuadro 10. Analisis de varianza para la variable altura de planta de Pinus

ayacahuite var. veitchii Shaw

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados F calculada Pr>F

variacién libertad cuadrados medios
Tratamiento 13 155.7313143 11.9793319 2.30 0.0316
Error 28 145.8576000 5.209200
Total 41 301.5889143

El ANOVA solo nos indico si el efecto de algun tratamiento es diferente de
los demas. Para poder conocer cual tratamiento era el meior fue necesario
realizar la comparacion multiple de medias de los tratamientos, en nuestro

caso se utilizo la prueba de Duncan.

Los resultado encontrados en la altura, muestran datos evidentes, en primer
término se observa claramente que la semilla que recibié a los hongos que
causan Damping off tuvo el promedio mas bajo en cuanto a la altura, pero
también mostraron datos similares tres fratamientos preventivos; en
contraste los tres primeros tratamientos de la lista lograron tener los mas

altos promedios en cuanto a altura se refiere.

Para explicar estos resultados se hace mencion de los atributos de
Trichoderma colonizando las raices de la planta, produciendo a su vez un
gran numero de sustancias quimicas que metabolizan y hacen mas facil la

absorcion de nutrientes para la planta los cuales los encauza al crecimiento
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en altura y diametro tal como lo explican Harman (2000) y Romo et al (2000).
Por lo cual se afirmar que la semilla tratada preventivamente es favorecida
en cuanto al aumento en altura en comparacion con los testigos 1 y 2, como

se muestra en el cuadro 11.

Cuadro 11. Prueba de Duncan realizada para determinar el mejor

tratamiento de la variable altura (15 individuos por tratamiento)

Tratamiento Descripcion de los tratamientos Media Agrupacion

semillas de Pinus ayacahuite (altura cm)
11 con PHC T22 mas riego con solucion  18.513 A*
a base de PHC T22
6 con Trichoderma erinaceum 18.267 A
4 Ridomil Gold y Damping off 16.427 AB*
3 con Ridomil Gold 15.327 AB
9 con PHC T22 15.107 AB
13 Bacillus subtilis mas Damping off 14.267 AB
1 semilla impia 14.227 B*
7 T. erinacewm mas Dampig off 13.813 B
10 PHC T22 mas Damping off 13.527 B
8 con T. erinaceum y riego solucion a 13.507 B

base de /. erinaceum

5 semilla con Ridomil Gold y riego 12.740 B
solucion a base de R. Gold

14 con B. subtilis y riego solucion a base 12.727 B
de B. subtilis

12 con B. subtilis 12.673 B

2 Damping off 12.320 B

* Tratamientos con la misma letra o agrupacion son estadisticamente
iguales de acuerdo a la prueba de Duncan con un «=0.05
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En forma visual las diferencias en cuanto altura; el tratamiento 11 a base de
Trichoderma harzianum es muy notoria en comparacion con el tratamiento 2
que contiene Damping off (fig 7A ); las plantas de los tratamientos 11 a base
de T. harzianum vy el tratamiento 6 a base de T. erinaceum tienen una altura
similar como se puede observar en la (fig 7B); a nivel general las plantas
tratadas con algin organismo biolégico presentan mayor vigor, coloracion y
altura en comparacion con las de otras especies que se encontraban en el
vivero (fig 7D) con el tratamiento que contiene la solucién de Damping off (
fig 7C).

4 e =
Figura 7. Diferencias en alturas. A tratamiento 6 a base de
Trichoderma erinaceum comparado con el 2 a base del complejo
Damping off. B alturas similares de los tratamientos a base de T.
erinaceum y el producto comercial PHC T22. C diferencia en altura

entre el tratamiento 2 y 6. D vista general del disefio experimental a
nivel vivero
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5.3. Peso seco de raiz de Pinus ayacahuite

Para el peso seco de raiz se postulo la hipotesis siguiente: H, todos los
tratamientos son iguales contra Ha: al menos un tratamiento es diferente con
una confiabilidad del 95% implicando un o= 0.05; concluyendo de acuerdo a
los datos arrojados en el cuadro 12 que al menos un tratamiento es

diferente.

Cuadro 12. Anélisis de varianza de la variable peso seco de raiz

Fuentede Gradosde Sumade Cuadrados F Pr>F
variacion libertad cuadrados medios calculada
Tratamiento 13 20.38348962 1.56796074 6.13 0.001
Error 28 7.15921267 0.25568617

Total 41 27.54270229

El ANOVA solo nos indico si el efecto de algun tratamiento es diferente de
los demas. Para poder conocer cual tratamiento era el mejor fue necesario
realizar la comparacién multiple de medias de los tratamientos. en nuestro

caso se utilizd la prueba de Duncan.

Los resultados muestran claramente la diferencia que hubo entre la semilla
que recibid a los hongos que causan Damping off teniendo uno de los
promedios mas bajos de peso seco de raiz; pero también, mostré datos
menores uno de los tratamientos preventivos a base de Bacillus subtilis; en
contraste los primeros 10 tratamientos lograron pesos de raices arriba de 1g,
para explicar lo anterior esto se debe a que el hongo produce abundante
micelio al contacto con las raices produciendo un gran numero de sustancias
quimicas que metabolizan y hacen que la planta absorba mas faciimente
algunos nutrientes aumentando asi la cantidad de raices tal como lo explican
Harman (2003) y Romo et al (2000). Por lo anterior se puede afirmar que en
la semilla utilizada, los tratamientos preventivos a base de Trichoderma

harzianum y T. erinaceum fueron efectivos para aumentar el contenido de
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raices en comparacion con los testigos 1 y 2. Estos resultados se muestran

en el cuadro 13.

Cuadro 13. Prueba de Duncan realizada para determinar el mejor

tratamiento de la variable peso de raiz. (Media de 15 individuos por

tratamiento)

Tratamiento Descripcion de los tratamientos Media (gr) Agrupacion

semillas de Pinus ayacahuite

11 con PHC T22 mas riego con solucién 3.3637 A
a base de PHC T22

10 PHC T22 mas Damping off 2.2483 B

6 con Trichoderma erinaceum 1.4927 BC*
con PHC T22 1.4237 BCD

1 semilla limpia 1.3233 CD

13 Bacillus subtilis mas Damping off 1.1843 CD*

4 Ridomil Gold y Damping off 14913 CD

14 con B. subtilis y riego con solucion a 1.0410 CD
base de B. subtilis

5 semilla con Ridomil Gold y riego con 1.0387 CD
solucion a base de R. Gold

8 con 7. erinaceum y riego con solucion 1.0357 CD
a base de T. erinaceum

3 con Ridomil Gold 0.9870 CD

7 T. erinaceum mas Damping off 0.8110 CD

2 Damping off 0.7680 CD

12 con B. subtilis 0.4493 D

*Valores con letras iguales dentro de cada tratamiento implica que no existe

diferencia significativa de acuerdo a la prueba de Duncan, con un «=0.05.



En forma general el tratamiento a base PHC T22 fue el mejor en cuanto a la
variable altura y peso seco de raiz, seguido del tratamiento a base T.
erinaceum, no asi para la variable porcentaje de germinacion en

comparacion con los datos obtenidos por Roldan (2005).

En investigaciones realizadas por Hjeljord (2001), Holmes (2004), Aruna
(2003), Gordon (2001) y Punja (2003), se probo la efectividad de
Trichoderma spp., para el control de enfermedades provocadas por
diferentes hongos teniendo resultados similares a los que obtuvieron en esta

investigacion.

5.4. Prueba In vitro de Trichoderma erinaceum contra el complejo

Damping off

De acuerdo a las pruebas realizadas en el laboratorio de la Division de
Ciencias Forestales, las pruebas In Vitro, mostraron que para Fusarium
oxysporum se present6 un porcentaje de inhibicion del 80% (fig 8A y B); por

<

3

arte  Pythium debarianum manifesté un 70% de inhibicion en el
crecimiento micelial (fig 8C y D); para el caso de Phytophthora cinnamomi
se presentd un 70% de inhibicion en el crecimiento del hongo (fig 8E y F);
estos resultados se determinaron mediante el diametro de la caja de petri
para lo cual se pusieron discos de 0.5 centimetros de diametros en cada
extremo de la caja, al cabo de cinco dias el micelio de Trichoderma
erinaceum llegoé al extremo de donde estaba el hongo patogénico y se
fusiond con este para ya no permitirle desarrollo. Estos resultados son muy
similares a los obtenidos por Karthikeyan (2003) quien a nivel laboratorio
evalud el efecto de parasitismo de una especie de Trichoderma para €l
control de P. cinnamomi;, por su parte Torres (2001), en otra investigacion
probd, a nivel laboratorio, el efecto inhibitorio de Trichoderma contra Pythium
y Fusarium, presentando un control de inhibicién en el crecimiento micelial
de estos hongos de un 70 a 80%.
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Figura 8. Pruebas In vitro del Parasitismo de Trichoderma erinaceum sobre
el complejo Damping off. A Fusarium oxysporumy T. erinaceum a |los cinco
dias de sembrado. B mezcla de micelio por parte de ambos hongos a los
nueve dias después de sembrado. C efecto inhibitorio contra Pythium
debarianum. D desarrollo completo en la caja de petri de T. erinaceum
parasitando por completo a P. debarianum. E y F efecto inhibitorio de T.
erinaceum a los cinco y nueve dias después de sembrado contra
Pythophthora cinnamomi.
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5.5. Sintomas de plantas inoculadas

El nimero de plantas que presentaron sintomas fue de 40 las cuales se
analizaron en el laboratorio para ver el agente causal del dano
desglosandose los resultados en el cuadro 14. Las plantas con los primeros
sintomas se presentaron en un periodo variado ya que en unas plantulas, los
primeros sintomas se manifestaron a los 15 dias después de su emergencia;
pero en otros casos en plantas con mayor edad y tamano, estas fueron
extraidas para su analisis en laboratorio presentando un achaparramiento
(fig 9A) asi como la decoloracion de ‘hojas verde palido hasta un color
amarillo, plantas marchitas de coloracion café y una pequena constriccion en
la base del tallo (figura 9B, C y D), estas se secan completamente y cuando
se realiza un corte transversal el tallo se observa necrosado (fig 9E y F).
Estos sintomas coinciden con los descritos por Peterson (1992a), Martinez
(2001) y Loépez (2002), quienes describen la sintomatologia con una
presencia de muerte de raices, lo cual provoca una disminucion en el

crecimiento, clorosis y un marchitamiento de la parte aérea.

El porcentaje de plantas que manifestaron dafios por Fusarium oxysporum
fue de 62.5 y solo el 0.1% manifestaron dano por Pythium debarianum 'y
Phytophthora cinnamomi.
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Cuadro 14.NUumero de plantas con sintomas por tratamiento

Tratamiento N° de plantas Hongos aislados Medio de
enferrﬁas cultivo

1 5 F. oxysporum, Trichoderma  V8,PDA

2 12 F. oxysporum, P. cinnamomi, PDA, V8,HMA
P. debarianum

3 2 Trichoderma, F. oxysporum  PDAV8

4 3 F. oxysporum Trichoderma PDA,V8

5 1 F. oxysporum Trichoderma Plf)A,VB

6 3 Trichoderma, F. oxysporum  PDA V8 HMA

i 1 Trichoderma, F. oxysporum PDA

8 3 Trichoderma, F. oxysporum PDA

g 1 T. harzianum PDA

10 2 T. harzianum, F.oxysporum PDA,VS

11 2 T. harziaunm PDA

12 2 B. subtilis, F. oxysporum, PDA
Trichoderma

13 2 F. oxysporum PDA

14 1 F. oxysporum PDA
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Figura 9. Sintomas en plantas causado por Damping off. A
estrangulamiento tipico en la base del tallo. B tallo y hojas con una
pudricién de color café. C marchites descendente de la plantula. D dafio
avanzado del ataque por Damping off. E vista de necrozamiento a nivel
raiz. F corte longitudinal para observar pudricién a nivel interno del tallo.




5.6. Descripcion de cepas de reaislamientos

Fusarium oxysporum present6 un crecimiento micelial hialino al inicio y a los
cinco dias la colonia se torno de color purpura (fig 10A1), Trichoderma
presentd un crecimiento micelial incoloro al inicio y al cabo de cinco dias se
torn6 de color verde en medio de V8 y de color amarillo en medio de PDA
(fig 10A2), Phytophthora cinnamomi en medio de V8 present6 un crecimiento
micelial ramificado al inicio, posteriormente, al cabo de 5 a 8 dias, presentd
un crecimiento micelial en forma de camelia (fig 10B1), por su parte Pythium
debarianum desarroll6 un micelio cenocitico incoloro al inicio Yy

posteriormente de color blanco de aspecto algodonoso (fig 10B2).

Figura 10. Cepas de muestras de plantas dafadas. A1 crecimiento
micelial de Fusarium oxysporum. A2  Trichoderma erinaceum. BA1
crecimiento micelial de Phytophthora cinnamomi. B2 crecimiento de
Pythium debarianum.



5.7. Identificacion de hongos

5.7.1 Fusarium oxysporum

Se realizaron preparaciones fijas para determinar la especie, en este caso
mediante sintomatologia, caracteristicas morfologicas y la ayuda de claves
dicotomicas. F. oxysporum al inicio presenté un crecimiento micelial de color
blanco, de aspecto algodonoso, posteriormente la colonia se tornd de color
purpura a violaceo (fig 11A y B), a los cinco dias después de sembrado, las
fiales donde se producen los conidios son hialinas y cortas (fig 11C); con
presencia de macroconidios incoloros (fig 11D), estos fueron inducidos
mediante hojas de clavel esterilizadas y puestas en cajas de petri con medio
de cultivo (PDA), presentaron de 3 a 7 septas; en su mayoria con tres
septas unicelulares y con célula apical en forma de gancho y célula basal en
forma de bota con rangos de 30.6 um a 73.95 ym de largo por 2.55 a 7.65
um de ancho con un promedio para ambos de 55.61a 6.22 pm; los
microconidios fueron hialinos algunos con una division, otros con dos y tres
septas, con rangos de 10.24 um a 35.84 pm de largo por 5.12 ym a 10.24
pum de ancho con un promedio para ambas de 22.48x 5.47 ym (fig 11E); y
una produccion abundante de clamidosporas una caracteristica distintiva de

ia especie (fig 11F). Estas caracteristicas coinciden con ias gue i1epuitd
Booth (1971), Abad (2002), Martinez (2001) y Romero (1988).

h
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Figura 11. Caracteristicas morfolégicas de Fusarium oxysporum. A
crecimiento micelial de F. oxysporum. B coloracion caracteristica de la
colonia de F. oxysporum. C fialides cortas donde se producen los conidios.
D macroconidios caracteristicos en forma de canoa. E microconidios. F
formacion de clamidosporas abundantes en medio de cultivo.
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5.7.2. Phytophthora cinnamomi

La identificacion de este hongo se baso principalmente en las caragtéﬁsticas
morfoldgicas y claves dicotomicas; presentando crecimiento micelial turuloso
con hinchamientos (fig 12A); una caracteristica distintiva de éste fue un
crecimiento en forma de camelia en V8 (fig 12B), coincidiendo estas
caracteristicas con las reportadas por Stamps y Waterhouse (1990), Edwin y
Ribeiro (1996) y Romero {‘1988);'para la formacion de esporangios fue
necesario hacer extracciones deli medio con un saca bocado de 0.5
centimetros de diametro y ponerlo en cajas de petri estériles con agua
destilada y a oscuridad por 24 horas (fig 12C), una vez pasado el tiempo se
hicieron preparaciones permanentes donde, se tomaron 100 esporangios,
los que se midieron y los rangos de medidas fueron 30.72 a 112.64 ym de
largo por 20.48 a 76.8 um de ancho y un promedio (72.86 x 52.38 uym),
relacionandose un poco con las reportadas por Edwin y Ribeiro (1996), Diaz
(2005). Por su parte Romero (1988), reporta medidas de esporangios en
cultivo de (40 x 100um). Sin embargo, las dimensiones de ancho y largo de
los esporangios varian en diferentes reportes Edwin y Ribeiro (1996).
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Las clamidosporas fueron abundantes en medio de V8, globosas de pared
delgada y coloracion café (fig 12D), realizando 100 mediciones para sacar
rango en didmetro de 20.84 a 107. 52 ym (promedio 78.75 um). Romero
(1988).

Figura 12. Caracteristicas morfolégicas de Phytophthora cinnamomi. A
micelio turuloso. B crecimiento en forma de camelia en medio de cultivo V8.
C formacion de esporangio en medio liquido. D formaciéon de clamidosporas
en V8.

55



5.7.3. Pythium debarianum

La colonia de P. debarianum se propagd en medio de cultivo V8 para formar
micelio y posteriormente se sacaron muestras de la colonia con un saca
bocado para depositarlas en cajas de petri con agua destilada estéril para la
formacion de esporangios, la colonia presenté un micelio cenocitico hialino al
inicio y conforme se fue desarrollando se torné de color blanco y de aspecto
algodonoso (fig 13A y B); produjo gran cantidad de clamidosporas de forma

circular (fig 13C),y formacion de oogonios con anteridio (fig 13D).

Figura 13. Caracteristicas morfolégicas de P. debarianum. A micelio
cenocitico. B micelio de aspecto algodonoso en medio de cultivo V8;.C
formacion de clamidosporas. D Oogonio y anteridio
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5.7.4. Trichoderma erinaceum

La identificacion de Trichoderma se baso en caracteristicas morfologicas de
la colonia y el apoyo de claves del género las cuales fueron consultadas por
via electrénica’; se hicieron preparaciones permanentes donde se midieron
100 conidios, 100 clamidosporas y 50 fialides. Este hongo presentd
crecimiento micelial de color blanco al inicio y al cabo de cinco dias se torno
de color verde esto debido a la gran produccion de conidios en V8 (fig 14A),
por su parte donde hubo mayor produccion de clamidosporas fue en PDA,
tornandose la caja de un color amarillo y cubriendo por completo la caja de
petri en 5 dias a temperatura controlada de 27 °C (fig 14B); en ambos
medios hubo presencia de conidios ovoides, de color verde amarillento de
51 a 10.2 ym de largo por 5.1 a 7.65 um de ancho con promedio para
ambos de 7.32 x 569 pum (fig 14C); clamidosporas transparentes,
terminales y abundantes, globosas a ovoides de 15.3 a 35.7 uym de largo por
10.2 a 17.85 ym de ancho con un promedio 22.93 x 16.89 ym (fig 14D); los
conidioforos son ramificados (fig 14E); fialides con ensanchamientos desde
la base del conidi6éforo hasta la parte media, de forma verticilada vy
dispuestas paralelamente a lo largo de este, medidas de las fialides de 10.2
a 28.05 um de largo por 5.1 a 7.65 um de ancho con un promedio para
ambos de 5.95 a 16.48 um, este terminando con una fialide en el extremo, y
dos a los lados de ahi se debe su nombre de Tri por terminar todos los
conidioforos con tres fialides (fig 14F).

“ http://ntuars-grin.gov/taxa descriptions/kevs/Trichodermalndex.cfm
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Figura 14. Caracteristicas morfologicas de Trichoderma erinaceum. A
crecimiento de T. erinaceum en medio de cultivo V8. B crecimiento micelial
en medio de cultivo PDA. C conidios ovoides y de color verde amarillento. D
formacién de clamidosporas. E formacién de conidioforos ramificados. F
fialides caracteristicas del genero Trichoderma sp.
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6. CONCLUSIONES

Con base a los objetivos planteados en esta investigacion, se puede concluir

lo siguiente.

De acuerdo a las diferentes pruebas realizadas pudimos constatar la gran
ventaja de tratar preventivamente a la semilla de Pinus ayacahuite para
prevenir el ataque de los hongos causantes de Damping off; con productos a
base de organismos biologicos en nuestro caso la utilizacion de productos
comerciales PHC T22, Trichoderma erinaceum y Bacillus subtilis , mostraron
tener una eficiencia aceptable como productos preventivos contra el ataque

de Damping off.

La aplicacion de T. erinaceum y T. harzianum favorecio notablemente la
altura de planta y peso seco de la raiz, comparando estos con el testigo dos

a base de Damping off.

ILa condicién de salud de las nlantas que recibieron tratamiento preventivo
fue mejor ya que las plantas presentaron mayor altura, vigor y coloracion en

comparacion con el tratamiento donde se aplicd Damping off

Los hongos Phytophthora cinnamomi y Pythium debarianum se manifestaron
en dos plantas de 40 que se muestrearon, representando un 0.1 % del total
de las extraidas; las 38 restantes manifestaron dafos por Fusarium
oxysporum, poniendo de manifiesto que el hongo que mas afecta a la

especie de P. ayacahuite es F. oxysporum.

Trichoderma es un buen agente parasitico e inhibidor del crecimiento

micelial de F. oxysporum, P. cinnamomi, y P. debarianum.

n
o



De acuerdo a las caracteristica morfolégicas que presentd el hongo de
estudio y con la utilizaciéon de claves del género el organismo antagonista

con el que se trabajé fue Trichoderma erinaceum.

En forma general el efecto principal de Trichoderma es proporcionarle a la
planta una barrera de proteccion contra patdgenos del suelo, y asi facilitar la
absorcion de nutrientes, mas no interviene en el crecimiento de esta ya que
-la planta en un suelo estéril pero con nutrientes, las raices son las

encargadas de absorber estos y a su vez la planta los va canalizar en

didametro y altura.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Modo de accion de Bacillus. subtilis y Ridomil Gold

B. subtilis;: Forma cristales los cuales inhiben el crecimiento de las esporas,
desarrollando colonias en el sistema radical de la planta, contra organismo
que atacan raiz, a medida que el sistema radical crece, la bacteria coloniza
el sustrato protegiendo a la planta y promoviendo el desarrollo radicular y el
crecimiento vegetativo (Thomson, 1994)

Ridomil GOLD: crea una capa protectora en los tejidos superficiales de la
planta, penetrando rapidamente los tejidos internos de esta, transportandose
acropetalmente por el xilema. La capa protectora de este producto impide
que las esporas del hongo, germine y penetre a la planta, interrumpiendo el
ciclo de Krebs, afectando la obtencién de energia de las células del
patdgeno, el fungicida que penetra y se transporta dentro de la planta actua
sobre el crecimiento subcuticular del hongo inhibiendo la sintesis de
proteinas como consecuencia de la interferencia con la sintesis de RNA

(acido ribonucleico), en las celulas del hongo. (Ficha técnica, 2005).
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