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RESUMEN

La soya es un cultivo susceptible a un gran
numero de patégenos que causan graves dafios a
plantulas y raices, la mayoria de las veces
causados por un complejo de hongos, entre ellos
Macrophomina phaseolina, un hongo habitante
natural del suelo, presente en todas las zonas
productoras del mundo, causante de la
enfermedad conocida comunmente como
Pudricion carbonosa de la soya. El objetivo de
este trabajo fue obtener e identificar cepas
nativas de Trichoderma spp., para luego
determinar su capacidad antagénica in vitro e in
vivo ante aislados de M. phaseolina. En un
primer ensayo se evallo la tasa de crecimiento y
capacidad antag6nica de Trichoderma spp. in
vitro contra M. phaseolina mediante el método
de cultivos duales, metabolitos volatiles y
difusibles. Cuatro cepas de Trichoderma, T.
koningiopsis (TB2 y CH1), T. asperellum
(MS19 y MS15) de las catorce evaluadas
mostraron mayor capacidad antagénica y fueron
seleccionadas para un segundo ensayo. Semillas
de soya tratadas con las cuatro cepas de
Trichoderma (TB2, CH1, MS15 y MS19), 1
producto bioldgico comercial (Trichoderma
spp.) y 1 producto quimico (metil tiofanato +
pyraclostrobin). Se sembraron en macetas con
suelo inoculado con M. phaseolina y se evalu6
el porcentaje de emergencia de las semillas a los
7, 14 y 21 DDI, incidencia de la enfermedad,
longitud de tallo y raiz, peso seco y severidad a
los 45 DDI. Los tratamiento de semilla con
metil tiofanato + pyraclostrobin y Trichoderma
spp. mostro tener un efecto mayor sobre todas
las variables evaluadas.

Palabras claves: T. yunnanense, T. harzianum,
T. koningiopsis, T. asperellum, T. erinaceum,
Macrophomina phaseolina

ABSTRACT

The soybean crop is susceptible to a large
number of pathogens that cause serious damage
to seedlings and roots, most often caused by a
complex of fungi, including Macrophomina
phaseolina, a fungus that is a natural inhabitant
of the soil. This fungus is present in all
producing areas of the world, which causes the
disease commonly known as Charcoal rot of
soybean. The aim of this work was to obtain and
identify native strains of Trichoderma spp., then
determine their antagonistic capacity in vitro
and in vivo against isolates of M. phaseolina. In
a first test the growth rate and antagonistic
capacity of Trichoderma spp. in vitro against M.
phaseolina was evaluated by the dual culture
method and volatile and diffusible metabolites.
Four strains of Trichoderma, T. koningiopsis
(TB2 and CH1) and T. asperelleum (MS19 and
MS15), of fourteen tested, showed increased
antagonistic capacity and were selected for a
second trial. Soybean seeds treated with the four
strains of Trichoderma (TB2, CH1, MS15 and
MS19), one commercial biological product
(Trichoderma spp.) and one chemical product
(methyl thiophanate + pyraclostrobin) were
planted in pots with soil inoculated with M.
phaseolina. The percentage of seed emergence
at 7, 14 and 21 DAI, disease incidence, length
of stem and root, dry weight and severity at 45
DAI was evaluated. The seed treatment with
thiophanate methyl + Pyraclostrobin and
Trichoderma spp. proved to have a greater
effect on all variables.

Keywords: T. yunnanense, T. harzianum, T.
koningiopsis, T. asperellum, T. erinaceum,
Macrophomina phaseolina
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CAPITULO I. REVISION DE LITERATURA

1.1. Importancia del cultivo de soya

La soya [Glycine max (L.) Merr.], es considerada la oleaginosa de mayor importancia a
nivel mundial por su gran cantidad de usos, derivado de su alto contenido de proteina y
calidad de aceite. En promedio, el grano seco contiene 20% de aceite, 40% de proteina,
18% de grasa y 20% de carbohidratos (FAO, 2002; Ochoa et al., 2011).

La soya evoluciond en los climas templados del norte de la Republica Popular de China,
mientras que las variedades anteriores (no adaptada a los climas tropicales) han
florecido prematuramente en las regiones tropicales de dias cortos. Estas variedades se
han cultivado sobre todo en las regiones templadas de China y de América del Norte y
del Sur. La aceptacion del cultivo por parte de los agricultores de la zona tropical esta
ahora muy extendida (EMBRAPA, 1995).

Es una especie con elevada capacidad de adaptacion, se cultiva en casi todas las
latitudes, encuentra sus mejores condiciones de crecimiento en los suelos de textura
media, bien drenados, profundos, planos, con pH ligeramente acido a neutro, ricos en
fosforo, potasio y nutrientes menores, sin embargo, con un adecuado manejo es capaz
de adaptarse a muy diversas condiciones de suelo y clima manteniendo un elevado
potencial de rendimiento (Lattanzi, 1992; EMBRAPA, 1995).

La soya, consumido directa o indirectamente, juega un papel importante en la busqueda

continua para alimentar a la gente (Hartman y Herman, 2011).

La produccion de este cultivo en el mundo ha experimentado uno de los crecimientos
mas fuertes y sostenidos de los ultimos tiempos. Es utilizada como un alimento
intermedio, como racion para animales, aceite para alimentacion humana, otros usos en
la industria alimenticia y mas recientemente como biocombustible. Solamente el 2% de
la proteina de soya es utilizada directamente para el consumo humano, en forma de
poroto directamente, o en forma de productos alimenticios (tofu, las hamburguesas o la
leche de soya). EI 98% restante de soya se procesa y se producen aceites, harinas y



pellets, estos ultimos utilizados en la formulacion de alimentos balanceados para ganado
vacuno, lechero, porcinos y avicultura (Adreani, 2008).

1.2. Produccion Mundial

El cultivo representa aproximadamente el 6% de las tierras cultivable del mundo, sin
embargo, se encuentra todavia por debajo del trigo, arroz y el maiz en el area de

produccién mundial (Hartman et al, 2011).

Durante el ciclo agricola 2014/2015, la superficie sembrada a nivel mundial fue de
118.39 millones de hectarea, 319.72 millones de toneladas métricas de produccion y un
rendimiento 2.70 toneladas métricas por hectarea, sin embargo, para el afio 2015/2016
se estima una superficie sembrada de 119.73 millones de hectarea, 312.36 millones de
toneladas métricas de produccion y un rendimiento de 2.61 toneladas métricas por
hectarea, asi mismo para el 2016/2017 se proyecta una superficie sembrada a nivel
mundial de 122.77 millones de hectarea, 325.95 millones de toneladas métricas de
produccion y un rendimiento 2.66 toneladas métricas por hectarea. Los principales
paises productores de soya son Estados Unidos seguido por Brasil, Argentina, India,
China, Paraguay y Canada (Cuadra 1) (USDA, 2016).

Cuadro 1. Superficie sembrada, produccion y rendimiento de soya en los principales
paises productores del mundo.

Sup. Sembrada _ Produccion Rendimjento
. . ( Millones de toneladas (toneladas metricas por
. (millones de hectareas) P .
Pais métricas ) hectarea)
Prel. Proyec. Prel. Proyec. Prel. Proyec.
(2015/2016) (2016/2017)  (2015/2016) (2016/2017)  (2015/2016)  (2016/2017)
Estados 33.11 33.60 106.93 105.60 3.23 3.14
Unidos
Brasil 32.10 34.20 96.50 103.00 2.92 3.01
Argentina 19.40 19.45 56.50 57.00 291 2.93
India 11.40 12.00 7.00 11.70 0.61 0.98
China 6.44 6.80 11.60 12.20 1.80 1.79
Paraguay 3.40 3.46 8.80 9.00 2.59 2.60
Canada 2.24 2.20 6.24 6.25 2.83 2.84

Fuente: USDA, 2016

Se espera que la produccidn futura de soya aumente mas que otros cultivos, debido a la
expansion del area de produccion y los altos rendimientos (Hartman et al., 2011).



1.3. Produccion Nacional

México es un pais deficitario en la produccion de cultivos de oleaginosas y es
considerado el cuarto importador mas importante de soya a nivel mundial, después de
China, la Union Europea y Japon (Garza et al., 2001; Ochoa et al., 2011).

Durante el afio agricola 2015, incluyendo los ciclos agricolas otofio — invierno y
primavera — verano, modalidad riego + temporal, se registro una superficie sembrada de
soya de 253.846,48 ha de las cuales fueron cosechadas 249.979,28 ha (siendo las
siniestradas de 3.867,20 ha), con una produccion de 341.088,19 Ton y un rendimiento
de 1.36 Ton.ha™’. Los estados con mayor superficie sembrada de soya son Tamaulipas,
San Luis Potosi, Campeche, Veracruz y Chiapas (Cuadro 2) (SIAP, 2016).

Cuadro 2. Superficie sembrada, cosechada y siniestrada, produccién y rendimiento de

soya en los principales estados productores de México.

Sup. Sup. Sup. . -
Estado Sembfada Cosecﬁada Sinies'ﬁ‘ada Pro((_jrtéc;]c;lon R?_?gLT;'ear;to
(Ha) (Ha) (Ha)
Tamaulipas 124.716,79 121.495,39 3.221,40 99.178,05 0.82
San Luis Potosi 37.971,00 37.971,00 0.00 62.256,96 1.64
Campeche 31.002,17 31.002,17 0.00 55.123,00 1.78
Sonora 25.159,00 25.159,00 0.00 64.178,60 2.55
Chiapas 13.323,00 13.323,00 0.00 23.461,06 1.76
Veracruz 10.056,00 10.056,00 0.00 18.074,40 1.80
Yucatan 4.960,00 4.910,00 50.00 9.769,40 1.99
Quintana Roo 3.604,50 3.576,50 28.00 5,238.00 1.46

Fuente: SIAP, 2016

1.4. Enfermedades de la soya: Tizén de plantulas o damping off

La soya [Glycine max (L) Merr.], es un cultivo susceptible a un gran nimero de

patdgenos que causan dafios graves a plantulas y raices (Vasebi et al., 2013).

Esta enfermedad puede causar la reduccion del stand de plantas. Existen costos
econdmicos por la reduccion del stand debido a la mano de obra adicional y materiales
para la replantacién. La correcta identificacion del agente causal es esencial para lograr
un control eficaz (ISU, 1997).



El tizén de pléantulas es causada por un complejo de hongos: Rhizoctonia solani,
Fusarium spp., Pythium, Phytophthora sojae, Sclerotium rolfsii, Sclerotinia
sclerotiorum, Macrophomina phaseolina, Colletotrichum truncatum, Phomopsis sojae
(Kmetz et al., 1978; Rizvi y Yang, 1996; Wegulo et al., 1998; Singh y Thapliyal, 1999;
Yang y Sanogo, 1999; Begum et al., 2010).

Estos hongos pueden afectar en pre y pos emergencia. Las semillas infectadas antes o
durante la germinacion muestran una podredumbre humeda o seca dependiendo del
patégeno; aquellas que llegan a germinar, muestran raices poco desarrolladas y
decoloradas. Las plantulas afectadas que llegan a emerger muestran el hipocotileo en
forma de gancho amarronado, éste amarronamiento también puede verse en los
cotiledones (INIA, 2013).

1.5. Macrophomina phaseolina

Este hongo es considerado un habitante natural del suelo (Gupta et al., 2012). Es el
agente causal de la enfermedad conocida cominmente como Pudricion carbonosa de la
soya [Glycine max (L.) Merr.] (Ma et al., 2010), enfermedad de importancia econémica,
debido a que infecta a un gran nimero de especies de plantas pudiendo sobrevivir en el

suelo como un saprofito durante un maximo de 15 afios (Kaur et al., 2012).

1.5.1. Clasificacion taxondmica

Macrophomina es un género monotipico, compuesto por una sola especie phaseolina
(Sutton, 1980; Jana et al., 2003), es un ascomiceto anamorfico de la familia
Botryosphaeriaceae (Crous et al., 2006; Srinivasan et al., 2009). ElI nombre binominal
de Macrophomina phaseoli (Maubl.) Ashby fue propuesto por Ashby en 1927 (Ashby,
1927), sin embargo, Goidanich (1947) cambi6 el nombre binominal de Macrophomina

phaseoli a Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.

Actualmente no se conoce la fase teleomorfa (sexual), lo que ha dificultado su

taxonomia a través de los afios (Crous et al., 2006; Srinivasan et al., 2009).



Es un hongo imperfecto que presenta dos fases asexuales, una fase saprofita
denominada Rhizoctonia bataticola (Taub) Butler (Sinénimo de S. bataticola Taub)
donde forma microesclerocios y micelio y la otra patogénica denominada
Macrophomina phaseolina donde desarrolla microesclerocios, micelio y picnidios en
los tejidos del huésped (Dhingra y Sinclair, 1972; Beas-Fernandez et al., 2006; Abdel-
Kader et al., 2010).

1.5.2. Distribucion e Importancia econémica

Macrophomina phaseolina es un patdgeno que ataca a mas de 500 especies de plantas
en todo el mundo (Singh et al., 1990; Su et al., 2001) que incluyen cultivos de
importancia econémica tales como soya [Glycine max (L.) Merr.], el maiz (Zea mays
L.), sorgo (Sorghum Moench), algodén (Gossypium L.), tabaco (Nicotiana) (Cloud y
Rupe, 1991; Su et al., 2001), girasol (Helianthus annuus) (Weems et al., 2011;
Mahmoud y Budak, 2011), cafia de azUcar (Saccharum officinarum) (Leyva-Mir et al.,

2015), canola (Brassica napus) (Khangura y Aberra, 2009).

El hongo tiene una amplia distribucion geogréfica, y se encuentra sobre todo en los
paises tropicales y subtropicales con climas arido a semiaridos de Africa, Asia, Europa
y América del Norte y del Sur (Wrather et al., 2010; Zhang et al., 2011; Mahmoud y
Budak, 2011; Kaur et al., 2012; Abdel-Kader et al., 2010).

La pérdida de rendimiento estimado en los 10 paises (Argentina, Bolivia, Brasil,
Canada, China, India, Indonesia, Italia, Paraguay y Estados Unidos) de mayor
produccién de soya durante el afio 1994 fue de 1.234 millones de toneladas métricas
(Wrather et al., 1997). En los Estados Unidos durante el afio 2003, 2004 y 2005 causo
pérdidas de rendimiento significativas con una estimacion de 1.98, 0.28 y 0.49 millones
de toneladas (Wrather y Koenning, 2006). En el afio 2006 ocupé el sexto lugar entre las
enfermedades de mayor importancia econdémica para los ocho primeros paises

productores de soya (Wrather et al., 2010).

1.5.3. Descripcion morfoldgica



El color de las colonias de M. phaseolina en medio de cultivo varia de negro a marrén
o0 gris y se vuelve de color oscuro con la edad. Micelio aéreo abundante con esclerocios
incrustados dentro de las hifas o impregnados en el agar o en la superficie del agar. Las
hifas son septadas, inicialmente hialinas cambiando luego a color miel o negro (Kaur et
al., 2012; Gupta et al., 2012).

Los microesclerocios se forman a partir de la agregacion de hifas unidas mediante un
pigmento de melanina con 50 a 200 células individuales, son de color negro, esféricos y
su tamafio varia (50 - 175 um de diametro) con el hospedante y los medios utilizados
(Short y Wyllie, 1978; Gaetan et al., 2006; Weems et al., 2011; Pavlovic et al., 2015).

Las picnidiosporas de Macrophomina son elipsoidales a ovoide y puede llegar a medir
de 20 - 24 x 7 - 9 um (Gupta et al., 2012), de 14 - 30 x 5 - 10 um, hialinas,
unicelulares, fialides hialinas, corto, piriforme para cilindricay 5 - 13 X 4 - 6 um de
tamafo (Sharma, 2013), generalmente producen picnidios globosos o aplanados que van
de 100 a 200 um de didmetro, se encuentran incrustados inicialmente en el tejido del
huésped, son de color oscuro a grisaceo, pero se convierten en negro y errumpentes con
la madurez. Los picnidios son membranosos a subcarbonaceos con un fino y definido
ostiolo truncado, solitario o gregario y conidiéforos simples en forma de vara
normalmente, de 10 - 15 pum de largo, teniendo conidios unicelulares con ostiolo central,
circular y rodeado de células de paredes gruesas de color marrén oscuro (Kaur et al.,
2012).

1.5.4. Desarrollo de la enfermedad

M. phaseolina sobrevive como microesclerocios en el suelo y en los restos vegetales
infectados (Short et al., 1980), los microesclerocios actian como fuente de inoculo
primario y puede persistir en el suelo durante unos 15 afios (Short et al., 1980; Kendig
et al., 2000), también puede ser transmitido por semillas (Fakir et al., 1976; Raut, 1983;
Pratt et al., 1998; Grupta et al., 2012). La germinacion de microesclerocios ocurre con

frecuencia en un rango de temperatura de 28 - 35 °C (Mihail, 1989).

Numerosos tubos germinales se forman, que dan lugar a apresorios en las paredes

anticlinales de las células epidérmicas (Grupta et al., 2012). Los apresorios penetran la
6



pared celular de la epidermis por accién mecénica, enzimatica o a través de heridas y
aberturas naturales (Mayek-Pérez et al., 2002).

Las hifas crecen primero intercelularmente en la corteza y luego intracelularmente en el
xilema colonizando el tejido vascular dando lugar a la formacion de microesclerocios
que bloguean los vasos (Mayek-Pérez et al., 2002) provocando hojas marchitas,
senescencia prematura y muerte de las plantas (Gaetéan et al., 2006).

Después de la muerte de la planta, la colonizacion por micelios y la formacion de
microesclerocios en el tejido del huésped continla hasta que los tejidos se secan.
Después de la decadencia de la raiz y restos vegetales, los microesclerocios se libera en

el suelo y el ciclo continta (Grupta et al., 2012).

1.5.5. Sintomatologia

Macrophomina phaseolina es un organismo habitante natural del suelo, capaz de
infectar a la soya en cualquier etapa de crecimiento, pero por lo general, infecta después
de la floracion. El hongo es también transmitido por semillas en muchas cultivos como
la soya (Gupta et al., 2012).

Las plantulas pueden ser infectadas en afios en que los suelos son excepcionalmente
secos Y la temperatura se encuentra por encima de los 35 °C durante 2 - 3 semanas.
Después de la emergencia, los sintomas pueden ser visibles en cotiledones con manchas
marron oscuro. A veces, los margenes de los cotiledones se vuelven marrén a negro en
una etapa temprana. Desde la etapa de hojas unifoliadas en adelante, los sintomas
aparecen en hipocotilos infectados de plantulas recién emergidas de circular a oblongas,
de color marron rojizo, las lesiones puede ponerse oscuras, marron a negro después de
varios dias. Estas lesiones pueden extenderse hasta el tallo. Las plantulas infectadas

pueden morir si las condiciones secas persisten (Gupta et al., 2012).

En plantas adultas los tejidos del tallo muestran el crecimiento de numerosos
microsclerocios y picnidios (Abdel-Kader et al., 2010), estas pueden marchitarse y
morir prematuramente ocasionando el desprendimiento de los tejidos de la corteza

inferior del tallo de coloracion gris moteado (Smith y Carvil, 1997).



En plantas de girasol se observo lesiones gris plateado que rodea la parte inferior del
tallo y muerte prematura (Weems et al., 2011; Mahmoud y Budak, 2011; Zhang et al.,
2016), en cafia de azucar mostraron sintomas de pudricién en tallo y raiz, el tallo mostro
una coloracion marrén oscuro a negro, presencia de microesclerocios y picnidios se
observan en la base, ademas de follaje clorético y muerte prematura (Leyva-Mir et al.,
2015), en plantas descoloridas de soya, se presenta microesclerocios comunmente en los
tejidos epidérmicos y sub epidérmicos en el interior de la raiz principal y parte inferior
del tallo de las plantas marchitas (Yang y Navi, 2005; Wrather et al., 2008).

Normalmente, en plantas muy infectadas, las hojas muertas permanecen adjuntas al
peciolo durante varios dias después de la muerte debido probablemente a la produccion
de toxinas como por ejemplo phaseolinone o botryodiplodin (Ramezani et al., 2007;
Worather et al., 2008; Gupta et al., 2012).

1.6. Métodos de control de M. phaseolina

Kumar et al., (2005) manifestaron que los principales métodos de control se pueden
agrupar en tres categorias: 1) control fisico, 2) control quimico y 3) control bioldgico.
Otros método de control mencionados son las practicas culturales y resistencia del
huésped (Mengistu et al., 2011; Gupta et al., 2012).

La poblacion del patégeno en el suelo fue mayor en campos de soya bajo labranza cero
que en cualquiera de los laboreos con discos o arados de vertedera (Wrather et al.,
1998). Por otra parte, Mengistu et al., (2009) demostraron que el sistema de siembra
directa tenia menos unidades formadoras de colonias (UFC) de M. phaseolina en tejidos
de la raiz y el tallo que la labranza convencional, lo que indica que el sistema de
siembra directa puede proporcionar un entorno menos propicio para mantener la

poblacién de M. phaseolina.

Una reduccion significativa en la incidencia de la marchitez, podredumbre seca de la
raiz, las poblaciones de malezas y las mejoras en el rendimiento se registraron en
parcelas solarizadas; pero solo no es eficaz requiere de la combinacién de varios
métodos de control como el riego de verano con la enmienda del suelo (Mihail y
Alcorn, 1984; Lodha, 1995; Lodha et al., 1997).



llyas et al., (1976), evaluaron en condiciones de laboratorio el efecto de los fungicidas
de suelo: benomil, metil tiofanato, tiram, tiabendazol, triforina y captan sobre la
viabilidad de esclerocios de Macrophomina phaseolina en suelo y en trozos de tallos de
soya. La reduccion de la viabilidad fue mayor cuando se utilizaron los esclerocios
libres, menor cuando esclerocios estaban en trozos de tallos frescos y el intermedio
cuando esclerocios estaban en trozos de tallos parcialmente descompuesto. Fumigacion
de suelo con metil ditiocarbamato de sodio logro reducir las poblaciones de
Macrophomina phaseolina sobre los residuos de soya y en las raices de las plantas
(Kittle y Gray, 1982). Suelo fumigado con metam sodio (730 litros.ha™) causé la
mortalidad del patégeno de 90 y 95 % en experimentos de campo, lo que indica que la
fumigacion puede ser un método de control eficaz de este patdgeno en suelos infestados
(Zveibil et al., 2012).

Semillas tratadas con captafol y mancozeb fue eficaz en el control de la infeccion por la
semilla (Macrophomina phaseolina) de la soya mejorando la emergencia de plantulas,
la nodulacién, rendimiento de grano y porcentaje de semillas sanas (Singh et al., 1990).
El tratamiento de semillas con metil tiofanato (1.0 g.kg™ de semilla), carbendazim 50
%, mancozeb 75 % vy jkstein (2.0 g.kg™" semilla) fue eficaz en la eliminacion del
patdgeno a partir de semillas infectadas de soya con M. phaseolina (Singh y Kumar,
2002). Aplicacién de lactofen en la etapa de crecimiento R1 y azoxystrobin ya sea en la
siembra, R3, R6 no tuvo un impacto significativo sobre la severidad de la pudricién
carbonosa (Cross et al., 2012). Shumaila y Khan (2016) llevaron a cabo un
experimento para determinar el efecto del tratamiento de semillas con carbendazim,
captan, tiram, mancozeb y carboxim + thiram contra la pudricién de la raiz del frijol
mungo (Vigna radiata) causada por Macrophomina phaseolina en macetas, los
resultados demostraron que todos los fungicidas redujeron la severidad de la
enfermedad ademas de mejorar el crecimiento y rendimiento de las plantas infectadas en
mayor o menor medida. Semillas de garbanzo C.V. JG-62 tratadas con carbendazim
registr6 la mayor germinacién de la semilla (90.0 %) menos incidencia de la
enfermedad (14.0 %) y el maximo control de la enfermedad (86.0 %) en comparacion

con los demas tratamientos (Sayyad et al., 2015).

Una alternativa a estos productos quimicos es el uso de ciertos agentes de control

biolégico, que son ecoldgicos, econdmicos y no tienen efectos nocivos sobre la
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poblacion humana (Kumar et al., 2005), se han realizados varios estudios para evaluar
el potencial antagénico de Trichoderma spp., Pseudomonas aeruginosa, Rhizobium
meliloti, Bacillus subtilis, entre otros, sobre Macrophomina phaseolina en varios
cultivos (Arora et al., 2001; Larralde-Corona et al., 2008; Singh et al., 2008; Singh et
al., 2010).

Una de las pocas opciones para controlar la enfermedad es mediante la rotacion con
cultivos no hospedantes de 2-3 afios que pueden disminuir el inoculo del suelo por
debajo del nivel de dafio en campos severamente infectados (Ndiaye et al., 2008).
Kendig et al., (2000) indicaron que el manejo del agua puede tener un efecto
significativo sobre la colonizacion de las raices por M. phaseolina, considerando que el
stress hidrico influye en la colonizacion temprana, lo que puede ser mucho mas

importante.

Lodha et al., (2002) en un estudio de campo realizado por dos afios, observaron que los
suelos enmendados con compost mijo perla (Pennisetum glaucum) y compost de
residuos de la hoja de la coliflor (Brassica oleracea) redujeron significativamente la
mortalidad de plantas debido a la pudricion seca de la raiz aumentando el rendimiento

del frijol (Phaseolus vulgaris).

Dubey et al., (2009) concluyeron que la aplicacion de extracto de torta de neem y aceite
de neem plantearon altos efectos fungi-toxicas sobre el crecimiento radial in vitro y la

supervivencia de los esclerocios de M. phaseolina.

Sin embargo, la utilizacion de todos estos métodos en forma aislada no podra controlar
la enfermedad, solo con la utilizacion combinada de ellas como: rotaciones de cultivo,

fertilidad del suelo, densidad de siembra e irrigacion (Gupta et al., 2012).

Se han llevado a cabo varias intentos para identificar genotipos de soya resistente a la
pudricién carbonosa llegando solo a unos pocos, con resistencia moderada o tolerantes
en la fase de tallo y raiz, sin embargo, resistencia a la infeccion de semillas no ha sido
descrita (Smith y Carvil, 1997; Mengistu et al., 2011, Mengistu et al., 2012), por otra
parte, genotipos de soya con alto niveles de resistencia no ha sido identificado y/o no
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estan disponibles comercialmente (Mengistu et al, 2007; Twizeyimana et al., 2012;
Radwan et al., 2014).

Las plantas de soya cuando estan infectadas por M. phaseolina y otros patdgenos de
semilla producen fitoalexina (gliceolin), uno de los compuestos que podrian restringir el
desarrollo del hongo, dando asi, resistencia a las plantas (Lygin et al., 2010).

Identificacion de marcadores moleculares ligada al gen de resistencia a la pudricién
carbonosa facilitaria en gran medida la proyeccion de materiales de mejoramiento y por
lo tanto acelerara el desarrollo de nuevos cultivares resistentes (Gupta et al., 2012), sin
embargo, en la actualidad genes especificos de resistencia no se han reportado en

ninguno de sus hospedantes (Radwan et al., 2014).

1.7. Control bioldgico de M. phaseolina

El control biol6gico ofrece una alternativa ecoldgica al uso de pesticidas para el control
de enfermedades de las plantas (Emmert y Handelsman, 1999). Varios
microorganismos tales como bacterias, hongos y actinomicetos han sido evaluados y
reportados por diferentes grupos de investigadores como agentes de control bioldgico

contra M. phaseolina (Kumar et al., 2005).

Singh et al., (2010) demostraron que Pseudomonas aeruginosa PN1 exhibio fuertes
propiedades antagonistas frente a M. phaseolina, suprimiendo el crecimiento de la
enfermedad y mejorando el crecimiento vegetal de las plantas de semillero de Pinus
roxburghii demostrando el potencial del agente de biocontrol. Por otra parte,
Ehteshamul-Haque et al., (2007) en un trabajo realizado concluyeron que el tratamiento
de semillas con Pseudomonas aeruginosa redujo la infeccion de M. phaseolina de 14 a
100 %, dependiendo de la cepa de bacteria y la variedad de soya utilizado. Por su parte,
Gupta et al., (2002) mencionaron que la inhibicion del crecimiento en condiciones in
vitro de M. phaseolina con Pseudomonas aeruginosa (GRC2) fue de 74 %, después de
5 dias de incubacion, ademas encontré que hubo un aumento en la germinacion de
semillas, el crecimiento temprano de las plantulas, el peso fresco de nddulos, el
rendimiento de grano y la reduccién de la enfermedad (99 %) por bacterizacion de

semillas de mani.
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Singh et al., (2008) registraron un aumento de la biomasa y reduccion de la enfermedad
en plantulas de Pinus roxburghii, el tratamiento con BN1 resulté en un incremento en
las raices y pesos secos de brotes de 43.6 y 93.54 %, respectivamente, una viabilidad de
semillas del 80 - 85 % en los tratamientos con B. subtilis BN1 solo o en presencia de M.
phaseolina, en comparacion con 54.5 % solo con M. phaseolina. Dawar et al., (2010)
mencionaron que el tratamiento de semilla y del suelo con especies de Bacillus saber,
B. subtilis, B. thuringiensis y B. cereus en plantas de caupi (Vigna unguiculata) y haba
(Vicia faba) mostraron un aumento en la longitud y peso tanto del tallo como de la raiz;
resultando ser un meétodo eficaz para el control de hongos del suelo como M.

phaseolina, R. solani y Fusarium spp.

En India, la bacterizacion de semillas o raices de soya con Rhizobium japonicum redujo
significativamente la enfermedad causada por Macrophomina phaseolina, debido a la
accion fungi-téxica de una sustancia identificado como rhizobitoxine (Chakraborty y
Purkayastha, 1984). Ademas, Arora et al., (2001) concluyeron que hubo una
disminucion considerable de la incidencia de la enfermedad en la germinacion de la
semilla, mejora la biomasa de las plantulas y el peso fresco de nddulos por bacterizacion
de las semilla con las cepas Sinorhizobium meliloti (RMP3; y RMPs) en el cultivo de
mani. Aumento de la germinacion de las semillas en un 46.7 y 52.8 %, la biomasa de las
plantulas en un 16.5y 22 %, y el peso fresco de nédulos en un 36 y 56.6 %. En otro
estudio, Deshwal et al., (2003) demostraron el poder antagénico de cepas de
Bradyrhizobium, asi como sus propiedades como promotor de crecimiento de las
plantas de mani. Las semillas recubiertas con cepas de Bradyrhizobium aumentaron la
germinacion de la semilla, mejoraron la biomasa de las plantulas, el nimero, peso fresco
y peso medio de nodulos en comparacion con los controles no inoculados y no

infectados.

Ullah et al., (2011) evaluaron el poder antagdnico in vitro e in vivo de diversos hongos
tales como Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Trichoderma viride, Trichoderma
harzianum y Penicillium capsulatum, los cuales redujeron significativamente el
crecimiento de la colonia de M. phaseolina y la incidencia de la enfermedad en 4

cultivares de girasol, siendo el més efectivo A. flavus También se inform6 por
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Bhattacharyya et al., (1985) que A. versicolor es capaz de reducir la incidencia de la
enfermedad en un 56 % en yute (Corchorus capsularis).

Larralde-Corona et al., (2008) evaluaron el potencial antagonico de cepas nativas de
Trichoderma spp. contra Macrophomina phaseolina, aislados de suelos cultivados con
sorgo y frijol en el noreste de México. Los resultados mostraron que las cepas TCBG - 2
(Trichoderma sp.), TCBG - 3 (T. atroviride), TCBG - 8 (T. koningiopsis) y la cepa
control IMI1206040 (T. harzianum) inhibieron satisfactoriamente el crecimiento micelial
de ambas cepas de M. phaseolina (< 50 %). Adekunle et al., (2001) mencionaron que, el
mayor porcentaje de emergencia de caupi se observo a los 21 dias despues de la siembra
(DDS) con un 66 % para T. koningii y T. harzianum, y el 51 % para Trichoderma sp.
Por otra parte, Gajera et al., (2013) concluyeron que la méaxima inhibicion de
crecimiento de M. phaseolina in vitro se observé con T. koningi (74.3 %) seguido de T.
harzianum (61.4 %) a los 7 dias después de la inoculacion (DDI). Elad et al., (1986)
evaluaron cuatro cepas de Trichoderma harzianum Rifai, los cuales inhibieron el
crecimiento lineal y la produccion de microesclerocios de Macrophomina phaseolina en
condiciones in vitro. Aplicacion a base de salvado de trigo de T. harzianum inoculado
en invernadero redujo la incidencia de la enfermedad en un 37 - 74 %, el recubrimiento
de semillas de melon con conidios T. harzianum reducen la incidencia de enfermedades
en un 37.5 a 46.3 %. En el campo, la pudricion carbonosa de melén y maiz se redujo en

un 22y 28 %, respectivamente.

Maheshwari et al., (2001) evaluaron el efecto de T. virens (Gliocladium virens) en
Macrophomina phaseolina en condiciones in vivo e in vitro, observandose el mayor
porcentaje de inhibicion (70 %) en el crecimiento de colonias de Macrophomina
phaseolina después de 24 horas debido a la produccién de metabolitos volatiles, con
respecto al tratamiento de semillas de mani con el antagonista, se observo un
incrementd en la germinacion del 80 a 86 %, y una emergencia de plantulas de 60 - 68
% alos 7 DDS.

Tratamiento de semillas con Trichoderma y Gliocladium para el control bioldgico de
Macrophomina phaseolina en sésamo tambien fueron evaluadas por Sankar y Jeyarajan,
(1996).
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Un estudio realizado por Khan y Gupta, (1998) se llevo a cabo para evaluar la eficacia
por mico parasitismo de cinco especies de Trichoderma (T. harzianum, T. hamatum, T.
viride, T. koningii y T. polysporum) para el controlar de la pudricion seca de la raiz de la
berenjena. El Crecimiento radial del patégeno en PDA fue suprimida en gran medida

por las especies de Trichoderma.

Algunos otros hongos tales como Caphalosporium spp. y Penicillium spp. también se

ha reportado por la inhibicion in vitro de M. phaseolina (Kumar et al., 2005).

1.8. Mecanismo de control biol6gico (Trichoderma spp.)

Los hongos del género Trichoderma se han conocido aproximadamente desde el afio
1920 por su capacidad para actuar como agente de control bioldgico contra patdgenos

de las plantas (Harman, 2006).

Son hongos filamentosos, de vida libre comunes en los ecosistemas de suelo y raices,
simbiontes de plantas, hongos oportunistas no virulentas, parasitos de otros hongos
(Harman et al., 2004), comprende un gran numero de cepas que actian como agentes de
control bioldgico, y sus propiedades antagonistas se basan en la activacion de multiples
mecanismos de accion que incluyen la competencia, antibiosis, parasitismo e induccion
de resistencia sistémica en las plantas (Benitez et al., 2004; Kumar et al., 2005;
Djonovic¢ et al., 2006).

Este hongo se ha estudiado por muchos afios por su capacidad como agente de control
biolégico en muchas patdgenos como: Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Fusarium
spp., Rhizopus oryzae, Pythium spp., entre otros (Elad et al., 1980; Chet y Baker, 1981;
Sivan et al., 1987; Howell, 2002).

1.8.1. Antibiosis

Los antibi6ticos se producen durante las interacciones que implican bajo peso molecular

de compuestos difusibles o antibioticos producidos por cepas de Trichoderma los cuales
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inhiben el crecimiento de otros microorganismos. La mayoria de las cepas de
Trichoderma producen metabolitos tdxicos volatil y no volatil que impiden la

colonizacién por microorganismos antagonizados (Benitez et al., 2004).

Se han reportan diferentes especies del género Trichoderma para la inhibicion de M.
phaseolina los cuales producen diferentes tipos de metabolitos secundarios que pueden

conducir a la inhibicion del patogeno (Kumar et al., 2005).

El efecto de los antibidticos volatiles producidos por T. virens fue evaluado por
Maheshwari et al., (2001) bajo condiciones in vitro, el cual fue capaz de inhibir el
crecimiento de las colonias de M. phaseolina, sin embargo, el efecto inhibidor de los
compuestos volatiles disminuyd con el aumento de la incubacion observandose la
maxima inhibicion (70 %) en el crecimiento de colonias de M. phaseolina después de
24 horas.

M. phaseolina y R. solani (AG4) mostraron un minimo porcentaje de inhibicion del
crecimiento por compuestos no volatil de T. hamatum (T614) y Trichoderma sp.,
respectivamente (Hajieghrari et al., 2008).

1.8.2. Competencia

La competencia se produce entre los microorganismos cuando el espacio o nutrientes
son limitantes. Un importante atributo de un agente exitoso de biocontrol es que debe
tener la capacidad de permanecer en alta densidad poblacional en la superficie de la

raiz, proporcionando proteccion completa (Kumar et al., 2005).

Trichoderma es capaz de competir por la rizosfera, el cual consiste en la sustitucion de
hongos enddgenos sobre la superficie de la raiz. Se ha reportado que raiz muy infestada
con propagalos de Macrophomina phaseolina tratada con segmentos de T. virens;
cuando éstos se colocan en medio de agar a temperatura ambiente, sélo T. virens crece
de la raiz. Sin embargo, si estos mismos cultivos se incuban a 40 °C, una temperatura en
la que T. virens no crecera, el patdgeno crece facilmente de muchas partes del sistema
radicular (Howell, 2003).
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1.8.3. Mico parasitismo

El ataque directo de un hongo en otro, es un proceso muy complejo que involucra
eventos secuenciales, incluyendo el reconocimiento, el ataque y la posterior penetracion
y muerte del huésped. Se cree que los hongos secretan exochitinases constitutivamente a
niveles bajos. Cuando quitinasas degradan las paredes celulares de los hongos, liberan

oligdbmeros que inducen exochitinases, y comienza el ataque (Benitez et al., 2004).

Los estudios de mico parasitismo han demostrado que estos hongos producen una rica
mezcla de enzimas anti fungicas incluyendo, quitinasas y p - 1,3 glucanasas. Estas
enzimas son sinérgicas entre si, con otras enzimas anti fungicas, y con otros materiales

siendo beneficiosos para el control biolégico (Harman, 2006).

Gajera et al., (2012) mencionaron que Trichoderma spp. ataca directamente al patdgeno
de la planta mediante la secrecion de enzimas liticas tales como quitinasas, B-1,3
glucanasas y proteasas. Actividades especificas de las cuatro enzimas de Trichoderma
spp. se evaluaron usando la pared celular de M. phaseolina como sustrato en diferentes
periodos de incubacion (24 y 96 h). Todas las especies mostraron una variacion
significativa en las actividades de la quitinasa, 3-1,3 - glucanasa y proteasa cuando se
cultiva en la pared celular de M. phaseolina excepto celulosa. Observaron mico

parasitismo de los antagonistas hasta los 14 DDI.

Trichoderma harzianum ALL42 fue capaz de sobre crecer y degradar los micelios de
Rhizoctonia solani y Macrophomina phaseolina, enrollandose alrededor de la hifas con
la formacion de apresorios y estructuras en forma de gancho. El antagonista puede
producir CWDEs (enzimas que degradan la pared celular del patdégeno) cuando se
cultiva en las paredes celulares que contienen medio como la fuente de carbono. En este
estudio, se utilizd un analisis secretoma para identificar algunas proteinas extracelulares
secretadas por T. harzianum ALL42 después de crecer en la pared celular de M.
phaseolina, Fusarium sp. y R. solani, mostrando una actividad intermedia para todas las
enzimas (B - 1,3- glucanasa, quitinasa, carboxipeptidasa alcalina, B-glucosidasa, acido
fosfatasa y a-manosidasa) cuando crece en la CWMP (paredes celulares purificados de
M. phaseolina) (Monteiro et al., 2010).
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1.8.4. Induccion de resistencia sistémica

Estudios recientes han sugerido que Trichoderma afecta el mecanismo de resistencia

sistémica inducida (RSI) en las plantas (Shoresh et al., 2005).

Sreedevi et al., (2011) evaluaron el potencial de T. harzianum para inducir resistencia
sistémica contra Macrophomina phaseolina en mani, el agente de biocontrol provoco un
aumento en la produccion de enzimas de defensa tales como la peroxidasa (PO) y
polifenol oxidasa (PPO) y los compuestos de defensa como los fenoles totales y fenol
orto — dihidrico en las diferentes etapas de infeccidon. La actividad de peroxidasa y
polifenol oxidasa aumento de 28.2 % y 95.5 % en las raices en la fase 2 en comparacion

con las plantas no tratadas.

Tres agentes de control biolégico tales como Trichoderma harizianum, Pseudomonas
fluorescens y Bacillus subtilis fueron evaluados para determinar su eficacia en el control
de la podredumbre de la raiz en cartamo (Carthamus tinctorius). Entre los bioagentes,
P. fluorescens y T. harzianum (10 g.kg™) demostraron ser eficaz en el control de la
enfermedad tanto en condiciones de laboratorio como de invernadero y de campo. Estos
agentes de control bioldgico provocaron la produccion de enzimas relacionadas con la
defensa implicada en las vias fenil proponoid y fenoles. La mayor actividad de la
peroxidasa, la fenilalanina amoniaco-liasa, quitinasa, polifenol oxidasa y B -1,3-
glucanasa se observo en plantas de cartamo tratadas con P. fluorescens y T. harzianum

después de la inoculacién con M. phaseolina (Govindappa et al., 2010).

1.8.5. Colonizacion de la raiz de las plantas

La colonizacién de la raiz por Trichoderma implica la capacidad de adherirse y
reconocer las raices de las plantas, penetrar en la planta, y soportar metabolitos toxicos
producidos por las plantas en respuesta a la invasion por un organismo extrafio, ya sea
patdgeno o no (Benitez et al., 2004). Aumenta la frecuencia de crecimiento y desarrollo
de tallos y raices, la productividad de los cultivos, la resistencia al estrés abidtico y la

absorcion y utilizacion de nutrientes (Howell, 2003; Harman et al., 2004).
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Algunos primeros trabajos demostraron que Trichoderma también promueve respuestas
de crecimiento en algunos otros cultivos como frijol (Phaseolus vulgaris L.), pepino
(Cucumis sativus L.), pimiento (Capsicum annuum L.), trigo (Triticum aestivum L.), el
rabano (Raphanus sativus) y tomate (Solanum lycopersicum) (Sharma et al., 2012),
otros estudios han informado que Trichoderma harzianum, T. asperellum y T.
asperelloides son capaces de estimular el crecimiento y desarrollo de las raices que
ayudan en la absorcién de nutrientes y la defensa inmune de las plantas (Harman et al.,
2004).
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CAPITULO II. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION MOLECULAR DE
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid, AGENTE CAUSAL DE LA PUDRICION
CARBONOSA DE LA SOYA y CEPAS NATIVAS DE Trichoderma spp.

Fernandez-Gamarra, MA*; Ramirez-Alarcon, S*; Acosta-Ramos, M*; Quintana-de
Viedma, L% Maidana-Ojeda, M? Fuentes-Aragén, D*

'Maestria en Ciencias en Proteccién Vegetal, Universidad Auténoma Chapingo,

?profesor-Investigador Fitopatologia, Universidad Nacional de ItapUa.
Resumen

La soya [Glycine max (L.) Merr.] es un cultivo susceptible a un gran nimero de
patdgenos que causan graves dafios a plantulas y raices, la mayoria de las veces
causados por un complejo de hongos, entre ellos Macrophomina phaseolina, agente
causal de la pudricion carbonosa de la soya, presente en todas las zonas productoras del
mundo. De muestras de raices y tallos de soya con sintomas de la enfermedad
provenientes de San Luis Potosi, Chiapas y Campeche, Meéxico y de Choré, Paraguay;
se obtuvieron aislados monoesclerociales del hongo, los cuales se sembraron en PDA
para su identificacion morfolégica y molecular. Nueve cepas de Trichoderma spp. se
identificaron a nivel especie por técnicas moleculares a partir de la amplificacion de la
region ITS del DNA ribosomal con los primers ITS5-1TS4. Morfol6gicamente aislados
de M. phaseolina desarrollaron colonias con micelio denso, de color gris a negro,
microesclerocios esféricos e irregulares, negros formados por agregacion de hifas
hialinas a negras y septadas, los cuales fueron confirmados molecularmente mediante el
analisis de sus secuencias por BLASTn con una identidad del 100 %. Con base en el
analisis molecular, seis cepas de Trichoderma (MS9, MS10, MS12, MS15, MS16 y
MS19) se identificaron con la especie T. asperellum, una cepa (TT) con T. harzianum,
otra (TS) con T. yunnanense y la restante (MS28) con T. erinaceum, todas con una
identidad del 100 % (GenBank).

Palabras claves: Macrophomina phaseolina, T. asperellum, T. harzianum, T.

yunnanense, T. erinaceum, Glycine max, Identificacion molecular
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. INTRODUCCION

La rizosfera es un punto caliente de las interacciones microbianas como los exudados
liberado por las raices de las plantas son una fuente de alimento para los
microorganismos y una fuerza motriz de su densidad y actividad poblacional, y puede
albergar a muchos organismos que tienen un efecto neutro sobre la plantas, y también
atrae a los organismos que ejercen efectos nocivos o beneficiosos sobre la planta
(Raaijmakers et al., 2009).

La podredumbre carbonosa [Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid] de la soya
[Glycine max (L.) Merr.], es una enfermedad de importancia econdémica en todo el
mundo (Mengistu et al., 2007), es un organismo habitante natural del suelo capaz de
infectar la soya en cualquier etapa de crecimiento del cultivo (Gupta et al., 2012),
produce microesclerocios de color negro (fuente de indculo principal) o picnidios
(Purkayastha et al., 2006).

Varias cepas del género Trichoderma se han reportado por ser eficaz en el control de
enfermedades de las plantas (Szekeres et al., 2004), son hongos de vida libre comunes
en los ecosistemas de suelo y raices. Descubrimientos recientes demuestran que son
simbiontes de plantas, oportunistas no virulentas, asi como que son parasitos de otros

hongos (Harman et al., 2004).

Muchos estudios se han destinado para caracterizar especies de Trichoderma sobre la
base de su actividad anti fungica (Haran et al., 1996; Kiclik y Kivang, 2003),
fisiolégicas y morfoldgicas (Castle et al., 1998), bioguimicas (Grondona et al., 1997
Kiglk y Kivang, 2003) o caracteristicas moleculares (Castle et al., 1998; Hermosa et
al., 2000).

Por otra parte, para la identificacion de los aislamientos de M. phaseolina generalmente
se basa en criterios morfoldgicos, variabilidad patogénica entre los aislamientos,
sensibilidad al clorato y caracteristicas moleculares (Pearson et al., 1987; Cloud y Rupe,
1991; Mayék-Pérez, 2001; Jana et al., 2003).
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La mayoria de los estudios se basan en la caracterizacion morfoldgica, que permite una
facil identificacion a nivel de género, pero llegar a nivel de especie es dificil de
determinar, en especial para los aislamientos de interés como son los agentes de control

biolégico (Grondona et al., 1997).

Babu et al., (2007) y Srinivasan et al., (2009), por su parte, mencionaron que la
presencia de esclerocios, la falta de formacion de conidios en los cultivos aislados y la
identificacion por caracteristicas morfoldgicas y/o fisioldgicas es imposible debido a la
amplia variacion en el fenotipo de los aislados, por lo que resalta la importancia de los

métodos moleculares en la identificacion de patdgenos fungicos.

Los métodos moleculares implican el uso de PCR, los cuales se han descrito para
diagnosticar, identificar, caracterizar y resolver la diversidad genética entre diferentes
aislados de M. phaseolina y Trichoderma spp. siendo altamente sensibles y especificos
(Almeida et al., 2003; Jana et al., 2003; Hermosa et al., 2004; Kaur et al., 2012;
Mahdizadeh et al., 2011). Datos de secuenciacion obtenidos particularmente en la
region del espaciador interno transcrito (ITS) del DNA ribosomal, son utilizados en los
andlisis filogenéticos de hongos, utilizando cebadores especificos con el objeto de
detectar a nivel de especie varios géneros flngicos (Ospina-Giraldo et al., 1999;
Almeida et al., 2003; Babu et al., 2007; Cummings y Bergstrom, 2013).

El diagndstico temprano y la deteccion precisa de patdégenos es un paso esencial en el

manejo de enfermedades de las plantas (Kaur et al., 2012).
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1. OBJETIVOS

» Obtener aislados de Macrophomina phaseolina de plantas de soya que presenten
sintomas de pudricion carbonosa.

» Aislar cepas nativas de Trichoderma de suelos cultivados con soya.

» ldentificar morfolégica y molecularmente las cepas aisladas de Macrophomina

phaseolina y de Trichoderma spp.
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I1l.  MATERIALES Y METODOS
3.1. Obtencion de Macrophomina phaseolina

3.1.1. Colecta del material vegetal

Para la obtencion de aislados de M. phaseolina se consideré como puntos de referencia
a los tres Estados de México con mayor superficie sembrada del cultivo de soya
(Cuadro 1); dentro de cada Estado se tomaron muestras de 5 parcelas productivas,
dando un total de 150 muestras (10 plantas por parcela productiva). La colecta se realiz6
durante los meses de septiembre a octubre del afio 2015 y consistid en recolectar plantas
con los sintomas caracteristicos de la pudricion carbonosa (Figura 1). Las muestras
obtenidas en campo fueron envueltas en toallas de papel estéril, depositadas en bolsas
de papel y transportadas en una hielera hasta el Laboratorio de Hongos Fitopatogenos
del Departamento de Parasitologia Agricola, de la Universidad Autdbnoma Chapingo;

situado en el Km. 38.5, Carretera México-Texcoco, para su procesamiento.

Cada conjunto de plantas enfermas fueron documentadas con los siguientes datos:
variedad de soya, lugar de colecta (Estado y municipio), coordenadas geograficas y

fecha de recoleccion.

Cuadro 1. Localidades muestreadas para el estudio de la distribucion geografica de los

aislados de M. phaseolina y Trichoderma spp. en México.

ESTADOS MUNICIPIOS N° de muestras
San Luis Potosi Tamuin 50
Chiapas Tapachula 50
Campeche Hopelchen 50

Figura 1. Parcela de soya con sintomas de la enfermedad.
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Ademas, otro aislado denominado MpPy fue obtenido del Distrito de Chore, Paraguay y
proporcionada por la Ing. Agr. Gabriela Morel, técnico investigador del Centro
Experimental Capitdn Miranda, perteneciente al IPTA, situada en Capitan Miranda,

Paraguay, para su identificacion y uso en ensayos posteriores (Capitulo 11y V).

3.1.2. Aislamiento, purificacion y conservacion

Para obtener cultivos puros de M. phaseolina se realizO una adaptacién de la
metodologia descrita por Leyva et al., (2015), la cual consiste en tomar cada muestra en
forma individual e ir cortando fragmentos de tallo (100) y de raiz (100) de
aproximadamente 5 mm, los fragmentos fueron desinfectados en una solucion de
hipoclorito de sodio al 2% por 1 minuto; posteriormente se enjuagaron tres veces con
agua destilada estéril y se colocaran sobre papel filtro estéril hasta secarse
completamente. Finalmente todas las muestras desinfectadas fueron sembradas en cajas
Petri con medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) con antibidtico (1puL.mL™ de
amikacina). Las cajas se incubaron durante 6 dias a 28°C en oscuridad continua tal

como lo sugiere Singh et al., (2008).

Las colonias que presentaban caracteristicas morfoldgicas y crecimiento tipico de M.
phaseolina fueron transferidas a un nuevo medio PDA (Mayék-Pérez et al., 2001), para
posteriormente ser purificadas a partir de un solo microesclerocio y vueltas a sembrar

en medio de cultivo PDA (Beas-Fernandez et al., 2006).

Los cultivos puros de M. phaseolina fueron conservados en palillos de dientes estériles

a temperatura ambiente para su posterior uso (Edmunds, 1964 citado por Mahdizadeh et
al., 2011).
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Figura 2. Cultivos de M. phaseolina. A: obtencion del hongo a partir de fragmentos de
raiz; B: microesclerios observados en el microscopio compuesto; C: cultivo puro

creciendo en medio de cultivo PDA y D: conservacion del patogeno.

3.1.3. Identificacion morfoldgica y molecular
3.1.3.1.0btencion de biomasa de Macrophomina phaseolina

Los aislados de M. phaseolina se multiplicaron en placas Petri con medio de cultivo
Papa Dextrosa Agar (PDA), incubados a 30 °C por 6 dias en completa oscuridad para la

obtencion de la biomasa (Leyva et al., 2015).

3.1.3.2. Identificacion morfoldgica

La identificacién macroscopica y microscopica se realizé6 mediante lo descrito por Kaur
et al., (2012), registrando la coloracion y el tipo de crecimiento micelial de la colonia
desarrollado en medio de cultivo PDA, asi como, la forma y el color de los
microesclerocios usando un microscopio compuesto a una magnificacion de 40X. Para
la confirmacién de la identidad del hongo se realiz6 mediante la amplificacion de la

region del espaciador interno transcrito (ITS) del ADN ribosomal.

3.1.3.3.Extraccién de DNA gendémico

La extraccién del DNA se realiz6 con el kit comercial DNeasy Plant Mini siguiendo el
protocolo del fabricante. Aproximadamente 50 a 100 mg de micelio fresco fueron
transferidos a un tubo de microcentrifuga de 1.5 pL (tubos Eppendorf), se adicionaron
400 pL de Buffer AP1 Y 4 uL de RNasa. Posteriormente fueron agitados en vortex e
incubados por 10 minutos a 65°C en bafio Maria, agitando por inversion 2 0 3 veces. Se
adicionaron 130 pL de Buffer P3, se mezcl6 por inversién y se incubaron por 5 minutos
en hielo. La mezcla fue colada en una columna de QIlAshredder Mini spin y se
centrifugo por 2 minutos a 14,000 rpm. El liquido que paso por la columna fue
transferido a un nuevo tubo de microcentrifuga de 2 pL adicionando 1,5 volumenes de
del buffer AP3/E; se coloc6 en una columna DNeasy Mini spin y se centrifugd por 1
min a 8 000 rpm. Se transfirié en un nuevo tubo de 2 uL, se adiciono 500 uL de Buffer

AW?2 y centrifugo por 1 minuto a 8,000 rpm. Se adiciono otros 500 pL de Buffer AW?2,
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y centrifugar por 2 minutos a 14,000 rpm, transfiriendo la columna DNeasy Mini spin a
un tubo nuevo. Finalmente se adiciono 100 uL de Buffer AE para la elucion, incubando
por 5 minutos a temperatura ambiente (15-25°C) posteriormente se centrifugo por 1
minuto a 8,000 rpm (QUIAGEN, 2012).

La calidad del DNA extraido fue verificado por electroforesis en gel de agarosa al 0.4
% utilizando el Buffer de corrida 1 x TAE y Gel Red. Las muestras de DNA analizada
fueron mezcladas con 1/1 de volumen de Loading 6x (Azul de bromofenol, xilen-cianol,
glicerol y EDTA) y depositadas en el pozo, se corridé en una camara de electroforesis
horizontal (Biosciences Amersham) a 120 v por 15 min. Se observo el gel mediante el

transiluminador de UV visualizando asi las bandas de DNA.

Las muestras de ADN se almacenaron a 4° C hasta su uso (Badu et al., 2007).

3.1.3.4.PCR y Secuenciacion

Para las reacciones de PCR las muestras de DNA obtenidos a partir de micelio de M.
phaseolina fueron enviadas al laboratorio Macrogen Korea situada en 10F, 254
Beotkkot-ro Geumcheon-qu, Seoul. Rep. of Korea. Para la amplificacion de la region
ITS del DNA ribosomal se utilizo el primer ITS-5
(GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) (White et al., 1990), los cuales amplifican una
region del espaciador interno transcripto (ITS) generando un producto de talla variable
de 577 - 620 pares de bases (pb) aproximadamente (Almeida et al., 2003; De Souza et
al, 2006).

Las secuencias enviadas por el Laboratorio fueron comparadas con las secuencias de
referencia de la base de datos del GenBank utilizando BLASTn del Centro Nacional de
Informacion Biotecnologica (NCBI) sitio web (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/),
asignando la especie de acuerdo a los niveles de concordancia. Finalmente, las
secuencias ITS de los aislados fueron depositados en la base de datos GenBank (Leyva
et al., 2015; Cummings y Bergstrom, 2013; Da Silva y Clark, 2013; Harrington et al.,
2000).

3.2.0btencion de aislados nativos de Trichoderma spp.

3.2.1. Colecta de suelo
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Para la obtencion de los diferentes aislados de Trichoderma spp. se realizaron muestreos
de suelo en las parcelas de soya de los Estados mencionadas anteriormente (Cuadro 1).
El suelo se colecto de las raices de las plantas con sintomas caracteristicos de la
pudricion carbonosa producida por M. phaseolina. Se consideraron cinco puntos de
muestreo para totalizar 5 Kg de suelo de cada parcela. Las cinco submuestras de cada
parcela fueron mezcladas y homogenizadas, para finalmente recoger 1 Kg de suelo
como muestra representativa. Las muestras de suelo se tomaron a una profundidad de 20
cm, muy cercanas al sistema radicular de las plantas de soya. Las muestras fueron
colocadas en bolsas de polietileno y trasladadas en conservadoras con hielo hasta el
laboratorio de Hongos Fitopatdgenos de la Universidad Autdbnoma Chapingo para su
procesamiento. Ademas, otras 7 cepas nativas fueron aisladas de San Pedro, Paraguay y
proporcionadas por el Ing. Agr. Andrés Sanabria, técnico investigador del Campo
Experimental “Hernando Bertoni”, perteneciente al Instituto Paraguayo de Tecnologia
Agraria (IPTA), situada en Caacupé, Paraguay, para su identificacion y uso en ensayos

posteriores (Capitulo 111y V).

3.2.2. Aislamiento, purificacion y conservacion

Las muestras de suelo fueron procesadas por la técnica de dilucion seriada, descrita por
Guigon y Gonzélez, (2014). De cada muestra se pesaron 10 g de suelo y en camara de
flujo laminar se mezclaron con 90 mL de agua destilada estéril produciendo la solucion
madre y agitando durante 20 a 30 min. Posteriormente, se tom¢ 1 alicuota de 1 mL de la
solucion madre que se diluy6 en un tubo de ensayo con 9 mL de agua destilada estéril,
obteniendo una dilucién a 10, repitiendo esta operacién hasta llegar a 10™. De las
diluciones 102  10° y 10* se tom6é 1 alicuota de 1 mL que se distribuyd
homogéneamente sobre una caja Petri con medio de cultivo PDA. Las placas se
incubaron a 28 °C en oscuridad continua (Singh et al., 2008) hasta que se observd

crecimiento abundante, pero sin exceder el contacto entre cepas.

Las colonias en crecimiento que presentaron las tipicas caracteristicas coloniales de
Trichoderma spp., las cuales son colonias de coloraciones verdosas y la formacion de
anillos concéntrico fueron resembradas en medio PDA e incubados a 28 °C durante 5
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dias (Kicik y Kivang, 2003) para su purificacion, utilizando la técnica de punta de hifa
descrita por Da Silva 'y Clark, (2013) y Leyva et al., (2015).

Las cepas de Trichoderma spp. fueron conservadas en tubos con medio de cultivo PDA
y almacenadas a 4 °C para su posterior utilizacion (Jana et al., 2003; Dubey et al.,
2007; Hajieghrar et al., 2008).

Figura 3. Cultivo puro de Trichoderma spp. y conservacion en tubos inclinados.

3.2.3. ldentificacién molecular

3.2.3.1.0btencion de biomasa de Trichoderma spp.

Los aislados de Trichoderma spp. obtenidas de las muestras de suelo se multiplicaron
en placas Petri con medio cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) e incubados a 28 °C por 7
dias en oscuridad continua para la obtencion de la biomasa (Singh et al., 2008;
Blaszczyk et al., 2013).

3.2.3.2.Extraccion de DNA gendmico

La extraccion del DNA se realizd utilizando el kit comercial DNeasy Plant Mini

siguiendo el protocolo del fabricante. El cual se detalla arriba (3.1.3.2).

3.2.3.3.PCR y Secuenciacion
Para las reacciones de PCR se sigui6 el mismo procedimiento utilizado para el patégeno
M. Phaseolina, en este caso la secuenciacion se realiz6 en dos direcciones (5'—3" y
3'—5") utilizando los primers ITS-5 (GGAAGTAAAAGTC GTAACAAGG) e ITS-4

(TCCTCCGCTTATTGATATGC) (3.1.3.3) (White et al., 1990).
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V. RESULTADOS Y DISCUSIONES
4.1. ldentificacion morfoldgica y molecular de M. phaseolina

4.1.1. ldentificacién morfologica

A pesar de la creciente dependencia en el diagndstico molecular, la identificacion
morfolégica tradicional sigue siendo una herramienta de clasificacion de gran valor

(Skantar et al., 2011) antes de llegar a las técnicas moleculares especificas.

Se aislaron 4 colonias de M. phaseolina, una por Estado denomindndose MpMx; (San
Luis), MpMx; (Chiapas), MpMx3 (Campeche) y MpPy (Choreé). El color de las colonias
de M. phaseolina en medio de cultivo PDA es gris inicialmente, tornandose negro a
medida que pasa el tiempo debido a la gran cantidad de microesclerocios, con micelio
aereo denso y microesclerocios negros, esféricos e irregulares formado por agregacion
de hifas septadas e hialinas inicialmente o negras a la madurez. Numerosos
microsclerocios de color marron oscuro a negro fueron observados al dorso de la placa
Petri e inmersos en el medio de cultivo; estas caracteristicas coinciden con lo descrito
por Kaur et al., (2012) y Zhang et al., (2016).
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Figura 4. Crecimiento de M. phaseolina en medio de cultivo papa-dextrosa-agar. A:
micelio joven aéreo denso de color gris; B: abundante microesclerocios crecidos en
medio de cultivo con micelio aéreo; C: abundante microesclerocios de color marrén
oscuro a negro observado al reverso de la placa Petri; D: microesclerocios esféricos a

irregulares formado por agregacion de hifas y E: hifas septadas.

4.1.2. ldentificaciéon molecular

En el cuadro 2 se presenta los resultados de la amplificacion de la region ITS del DNAr
con los primers ITS-5, el cual genero un producto de 580 — 617 pb, respectivamente.
Los resultados de las secuencias de nucledtidos mediante BLASTn confirmaron que los
aislamientos MpMx;, MpMx,, MpMx; y MpPy (GenBank nUmeros de acceso
KX620951, KX620950, KX620949 y KX620952) efectivamente corresponden a M.
phaseolina mostrando una identidad del 100 % con varias secuencias presentes en la

base de datos para este patdgeno.

Cuadro 2. Identificacion morfoldgica y molecular de aislamientos de M. phaseolina.

c Identificacion Clave de Nume,rc_J de e Identidad Ntmero de
epa morfolégica  aislamiento nucleétidos Amplificacién (%) acceso
(pb) NCBI
MpMx,  Macrophomina \,\s 95 1 617 Macrophomina ) KX620951
phaseolina phaseolina
MpMx,  Macrophomina \,\s 95 ) 580 Macrophomina ) KX620950
phaseolina phaseolina
MpMx; Macrophomina MpMx15-03 582 Macrophomina 100 KX620949
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phaseolina phaseolina
MpPy Macrophomina MpPy01 585 Macrophomina

phaseolina ohaseolina 100 KX620952

Existen numerosos trabajos realizados para confirmar la identidad de M. phaseolina
como agente causal de la pudricién carbonosa en muchos cultivos incluyendo la soya,
frijol, algoddn, maiz, girasol, cafia de azucar, fresa mediante la amplificacion de la
region ITS utilizando los primers ITS-1,ITS-4, ITS-5 (Cummings y Bergstrom, 2013;
Weems et al., 2011; Leyva-Mir et al., 2015). Trabajos realizados por Pavlovic et al.,
(2015) con cepas aisladas de siempreviva (Helichrysum italicum), las cuales fueron
identificadas morfolégicamente y corroboradas a partir del andlisis de la secuencia de la
region ITS reveld que MP1 aislado de Serbia (N° de Acceso del GenBank KP281809)
comparte una identidad del 100 % con M. phaseolina aislados de México (KF951700),
Alemania (KJ744350) y Turquia (KF453967). Resultados de las secuencias (GenBank
numeros de acceso KT862031 y KT862032) de Zhang et al., (2016) fueron alineados en
GenBank, mostrando una identidad del 100 % con Macrophomina phaseolina (Tassi)
Goid. (Rhizoctonia bataticola [Taub.] Butler) (JX945162.1).

4.2. ldentificacion molecular de las cepas nativas de Trichoderma spp.
Fueron aisladas 2 cepas nativas de Trichoderma spp., uno de San Luis (TS) y el otro de

Chiapas (TT), no habiendo obtenido ninguna cepa de las muestras de suelo de

Campeche, las demas cepas nativas fueron aislados de San Pedro, Paraguay (Figura 5).
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Figura 5. Crecimiento de las cepas de Trichoderma spp. en cajas Petri con PDA

identificadas molecularmente.

A partir de la amplificacion de la region ITS con los primers ITS-5 elTS-4 se
obtuvieron un producto de talla variable de 600 - 1082 pares de bases (pb)

aproximadamente (Cuadro 3).

Para las cepas MS9, MS10, MS12, MS15, MS16 y MS19 el anélisis de las secuencias
de nucleotidos realizado mediante BLASTn mostro una identidad del 100 % con
diversas secuencias correspondientes a cepas de T. asperellum; el analisis de la
secuencia de nucledtidos de los productos amplificados de la cepa TT presentdé una
identidad del 100 % con diferentes secuencias reportadas para T. harzianum, para TS el
andlisis de la secuencia revelo una identidad de 100 % con diferentes cepas de
Trichoderma yunnanense y para la cepa MS28 el andlisis de la secuencia revelo una

identidad de 100 % con diferentes cepas de T. erinaceum.

Cuadro 3. Identificacion molecular de las diferentes cepas de Trichoderma spp.

Namero de . Ndmero de
Clave de - e Identidad
Cepa aislamiento nucle6tidos Amplificacion (%) acceso
(pb) NCBI
TT TSP15-02 1050/731 Trichoderma harzianum 100
TS TSP15-01 629/615 Trichoderma yunnanense 100
MS9  TSESP14-13 713/638 Trichoderma asperellum 100 KX620953
MS10 TSESP14-18 625/613 Trichoderma asperellum 100 KX 620958
MS12 TSESP14-16 614/628 Trichoderma asperellum 100 KX620954
MS15 TSESP14-21 602/614 Trichoderma asperellum 100 KX620955
MS16 TSESP14-19 1082/860 Trichoderma asperellum 100 KX620956
MS19 TSESP14-14 600/602 Trichoderma asperellum 100 KX620957
MS28 TSESP14-15 603/629 Trichoderma erinaceum 100

Trichoderma asperellum fue descrito como una nueva especie por Samuels et al. en
1999, estas cepas producen conidios finamente verrugosas, pueden sobrevivir mediante

la produccion de clamidosporas, con temperatura 6ptima de 30 °C (Sriram et al., 2013).
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Una reciente clasificacion indico la presencia de dos especies hermanas
morfolégicamente cripticas de T. asperellum (T. asperelloides y T. yunnanense), las
secuencias de T. yunnanense eran muy similar a T. asperellum, sin embargo, T.
asperellum puede distinguirse facilmente de T. yunnanense por su rapida tasa de
crecimiento, ramificacion principalmente apareada, conidios finamente ornamentadas y
ligeramente méas pequefias, ademas sus secuencias por TEF1 eran muy diferentes
(Similitud 90.3 %) (Samuels et al., 2010; Yu et al., 2007).

T. harzianum es un agregado de especies, agrupadas sobre la base de patrones de
conidiéforos con ramas cortas laterales, filiadas inflados cortos, y conidios suave y
pequefia ramificacion, se ha dividido en tres, cuatro, o cinco grupos subespecificos,
dependiendo de las cepas y de los atributos considerados (Grondona et al., 1997).
Aunque varios estudios han sugerido que es un complejo de especies, sélo unas pocas
especies cripticas se nombran. Especies incluidas en el complejo son T. guizhouense, T.
harzianum y T. inhamatum. Se proponen dos nuevas combinaciones, T. lentiforme y T.
lixii. Otras nueve especies se describen como nuevas, T. afarasin, T. afroharzianum, T.
atrobrunneum, T. camerunense, T. endophyticum, T. neotropicale, T. piramidal, T. rifaii
y T. simmonsii (Chaverri et al., 2015).

Para la correcta identificacion de T. erinaceum, se realizaron estudios de la morfologia
de las colonias y analisis microscépico de la estructura reproductiva. La formacién de
una colonia verde algodonosa con anillos concéntricos, conidiéforos erectos y ramas
laterales cortas, conidios de 2.5 + 0.1 um, globoso, de color verde palido con suave
paredes fueron observados en medio de cultivo. El andlisis de la amplificacion de la
region ITS mediante GenBank revel6 una similitud del 100 % con T. erinaceum
(Hhmau et al., 2015).
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V. CONCLUSIONES

De los 4 aislados de M. phaseolina identificados morfoldgicamente se ha confirmado su
identidad a través del andlisis de la secuencia de nucle6tidos mediante la base de datos

GenBank utilizando BLASTn.
De las nueve cepas evaluadas de Trichoderma spp., seis de ellas corresponden a T.

asperellum, una pertenece a T. harzianum, otra a T. yunnanense y la restante a T.

erinaceum.
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CAPITULO I1l. CAPACIDAD ANTAGONICA in vitro DE DIFERENTES
AISLADOS DE Trichoderma spp. PARA EL CONTROL DE Macrophomina
phaseolina [Tassi] Goidanich, CAUSANTE DE LA PUDRICION CARBONOSA
DE LA SOYA [Glycine max (L.) Merr.]

Fernandez-Gamarra, MA*; Ramirez-Alarcon, S*; Acosta-Ramos, M*; Quintana-de
Viedma, L% Maidana-Ojeda, M?; Fuentes-Aragén, D*

"Maestria en Ciencias en Proteccién Vegetal, Universidad Auténoma Chapingo,
?profesor-Investigador Fitopatologia, Universidad Nacional de Itapua.

Resumen

Se evalu6 la tasa de crecimiento (TC) y capacidad antagénica in vitro contra M.
phaseolina de catorce cepas nativas de Trichoderma spp. El antagonismo fue evaluado
mediante confrontacion por cultivos duales, metabolitos volatiles y difusibles. La tasa
de crecimiento promedio de las cepas de Trichoderma crecido en papa-dextrosa-agar a
25 + 2 °C vari6 de 9.31 a 14.25 mm.dia™! y de los aislados de M. phaseolina entre 7.63 y
14.50 mm.dia®’ a los 72 horas después de la inoculacién (HDI). Cuatro cepas de
Trichoderma de las catorce (TB2, CH1, MS19 y MS15) mostraron mayor capacidad
antagonica por cultivo dual en un primer ensayo. Durante un segundo ensayo estas
cepas fueron confrontadas con 2 aislados de M. phaseolina (MpMx; y MpPy) en un
disefio completos al azar en arreglo factorial. La inhibicién del crecimiento de los
aislados de M. phaseolina por cultivo dual vari6 de 48.50 % a 63.75 %, por produccién
de metabolitos volatiles vario de 14.00 % al 56.00 % y por metabolitos difusibles de
95.75 % al 100 %, respectivamente. La actividad antagénica de MS19 fue el mejor en
las 3 pruebas de antagonismo para ambos aislados de M. phaseolina, sin embargo para
la cepa TB2 por mas que por competencia y metabolitos difusibles fuera el mejor no fue
capaz de producir metabolitos volatiles que inhiban satisfactoriamente el crecimiento

micelial del patdgeno en estudio.

Palabras claves: Control biol6gico, T. yunnanense, T. koningiopsis, T. harzianum, T.

asperellum, T. erinaceum, Macrophomina phaseolina



. INTRODUCCION

Macrophomina phaseolina [Tassi] Goidanich es un hongo de suelo causante de la
pudricion carbonosa de la raiz y del tallo, que causa importantes pérdidas econdmicas
en muchos cultivos (Jana et al., 2003) incluyendo soya, maiz, sorgo y algodén (Su et
al., 2001) y otros (Leyva et al., 2015; Sanchez et al., 2013; Weems et al., 2011). En
soya, es una de las enfermedades méas importantes que se encuentra presente en zonas
tropicales y subtropicales de las regiones del mundo que resulta en la disminucién del

rendimientos y calidad de las semillas (Khaledi y Taheri, 2016).

Agentes de control biolégico podrian ser una alternativa eficaz y confiable para el
control de M. phaseolina. Varias cepas del género Trichoderma se han reportado por ser
eficaz para el control de este y de otros patdgenos causante de enfermedades en las
plantas, dando resultados muy satisfactorios (Krause et al., 2001; Kredics et al., 2004).
Las propiedades antagonicas se basan en la activacion de multiples mecanismos de
control biolégico (Benitez et al., 2004) como la competencia por espacio y nutrientes, el
parasitismo, la produccidn de enzimas, metabolitos volatiles y no volatiles o la accion

combinada de estos mecanismos (Dennis y Webster, 1971; Ganesan et al., 2007).

Una buena seleccion de estos agentes de control bioldgico, asi como el conocimiento de
los mecanismos implicados en el efecto antagonico sobre patdgenos de las plantas son
importantes en el momento de disefiar estrategias eficaces y seguras (Hajieghrari et al.,
2008).

El primer informe de la efectividad de Trichoderma como agente de control biolégico
contra M. phaseolina fue realizado por Elad et al., (1986), en un estudio realizado aislo
T. harzianum que resulto ser muy eficaz para inhibir tanto la produccion

microesclerocios y el crecimiento de M. phaseolina en condiciones in vitro.
Sreedevi et al., (2011), mencionaron que sustancias antibidticas fueron producidos por

Trichoderma spp. en concentracion suficiente para afectar el crecimiento de M.

phaseolina.

54



El control que ejerce Trichoderma sobre cualquier hongo causante de enfermedades en
plantas incluyendo M. phaseolina, Fusarium spp, Sclerotium spp., Colletotrichum spp.,
entre otros, puede atribuirse a su capacidad metabdlica diversa y a su naturaleza
competitiva y agresiva (Bankole y Adebanjo, 1996; Elad, 2000; Larralde-Corona et al.,
2008; Anand y Reddy, 2009).

Aly et al., (2007), mencionaron que aislados de Trichoderma spp. deben ser probados
contra el mayor nimero de aislamientos de M. phaseolina como sea posible, ya que esto
mejorard la posibilidad de identificar aislados antagonistas eficaces contra varias cepas

del patogeno.

Finalmente, Rajendiran et al., (2010), explicaron que el éxito del control bioldgico se
consigue en condiciones in vitro, asi como también menciona que un agente de control
biolégico microbiano es inofensivo para los animales y seres humanos, es mas
econdémico que los productos quimicos y altamente eficaz. No existe riesgo que los
patdgenos desarrollen resistencia, ni de encontrar residuos de fungicidas en los

alimentos y en aguas subterraneas.
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1. OBJETIVOS

v Determinar la tasa de crecimiento de las cepas de Trichoderma spp. y de M.
phaseolina utilizadas.

v Evaluar el potencial antagénico de Trichoderma spp. para el control M.
phaseolina en condiciones in vitro.

v Evaluar el efecto antagénico de los metabolitos volatiles y difusibles producidos

por las cepas de Trichoderma spp. contra M. phaseolina.

1.  HIPOTESIS

» Las cepas de Trichoderma spp. tienen efecto competitivo (cultivo dual) contra
M. phaseolina.

» Las cepas de Trichoderma spp. producen metabolitos volatiles o difusibles con
efecto antagonico contra M. phaseolina.
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V. MATERIALES Y METODOS
4.1. Localizacion del area de estudio

Los ensayos in vitro fueron realizados en el Laboratorio de Hongos Fitopatogenos,
perteneciente al Departamento de Parasitologia Agricola de la Universidad Auténoma
Chapingo, Texcoco, México y en el Laboratorio de Fitopatologia del Campo
Experimental Capitan Miranda, perteneciente al Instituto Paraguayo de Tecnologia

Agraria (IPTA), Capitan Miranda, Paraguay.

4.2.Aislados de Trichoderma spp. y de M. phaseolina

Las cepas de Trichoderma, T.yunnanense (TS) y T. harzianum (TT), fueron aisladas de
suelos préximos al sistema radicular de las plantas de soya con sintomas caracteristicos
de la pudricion carbonosa producida por M. phaseolina cultivado en San Luis Potosi y
Chiapas, México (Capitulo 1I). Las cepas T. koningiopsis (TB2 y CH1), T. harzianum
(MOR2) y T. asperellum (SIN3) fueron proporcionadas por el MSc. Dionicio Fuentes
Aragon, todas estas cepas corresponden a los aislados de México. Con respecto a los
aislados de Paraguay, las cepas T. asperellum (MS19, MS12, MS10, MS16, MS9 y
MS15) y T. erinaceum (MS28) fueron proporcionados por el Ing. Agr. Andrés Gabriel
Sanabria, técnico investigador del Campo Experimental “Hernando Bertoni”,
perteneciente al IPTA, situada en Caacupé, Paraguay. La cepa comercial T. harzianum
Rifai (TL), fue utilizada como testigo.

Las cepas de M. phaseolina, MpMx;, MpMx, y MpMx; (cepa mexicana) fueron
aisladas de raices que presentaron las caracteristicas tipicas de la enfermedad de los
Estados de San Luis, Chiapas y Campeche, Mexico (Capitulo I1). La cepa MpPy fue
aislada del Distrito de Choré, Departamento de San Pedro, Paraguay y proporcionada
por la Ing. Agr. Gabriela Morel, técnico investigador del Centro Experimental Capitan

Miranda, perteneciente al IPTA, situada en Capitan Miranda, Paraguay.

Todas las cepas fueron previamente identificadas por métodos moleculares (Capitulo

).
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4.3.Evaluacion in vitro de Trichoderma spp. contra M. phaseolina

4.3.1. Caracterizacion de la tasa de crecimiento diario

Para la determinacion de la TC se siguié una adaptacion de la metodologia descrita por
Guigon et al., (2010), discos de PDA de 5 mm de didmetro conteniendo micelio de cada
cepa (Trichoderma spp. y M. phaseolina) fueron inoculados individualmente en el
centro de las cajas Petri de 90 mm de diametro, las cuales fueron incubadas a 25 + 2 °C
con 12 horas luz/oscuridad. La TC fue medido a los 24, 48 y 72 HDI con una regla
graduada en mm, utilizando la siguiente formula (Zadoks y Schein, 1979): TC (mm.dia’
1 = C, (mm) - Cy (mm) / T, (dfas) - T (dias)

Donde: TC = Tasa de crecimiento
C, = Crecimiento final
C' =Crecimiento inicial
T,= Tiempo final

T1=Tiempo inicial

En esta prueba, de las 3 cepas de M. phaseolina (MpMx;, MpMx, y MpMXxs)
proveniente de México, fue seleccionada para el ensayo de confrontacion por cultivos

duales, la que presento mayor TC (mm.dia™).
4.3.2. Técnica de Cultivos duales

El potencial antagénico de Trichoderma spp. fue evaluado en relacion con los aislados
de M. phaseolina, por la técnica denominada cultivo dual descrita por Dennis y
Webster, (1971); Dhingra y Sinclair, (1995); Gajera et al., (2013). Placas Petri que
contenia PDA se inocularon con un disco de 5 mm de diametro de agar con micelio de
M. phaseolina y en el otro extremo Trichoderma spp., a igual distancia del borde de la
placa. El control consistid en una placa con un disco de agar con micelio del patdégeno
sin el antagonista. Las placas inoculadas se incubaron a 25 £ 2 °C y el crecimiento

radial del patdgeno se midié 24, 48 y 72 HDI.
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En esta prueba las cepas tanto del antagonista como del patdgeno provenientes de
México y de Paraguay fueron estudiadas por separado a fin de seleccionar 2 cepas de
Trichoderma con mayor efecto antagénico por cada lugar. Las 4 cepas seleccionadas
fueron estudiadas en un segundo ensayo in vitro que consiste en confrontar las 4 cepas
de Trichoderma seleccionadas anteriormente con M. phaseolina aislada de cada pais
utilizando nuevamente el método del cultivo dual y agregando dos métodos mas tales
como, metabolitos volatiles y difusibles. También fueron utilizados en el ensayo en

condiciones semi-controladas (Capitulo V).

4.3.3. Efecto de metabolitos volatiles

Se empleo el método de placas superpuestas descrita por Dennis y Webster, (1971), que
consiste en inocular en el centro de las placas Petri con PDA discos de 5 mm de los
aislados de Trichoderma e incubadas a 25 + 2 °C por 48 hs. Posteriormente la parte
superior de cada placa fue reemplazada con la parte inferior de otra placa con PDA
inoculada centralmente con M. phaseolina. Como control se utiliz6 placas Petri con
medio PDA sin Trichoderma spp., nuevamente la tapa fue reemplazado con la parte
inferior de otra placa inoculada centralmente con M. phaseolina. Los pares de cada
placa Petri se sellaron con cinta paraffin y se incubaron a 25 + 2° C. El diametro de la

colonia del patdgeno se midio a las 24, 48 y 72 HDI.

4.3.4. Efecto de metabolitos difusibles

El efecto de los metabolitos difusibles se desarrolld siguiente el método descrito por
Dennis y Webster, (1971); Lundberg y Unestan, (1980). Placas Petri con PDA
conteniendo un disco de papel celofan esteril fueron inoculadas en el centro con un
disco de agar con micelio de Trichoderma spp. e incubadas a 25 * 2 °C por 72 horas.
Posteriormente, se realizo el retiro de este con la colonia de Trichoderma spp. y en el
mismo lugar se coloc6 un disco de M. phaseolina. El testigo consistié en el cultivo del
patogeno después de retirado el celofan, sin previa siembra del antagonista. El diametro

de la colonia del patégeno fue medido a las 24, 48 y 72 HDI.

4.4.Andlisis y disefio Experimental
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En los 3 ensayos de antagonismo (cultivo dual, metabolitos volatiles y difusibles) fue
calculado el porcentaje de inhibicion del crecimiento (PIC) que ejercio el antagonista
sobre el patdgeno, mediante la utilizacion de la siguiente formula (Dubey et al., 2009;
Singh et al., 2008): PIC =[(C - T) / C] * 100

Donde:
C: crecimiento radial de M. phasolina en el control

T: crecimiento radial de M. phasolina en cultivo dual

Los datos fueron analizados bajo un disefio completamente al azar con cuatro
repeticiones. Los datos expresados en porcentaje fueron transformados al arcoseno/raiz
cuadrada antes de su analisis estadistico (ANOVA) (Aly et al., 2007; Guigon et al.,
2010). Las medias fueron comparadas por la prueba de Tukey (P = 0.05), con el paquete
estadistico SAS version 9.3. Para el segundo ensayo, para evaluar el antagonismo de las
cepas de Trichoderma seleccionadas por cultivo dual de cada pais (Mx y Py) contra los
aislados de M. phaseolina fueron analizados bajo un disefio factorial 4 X 2 con 4

repeticiones y las medias fueron comparadas por Tukey (P = 0.05).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Evaluacion in vitro de Trichoderma spp. contra M. phaseolina

5.1.1. Caracterizacion de la tasa de crecimiento diario

La TC es una herramienta fisiologica Util para predecir la habilidad de las cepas de
Trichoderma como agentes de control biologico, por lo que es utilizada como una
primera referencia al caracterizar cepas nuevas de este antagonista (Uzunovic y Webber,
1998; Hermosa et al., 2000).

En el cuadro 1 se presentan los resultados correspondientes a la TC de las cepas de
Trichoderma provenientes tanto de México como de Paraguay, a las 72 HDI. Se
observd diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05). Con respecto a las cepas
de México, las cepas TT y MOR2 mostraron la mayor tasa de crecimiento (14.25 y

14.00 mm.dia™), superando a TB2 (11.88 mm.dia™), siendo esta la cepa con menor TC.

Con relacion a las cepas provenientes de Paraguay, la cepa MS19 presento mayor TC
con respecto a las deméas (11.38 mm.dia™, respectivamente), siendo el MS15 y MS28 la
de menor crecimiento (9.88 y 9.31 mm.dia™), mientras que las demas cepas tienen una

TC similar entre si.

Cuadro 1. Tasa de crecimiento de las cepas de Trichoderma spp. en medio de cultivo

Papa Dextrosa Agar.

Cepa Tasa de crecir’{wiento Cepa Tasa de crecirPiento
(mm.dia™) (mm.dia™)
TT 14.25 A’ MS19 11.38 A?
MOR?2 14.00 AB MS12 10.38 B
TS 13.50 ABC MS9 10.38 B
TL 12.75 ABC MS16 10.19 B
CH1 12.38 ABC MS10 10.13 B
SIN3 12.25 BC MS15 9.88 BC
TB2 118 C MS28 931 C
Media 13.00 Media 10.23
FC 4.88 >2.573* FC 21.34 >2.573*
CcVv 6.42 CcvV 2.64

12Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tuckey, p = 0.05)
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Para los aislados de M. phaseolina, se observo diferencias estadisticamente
significativas (P < 0.05) a las 72 HDI, la mayor TC la presenté MpMx; (14.50 mm.dia™)
seguido de MpMx,, MpPy y MpMxs (13.13, 11.94 y 7.63 mm.dia™, respectivamente)
(Figura 1). El analisis de ANOVA arroja una media de 11.84, FC de 31.58 y CV de
8.96.

Tasa de crecimiento

40

35 14.50 mm.dia™ A*
30 11.94 mm.dia-1 B
a1
25 13.13 mm.dia™ AB
g 20
7.63 mm.dia® C
15
10
5 =@= M pMx3
0 —8—MpMx2
1 2 3
MpMx1
DDI
—=@=\pPy

'Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tuckey, p = 0.05)
Figura 1. Tasa de crecimiento de los aislados de M. phaseolina en medio de cultivo

Papa Dextrosa Agar.

Mahdizadeh et al., (2011) midieron la tasa de crecimiento en mm.h™ de 52 aislados de
M. phaseolina obtenidos a partir de 24 especies de plantas hospederas, resultados
arrojaron una TC de 0.833 a 1.542 mm.h™%. En otro trabajo, Igbal y Mukhtar, (2014)
midieron el crecimiento radial de 65 aislamientos de M. phaseolina a los 7 DDI
obteniendo resultados que oscilaron entre 32.00 a 87.17 mm.

De los 3 aislados de M. phaseolina provenientes de México, fue seleccionado MpMxy
para ser utilizados en la técnica de cultivos duales, por ser la que presento mayor TC

(14.50 mm.dia™).

5.1.2. Técnica de Cultivos duales
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El crecimiento radial de M. phaseolina mostré diferencias estadisticamente

significativas (P < 0.05) al confrontarse con las diferentes cepas de Trichoderma
(Cuadro 2).

El crecimiento del patdgeno se redujo al doble con respecto al testigo al confrontarse
con las diferentes cepas, siendo TB2 la que presento mejor potencial antagonico al
inhibir el 77.25 % de su crecimiento, respectivamente. El resto de las cepas CH1, SIN3,

TS, TL, MOR2 y TT mostraron comportamiento similar entre si. (P < 0.05).

Cuadro 2. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de M. phaseolina, por el

efecto de cepas de Trichoderma spp. proveniente de México en cultivo dual.

Cultivo dual
Crecimiento radial de
M. phaseolina (mm)*

Cepa de

Trichoderma Inhibicién (%)

TB2 14.25 C? 77.25 A
CH1 1925 B 69.00 B
SIN3 19.75 B 68.50 B
TS 20.00 B 68.25 B
TL 2150 B 65.75 B
MOR2 2175 B 65.25 B
TT 2250 B 64.00 B
Control 6250 A -
Media 25.19 68.29
FC 311,66 >2.573* 8.47 >2.573*
CVv 6.88 4.41

Tiempo de observacién 72 HDI

’Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tuckey, p = 0.05)

El crecimiento radial de M. phaseolina proveniente de Paraguay mostré diferencias
estadisticamente significativas al confrontarse con las diferentes cepas de Trichoderma
(P < 0.05) (Cuadro 3). El crecimiento del patdgeno se redujo a la mitad al confrontarse
con las cepas MS19, MS15, MS16 y MS12. Las cepas de MS19 y MS15 mostraron
mayor capacidad para inhibir el crecimiento de M. phaseolina que MS10, reflejandose
esto en una disminucion del 60.75 y 58.25 % del crecimiento micelial del patégeno. El

efecto inhibitorio de las cepas MS16, MS12, MS9 MS28 y MS10 fue similar entre si.

Cuadro 3. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de M. phaseolina, por el
efecto de cepas de Trichoderma spp. provenientes de Paraguay en cultivo dual.

Cultivo dual
Crecimiento radial de
M. phaseolina (mm)*

Cepa de

Trichoderma Inhibicién (%0)
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MS19 24.00 D? 60.75 A

MS15 25,50 BC 58.25 AB
MS16 30.25 BC 51.00 AB
MS12 30.25 ABC 51.00 AB
MS9 31.25 ABC 49.25 AB
MS28 33.00 ABC 46.25 AB
MS10 34.25 AB 4450 B
Control 61.75A e
Media 33.78 51.57
FC 45.54 >2 573* 3.02 >2.573%
CV 10.37 13.31

Tiempo de observacion 72 HDI

’Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tuckey, p = 0.05)

Teniendo en cuenta estos resultados, las cepas TB2, CH1, MS19 y MS15 fueron
seleccionadas para evaluarse en un segundo ensayo de antagonismo in vitro (Cuadro 4:
cultivo dual, metabolitos volatiles y difusibles) y en macetas bajo cdmara de vegetacién
(Capitulo 1V).

El porcentaje de inhibicion micelial vario de 48.50 % a 63.75 % (Cuadro 4). Para
ambas aislados de M. phaseolina la cepa que ejercié mayor efecto inhibitorio fue el TB2
(MpMxy: 57.75 % y MpPy: 63.75 %) y MS19 (MpMx;: 54.50 % y MpPy: 60.75 %),
respectivamente, de la misma forma la cepa MS15 presento menor capacidad para
inhibir el micelio del patégeno con un 49.50 % para MpMx; y 48.50 % para MpPy,

comportandose de manera similar sobre los aislados de M. phaseolina (Figura 2).

0 h S i W i
Figura 2. Potencial antagonico de las cepas de Trichoderma sobre los asilados M.
phaseolina en cultivo dual: Arriba MpMx; y abajo MpPy en confrontacion con a-f,
TB2; b-g, MS19; c-h, CH1; d-1, MS15 y e-j, Control.
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Estos resultados coinciden con lo observado por Khaledi y Taher, (2016), quienes
sefialaron que 11 aislados de Trichoderma spp. evaluados inhibieron el crecimiento
micelial de M. phaseolina del 20.22 al 58.67 % en la prueba de cultivo dual.

Asran-Amal et al., (2010), en un estudio in vitro realizado con cinco aislados de T.
harzianum, un aislado de Chaetomium globosum y de Conetherium mentance,
revelaron que todos ellos redujeron significativamente el area de crecimiento de M.
phaseolina, Fusarium solani y Rhizoctonia solani en medio papa-dextrosa-agar.
Shekhar y Kumar, (2010), evaluaron seis cepas de T. harzianum como posibles agentes
de control bioldgico en virtud de la técnica de cultivo dual para su eficacia contra M.
phaseolina, el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de M. phaseolina vario del

51.00 al 62.34 %, respectivamente, en comparacion con el control.

Por su parte, Khalili et al., (2016), proporcionaron evidencias empiricas de la eficacia
de tres aislados de T. harzianum (T2, T10 y T12 ) como agentes de control bioldgico
contra la pudricién carbonosa en la soya, concluyendo que los 3 aislados redujeron
significativamente el crecimiento del fitopatdgeno, sin embargo, la cepa T12 mostro
mayor efecto inhibitorio que T2 y T10, inhibiendo el crecimiento de M. phaseolina en
un 72.31 % por cultura dual, del mismo modo, Sreedevi et al., (2011), mencionaron que
T. viride y T. harzianum reducen el crecimiento del micelio en un 61.1 % y 64.4 %,

respectivamente.

5.1.3. Efecto de Metabolitos volatiles

El porcentaje de inhibicion micelial de M. phaseolina por medio de los metabolitos
volatiles liberados por Trichoderma fue de 14.00 al 56.00 %, respectivamente (Cuadro
4). Las cepas MS19 y CH1 tuvieron mejor capacidad antagonica sobre MpMx; al
inhibir el micelio en un 56.00 y 55.25 % y sobre MpPy en un 54.00 y 52.50 %. La
cepa TB2 no ejercié gran efecto inhibitorio sobre MpMx; al reducir el crecimiento en
tan solo 14.00 %, sin embargo para el aislado MpPy logro reducir el crecimiento hasta
un 50.75 % (Figura 3). De manera general las cepas MS19, CH1 y MS15 se comportan
de manera similar entre si sobre ambos aislados de M. phaseolina, no habiendo
diferencias estadisticamente significativas entre esas cepas Trichoderma (P < 0.05). Con
respecto a la cepa TB2 se comporta de manera similar a las cepas anteriormente

nombradas sobre el aislado de MpPy, no asi sobre el aislado de MpMx;.
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Vey et al., (2001), mencionaron que una gran variedad de metabolitos voléatiles
secundarios podrian ser producidos por Trichoderma spp. tal como etileno, cianuro de
hidrogeno, los aldehidos y cetonas, que juegan un papel importante en el control de

varias patdgenos de plantas. El crecimiento del micelio de M. phaseolina se redujo a

49.52 % y 56.72 % respectivamente, debido a la produccién de metabolitos volatiles de
2 aislados de T. harzianum (Khaledi y Taheri, 2016).

Figura 3. Efecto de los metabolitos volatiles producido por las cepas de Trichoderma
contra los asilados M. phaseolina mediante el método de placas superpuestas: Arriba

MpMx; y abajo MpPy confrontado con a-f, MS19; b-g, CH1; c-h, MS15; d-i, TB2 y e-

j; Control.

Shekhar y Kumar, (2010) observaron que un nuevo aislado de T. harzianum
(Hyderabad) fue capaz de inhibir hasta un 41 % el crecimiento radial del patégeno a
través de sustancias volatiles. En otro estudio, Khalili et al., (2016), concluyeron que el
aislado de T. harzianum (T12) inhibi6 el crecimiento de M. phaseolina por la
produccion de volatiles en un 63.36 %. Sreedevi et al., (2011) mencionaron que el
porcentaje de inhibicion debido a la produccion de metabolitos varia dependiendo de la
especie de Trichoderma, en el caso de T. viride consiguid inhibir el crecimiento del
hongo hasta un 47 % y T. harzianum hasta un 64.7 %, respectivamente, a las 24 HDI,
sin embargo fue reduciendo su efectividad a medida que pasaba el tiempo de
inoculacion, ya que a las 72 HDI del patogeno el porcentaje de inhibicion para T. viride

era de apenas 13.9 y de T. harzianum de 39.5 %.
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5.1.4. Efecto de Metabolitos difusibles

No se observo diferencias estadisticamente significativas entre las cepas de
Trichoderma y/o entre los aislados de M. phaseolina ni entre la interaccién
Trichoderma*M. phaseolina (P <0.05) (Cuadro 4).

El porcentaje de inhibicion micelial de M. phaseolina por medio de los metabolitos
difusibles liberados por Trichoderma fue del 95.75 al 100 %, respectivamente (Cuadro
4). Las cepas TB2, MS19 y MS15 tuvieron mejor capacidad antagénica sobre ambos
aislados de M. phaseolina (MpMx; y MpPy) al inhibir el micelio en un 100 %. La cepa
CH1 impidi6 el crecimiento de MpMx; en un 95.75 %, sin embargo para el aislado

MpPy logro reducir el crecimiento en un 100 % (Figura 3).

Estos resultados son similares a los estudios realizados por Etebarian, (2010) quien
evaluo dos aislados de T. harzianum (T39 y M), uno de T. virens (DAR74290) y T.
viride (MO) concluyendo que no hay crecimiento de M. phaseolina con los 2 aislados
de T. harzianum y T. virens (100 % de inhibicién), con relacion a T. viride logro inhibir
el crecimiento de M. phaseolina en un 71.00 % a los 7 DDI del patdgeno. En otro
estudio realizado por Elad et al., (1986), concluyeron que cuatro cepas de T. harzianum

Rifai inhibieron el crecimiento lineal y la produccién de microesclerocios de M.

phaseolina in vitro. El crecimiento lineal de M. phaseolina, fue significativamente
reducida del 37.4 al 83.0 %.




f g h [ j
Figura 4. Efecto de los metabolitos difusibles producido por las cepas de Trichoderma
contra los asilados M. phaseolina mediante el método del papel celofan: Arriba MpMx;
y abajo MpPy confrontado con a-f, TB2; b-g, MS19; c-h, MS15; d-i, CH1 y e-j;
Control.
Cuadro 4. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de M. phaseolina, por el
efecto de cepas de Trichoderma spp. provenientes de México y Paraguay en cultivo

dual, metabolitos volatiles y difusibles.

Porcentaje de Inhibicion®

Cepa Cultivo dual Metabolitos volatiles Nclﬁtab.OI'tos
ifusibles
MpMx, MpPy MpMx, MpPy MpMx, MpPy
TB2 57.75 ABC® 63.75 A 14.00 B 50.75 A 100.00 100.00
MS19 54.50 ABC 60.75 AB 56.00 A 54.00 A 100.00 100.00
CH1 52.50 BC 50.75 BC b55.25A 52.50 A 95.75 100.00
MS15 49.50 C 4850 C 54,75 A 52.00 A 100.00 100.00
Media 47.78 43.79 89.25
FC:
Trich? 10.12>3.009* 22.98 >3.009* 1.00<3.009NS
Mp5 2.20<4.260 NS 13.45 >4.260%* 1.00<4.260NS
Trich*M p6 1.71<3.009 NS 22.25>3.009* 1.00<3.009NS
(04 5.74 9.36 4.75

Tiempo de observacion 72 HDI.

’Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (Tuckey, p = 0.05)
**5Trich: Cepas de Trichoderma, Mp: Aislados de M. phaseolina (MpMx;, MpPYy),
Trich*Mp: Interaccion entre las diferentes cepas de Trichoderma y los aislados de M.

phaseolina.

Khaledi y Taheri, (2016) en un estudio realizado concluyeron que los aislados de T.
harzianum fue el mejor para inhibir el crecimiento de M. phaseolina en condiciones in
vitro utilizando tanto la pruebas de cultivo dual como las pruebas de volatiles y no

volatiles.

No hubo una estrecha relacion entre la TC de Trichoderma y su potencial para inhibir
el micelio, considerando que de las 3 cepas con mayor TC solo la cepa paraguaya
MS19 mostro mayor capacidad para inhibir el crecimiento tanto por cultivo dual como
por metabolitos volatiles y difusibles, por otra parte, la cepa mexicana de menor tasa de
crecimiento (TB2) presento mayor capacidad antagonica por cultivo dual y metabolitos
difusibles que la que presento mayor TC, sin embargo no tuvo buena capacidad para

producir metabolitos volatiles para inhibir el crecimiento de M. phaseolina.
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Resultados de muchos afios de investigacion con especies del género Trichoderma
como agentes de control biolégico han demostrado que no todos los mecanismos y las
caracteristicas consideradas necesarias para un optimo control biol6gico se encuentran
en un mismo organismo (Howell, 2003).

VI. CONCLUSIONES

De las 14 cepas evaluadas de Trichoderma spp. (aislados de México y Paraguay), 3 de
ellas (TT, MOR2: cepas Mexicanas y MS19: cepa Paraguaya) desarrollaron la mayor
TC in vitro.

Con respecto a la TC de los 3 aislados de M. phaseolina proveniente de México, la
MpMx; (aislado de San Luis) presento la mayor TC con respecto a MpMx; y MpMxs,
por lo que fue seleccionada para ser evaluados en las pruebas de antagonismo por

cultivo dual, metabolitos volatiles y difusibles.

En el primer ensayo fueron confrontadas las diferentes cepas de Trichoderma contra M.
phaseolina de cada pais (México y Paraguay), fueron seleccionadas las cepas
Mexicanas TB2 y CHL1 y las cepas Paraguayas MS19 y MS15 para un segundo ensayo
in vitro, ya que mostraron mayor poder para inhibir el crecimiento micelial del

patégeno.

Durante el segundo ensayo, en cultivo dual las cepas TB2 y MS19 mostraron la mayor
capacidad antagonica al inhibir el micelio de ambos aislados MpMx; y MpPy. En
cuanto a metabolitos volatiles, la cepa MS19 mostro mayor capacidad para inhibir el
micelio de MpMx; y MpPy, mientras que la cepa TB2 mostroO menor capacidad para
producir metabolitos volatiles contra los aislados patogénicos. Todas las cepas de
Trichoderma spp. logro inhibir el crecimiento del patégeno en un 95.75 al 100 % por
efecto de los metabolitos difusibles liberados. Las cepas que presentaron el mayor
porcentaje de inhibicion micelial en ambos aislados de M. phaseolina fue TB2, MS19 y
MS15, con respecto a la cepa CH1 tuvo gran capacidad de inhibicion con el aislado

MpPYy no asi con el MpMXx;.
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CAPITULO IV. TRATAMIENTO DE SEMILLA CON AISLADOS NATIVOS
DE Trichoderma spp. PARA EL CONTROL DE DAMPING OFF CAUSADA
POR Macrophomina phaseolina [Tassi] Goidanich, EN SOYA [Glycine max (L.)
Merr.]

Fernandez-Gamarra, MA*; Ramirez-Alarcon, S*; Acosta-Ramos, M*; Quintana-de
Viedma, L% Maidana-Ojeda, M2 Fuentes-Aragén, D*

"Maestria en Ciencias en Proteccién Vegetal, Universidad Auténoma Chapingo,
?profesor-Investigador Fitopatologia, Universidad Nacional de ItapUa.

Resumen

La podredumbre carbonosa de la soya, causada por Macrophomina phaseolina, es una
enfermedad de importancia econdémica que ocasiona graves dafios al cultivo
especialmente en periodos prolongados de sequia y altas temperaturas, presentes en
todas las zonas productoras del mundo. Semillas de soya tratadas con cuatro cepas
nativas de Trichoderma (TB2, CH1, MS15 y MS19), 1 producto bioldgico comercial
(Trichoderma spp.) y 1 producto quimico (metil tiofanato + pyraclostrobin) se
sembraron en macetas con suelo inoculado con M. phaseolina y se evalu6 el porcentaje
de emergencia de las semillas a los 7, 14, 21 después de la siembra (DDS), incidencia
de la enfermedad a los 45 DDS, longitud de tallo y raiz, peso seco y severidad. Para
ambos aislados de M. phaseolina (MpMx; y MpPy), el tratamiento de semilla con metil
tiofanato + pyraclostrobin y Trichoderma spp. mostro tener un efecto mayor sobre todas
las variables evaluadas en comparacion con el control. Resultados arrojaron un mayor
porcentaje de emergencia a los 7 DDS con un 94.00 - 84.75 %, reduccion en la
incidencia de la enfermedad de 37.75 - 22.00 %, longitud de tallo de 23.40 - 26.10 cm,
longitud de raiz de 26.80 - 27.90 cm, peso seco de 1.01 - 1.20 g.planta’ y una
severidad de 10.00 - 8.00 % para el metil tiofanato + pyraclostrobin y con un 87.75 -
78.75 % de emergencia a los 7 DDI, 50.25 - 34.75 % de incidencia, 23.30 - 24.20 cm de
longitud de tallo, 26.70 - 24.30 cm de longitud de raiz, con un 1.00 - 1.10 g.planta™ de
peso seco y una severidad del 13.00 — 10.00 % para Trichoderma spp.

Palabras claves: T. koningiopsis, T. asperellum, Trichoderma spp. Metil tiofanato +

Pyraclostrobin, Macrophomina phaseolina, Pudricion carbonosa de la soya, Control
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. INTRODUCCION

Los ecosistemas agricolas y silvestres pueden interactuar a través de patdgenos comunes
tales como M. phaseolina, un hongo clonal generalista con mas de 284 plantas
hospederas que posiblemente con el correr del tiempo sea de mucha més importancia en
los diferentes escenarios climaticos de aumento de calor y estres por sequia (Saleh et al.,
2010).

M. phaseolina es un importante patégeno del suelo en el cultivo de soya que infecta las
plantas en una amplia gama de temperaturas (£ 30 °C) y es considerablemente
influenciada por las condiciones del agua en el suelo; puede aparecer en cualquier etapa
del crecimiento de las plantas afectando a las semillas, plantulas y plantas adultas; una
vez que penetra la raiz, el hongo se mueve en el tejido cortical intercelular y luego
intracelular para finalmente invadir el sistema vascular (Ammon et al., 1974; Sinclair,
1989; Olaya y Abawi, 1996; Kendig et al., 2000; Simonetti et al., 2015).

El manejo de las enfermedades incluye el uso de métodos quimicos, variedades
resistentes y tratamientos biolégicos. Una combinacion de estos métodos de control,
reducira el riesgo de acumulacion de residuos en la cadena alimentaria ademas de

reducir la posibilidad de resistencia patogénica a los fungicidas (Adekunle et al., 2006).

El tratamiento de semillas con agentes de control bioldgico ha sido exitoso en la

prevencion de muchas enfermedades de plantas causada por hongos (Anis et al., 2010).

Especies de Trichoderma spp, son simbiontes de plantas endo6fitas ampliamente
utilizado en la agricultura (Mastouri et al., 2010), para el control de un gran nimero de
patogenos de las plantas transmitido por el suelo y de importancia economica,
incluyendo Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani, Fusarium spp., Phytium y M.
phaseolina (Elad et al., 1980; Hadar et al., 1984; Sivan et al., 1987; Hussain et al.,
1990).

Muchos estudios han demostrado la efectividad del tratamiento de semillas con
Trichoderma spp. para el control de patégenos de suelo (Howell et al., 2000; Burns y

Benson, 2000; Howell, 2002), mejorando significativamente la germinacion de las
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semillas, el crecimiento y desarrollo de las raices, la productividad de los cultivos,
ademas induce la resistencia sistémica y/o cambios fisioldgicos que activan los
mecanismos de defensa de las plantas contra la pudricién de la raiz causada por M.
phaseolina (Benitez et al., 2004; Shoresh et al., 2005; Harman, 2006; Govindappa et
al., 2010; Mastouri et al., 2010).

Los mecanismos empleados para el control biolégico de enfermedades de las plantas

son muchos y muy complejos, y su uso varia con el tipo de agente de biocontrol, el

patdgeno, y la planta huésped implicados en la interaccion (Howell, 2003).

78



1. OBJETIVOS

» Evaluar la efectividad de aislados nativos de Trichoderma spp. para el control de
M. phaseolina bajo camara de vegetacion y compararlas con un producto

biolégico comercial y un producto quimico.

I11.  HIPOTESIS

» Las cepas de Trichoderma evaluadas fueron eficaces para el control de la
pudricion carbonosa causada por M. phaseolina.
» El funguicida utilizado resulto ser méas eficaz para el control de la enfermedad

que las cepas de Trichoderma spp.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Localizacion del area de estudio

El ensayo in vivo fue realizado en la cémara de vegetacion, perteneciente al
Departamento de Fitopatologia del Campo Experimental Capitan Miranda del Instituto

Paraguayo de Tecnologia Agraria (IPTA), Capitan Miranda, Paraguay.

4.2.Aislados de Trichoderma spp. y Macrophomina phaseolina

Los aislamientos de Trichoderma spp. y M. phaseolina utilizados en el presente estudio
fueron obtenidos de los resultados del cultivo dual in vitro (Capitulo IlI). Fueron
utilizados 2 de las mejores cepas de Trichoderma por pais (TB2, CH1, MS19 y MS15) y

comparadas con un Producto Bioldgico Comercial y un Producto Quimico.

4.3.Preparacion de inoculo de Trichoderma spp.

Cuatro aislados de Trichoderma, T. koningiopsis (TB2 y CH1) y T. asperellum (MS19
y MS15) fueron multiplicados en placas Petri con medio de cultivo Papa Dextrosa Agar
(PDA) e incubados a 28 °C por 6 dias para la obtencion de la biomasa (Singh et al.,
2008).

4.4.Preparacion del inoculo de M. phaseolina en arroz

Para la preparacion del inoculo de M. phaseolina se realizd6 una combinacion de la
metodologia de Adekunle et al., (2006) y Castellanos et al., (2013); semillas de arroz
blanco (50 g de semillas de arroz) fue depositado en placas Petri de 15 cm de diametro y
lavado una vez con agua destilada. Posteriormente se agregé 50 ml de agua destilada
estéril (1g de semillas de arroz: 1 ml de agua) y fueron envueltas, primero con papel
aluminio y luego con papel kraft antes de autoclavar a una temperatura de 121 °C por
40 minutos. Se dejo enfriar y luego se volvio a autoclavar a la misma temperatura y
tiempo. Después de un enfriamiento adicional, las placas fueron inoculadas con discos

de 2 cm de micelio de 7 dias de un cultivo de M. phaseolina y se incubaron a 30 °C
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durante 15 dias momento en el cual las semillas de arroz fueron colonizados por el
patégeno.

Para su uso en camara de vegetacion, las semillas de arroz fueron picadas en trozos, los
cuales, con la ayuda de un mortero, se maceraron suavemente y se dejaron secar sobre
toallas de papel por 24 horas a temperatura ambiente. El inoculo fue almacenado a 4 °C
hasta su uso.

4.5 Tratamiento de semilla

Se utilizaron semillas de soya que fueron esterilizadas en una solucién de hipoclorito de
sodio al 2% por 1 minuto; posteriormente, se enjuagaron tres veces con agua destilada
estéril y se colocaron sobre papel filtro estéril hasta secarse completamente (Leyva et
al., (2015).

Los conidios se rasparon de colonias de 9 a 14 dias de edad, cultivadas en placas Petri
sobre PDA. Las semilla fueron sumergidas en una suspension de conidios de
Trichoderma spp. de 10® conidios.mL™ (Hadar et al., 1984). La concentracion de
conidios fue determinada mediante la utilizacion de la camara de Neubauer
(Jegathambigai et al., 2009).

Las semillas fueron tratadas durante 30 minutos (Adekunle et al., 2006) y sembradas 2

semillas por maceta.

4.6.1noculacion de suelo con el patdgeno

Fueron preparadas macetas de 20 x 20 cm con suelo previamente esterilizado y

depositadas en la camara de vegetacion.

Se introdujeron el equivalente de diez semillas en gramos (1g) de arroz colonizado por

hoyo de plantacion para inducir la infeccion por M. phaseolina (Adekunle et al., 2006).

Las macetas se regaron cada 3 dias durante 45 DDS para mantener constante la
humedad.
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4.7.Tratamiento y Disefio experimental

El disefio experimental fue completamente al azar en arreglo factorial 7 x 2 con cuatro
repeticiones, 7 tratamientos incluido el testigo (4 cepas nativas de Trichoderma spp., 1
producto bioldgico comercial, 1 producto quimico y el testigo) y 2 cepas de M.
phaseolina (aislado de México y Paraguay). La unidad experimental consistio en 8

plantas por repeticion (2 plantas por maceta).

Como control se tuvieron suelo infestado con M. phaseolina sembradas con semilla de

soya no tratada (Mao et al., 1997).

Cuadro 1. Tratamientos utilizados para el control de los aislados de M. phaseolina.

NUmero Tratamiento Dosis aplicada
1 T. koningiopsis (TB2)" 10°
2 T. koningiopsis (CH1)* 10°
3 T. asperellum (MS15)? 108
4 T. asperellum (MS19)* 108
5 Trichoderma spp.® 600 gramos/5 litros de agua/

1000 kg de semilla
“S;::;;g;?rgzgﬁ]: 100 ml /100 kg de semilla

7 Control’

o]

1-234Cepas nativas de Trichoderma, *Producto bioldgico comercial, ®Producto quimico

y "Suelo infestado con M. phaseolina.

El nimero de plantas (% de emergencia) por tratamiento fue registrado a los 7, 14 y 21
DDS (Adekunle et al., 2006).

A los 45 DDS se registraron datos de incidencia, longitud de tallo (cm), longitud de raiz
(cm), peso seco (g.planta™) (Aly et al., 2007). La incidencia de la enfermedad se calculd
mediante el uso de la siguiente formula (Ullah et al., 2011): Incidencia de la enfermedad

= (Numero de plantas infectadas / Numero total de plantas) * 100.

Se evalud la severidad de la raiz y el tallo en 10 plantas seleccionadas al azar por

tratamiento (Figura 1). Las plantas fueron arrancadas con suavidad y cortadas
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longitudinalmente para evaluar la intensidad de la decoloracion asi como la cantidad de
microesclerocios que cubre el tejido vascular y cortical, utilizando una adaptacién de
la escala de Mengistu et al., (2007), con valores que van de 1 a 5, donde 1 = sin

decoloracion y 5 = muy decolorados.

Figura 1. Escala visual para evaluar la severidad en raiz y tallo de la pudricion
carbonosa causada por M. phaseolina: 1 = Tejido sin microesclerocio visible; 2 = Tejido
vascular sin decoloracion con muy pocos microesclerocios visibles en la médula, tejido
vascular o debajo de la epidermis; 3 = Tejido vascular parciamente decolorado con
microesclerocios cubriendo parcialmente el tejido; 4 = Tejido vascular descolorado con
numerosos microesclerocios visible bajo la epidermis externa en las secciones de tallo y
laraiz y 5 = Tejido vascular oscurecido debido al alto nimero de microesclerocios tanto

dentro como fuera de los tejidos del tallo y la raiz.

El porcentaje de severidad se calculd6 mediante la formula propuesta por Townsend y
Heuberger, (1943): S (%) = 2 (nv) x 100
NV
Donde: n = namero de plantas evaluadas
V = valor de la categoria
V =valor de la categoria mas alta

N =numero total de plantas evaluadas

4.8.Andlisis estadistico

Los datos expresados en porcentaje fueron transformados al arcoseno/raiz cuadrada
antes de su andlisis estadistico (ANOVA) (Aly et al., 2007). Las medias fueron
comparadas por la prueba de Tukey (P = 0.05) utilizando el paquete estadistico SAS

version 9.3.
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V. RESULTADOS Y DISCUSIONES
5.1. Porcentaje de emergencia a partir de semillas de soya tratadas y

sembradas en suelo inoculado con M. phaseolina

Los tratamientos tuvieron un efecto altamente significativo (p = 0.01) en el porcentaje
de emergencia a los 7, 14 y 21 DDS, sin embargo, entre los aislados de M. phaseolina y
la interaccion entre los diferentes tratamientos y los aislados patogénicos no mostraron

diferencias estadisticamente significativas (Cuadro 2).

El mayor porcentaje de emergencia para MpMx; se observo a los 7 DDS del patdgeno
en el suelo con un 94.00 y 87.75 % para el metil tiofanato + pyraclostrobin y
Trichoderma spp., manteniéndose constante a los 21 DDS para el primero y
reduciéndose finalmente a un 78.25 % para el segundo, respectivamente, en
comparacion con el control que tuvo una emergencia del 59.50 % a los 7 DDS, lo que se
redujo a un 53.25 % a los 21DDI. Para el aislado MpPy, el mayor porcentaje de
emergencia fue de 84.75 % para el metil tiofanato + pyraclostrobin a los 7 DDS,
reduciéndose finalmente a los 21 DDS con un 81.50 %, en comparacion con el control
que tuvo un porcentaje de emergencia de 62.75 % a los 7 DDS.

Los tratamientos con las cepas nativas de Trichoderma (TB2, CH1, MS19 y MS15)
mostraron los mas bajos porcentajes de emergencia. A las 7 DDS, la emergencia de la
planta oscilaba entre los 66.00 y 81.50 %, reduciéndose a un 62.50 y 75.25 % a los 21
DDS del patdgeno. Entre los aislados de Trichoderma spp., el TB2 y MS19 resulto ser
mas efectivo con un 75.25 y 75.00 % de emergencia para los aislados MpMx; y MpPy a
los 21 DDS.

Cuadro 2. Efecto del tratamiento de semilla en el porcentaje de emergencia en suelo

infestado con M. phaseolina.

Emergencia’

Tratamiento 7 DDS 14 DDS 21 DDS
MpMx, MpPy MpMx, MpPy MpMx, MpPy

TB2 8150 ABZ  7525AB  7850AB  7225AB  7525AB  72.25AB
CH1 68.75 AB 7200 AB  6875AB  69.00AB 6250 B  69.00 AB
MS19 78.50 AB 7850 AB  7525AB  7850AB  66.00 B  75.00 AB
MS15 69.00 AB 6600 B 6600 B 6600 B 6275 B 6600 B
T”C';ggerma 87.75 AB 7875AB  81.50AB  78.75AB  78.25AB 7550 AB
Metil tiofanato +  94.00 A 84.75 AB 94.00 A 8475AB  94.00 A 81.50 AB
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Pyraclostobin

Control 5050 B 62.75 B 5950 B 62.75 B 53.25 B 62.75 B
Media 75.46 73.93 71.00
FC:
Trat®: 4.83>3.27** 4,76 > 3.27** 4,72 > 3.27%*
Mp*: 1.35<4.07 N.S 0.42<4.07 N.S 0.02<4.07 N.S
Trat*Mp®: 0.59<2.32 N.S 0.64<2.32 N.S 1.07<2.32 N.S
CV 15.86 15.64 16.49

"Datos expresados en porcentaje fueron transformados al arcoseno/raiz cuadrada antes
de su analisis estadistico. **Altamente significativo al p<= 0.01. *Significativo al p<=
0.05. N.S: No significativo. “Medias con la misma letra no son significativamente
diferentes (Tuckey, p = 0.05). *Trat: Tratamientos, *“Mp: Aislados de M. phaseolina
(MpMxz, MpPy), *Trat*Mp: Interaccion entre los diferentes tratamientos y los aislados

de M. phaseolina.

Adekunle et al., (2001), mencionaron que el mayor porcentaje de emergencia de plantas
se sitla a los 21 dias después de la siembra con un 66 % para T. koningii y T.
harzianum, y con un 51 % para Trichoderma sp., concluyendo que, las formulaciones
de T. harzianum y T. koningii resulté en un mayor porcentaje de plantas emergidas que
las semillas tratadas con Trichoderma spp. y los controles. Maheshwari et al., (2001),
evaluaron el efecto de T. virens (Gliocladium virens) como tratamiento de semillas de
cacahuete, observando una emergencia de plantulas de 60 - 68 % a los 7 DDS. En otro
estudio, Adekunle et al., (2006), concluyeron que semillas tratados con suspension de
T. harzianum puede obtener un porcentaje de emergencia del 55 % a los 7 DDS, lo que
finalmente se reduce en un 45.8 % a los 21 DDI debido a damping off en post

emergencia.

M. phaseolina, es un hongo que penetra las raices de las plantas de soya desde los 7 a
42 dias y las plantulas infectadas pueden continuar desarrollandose muchas veces sin
sintomas visibles de la enfermedad (Short et al., 1978; Kendig et al., 2000).

Cabe mencionar, que en todos los tratamientos se observé que las semillas que no
lograron emerger se encontraban colonizados por el patdgeno, plantulas infectadas
mostraban muerte prematura a partir de los 7 a 14 DDS (damping off en post
emergencia), a los 45 dias en plantas muy infectadas se observaban que las hojas
muertas permanecian unidas al peciolo, asi como lo menciona Mengistu et al., (2011)
(Figura 2).
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Figura 2. Efectividad del tratamiento de semilla para el control de M. phaseolina,
agente causal de la pudricién carbonosa en el cultivo de soya.

Muerte de plantula infectada por  Incidencia de la enfermedad
M. phaseolina. a los 45 DDI

5.2. Efecto de los tratamientos sobre la incidencia, longitud de tallo y raiz, peso
seco y severidad de la pudricidn carbonosa de la soya.

El anélisis estadistico (Cuadro 3) mostro diferencias altamente significativas (p = 0.01)
para el efecto de los tratamientos sobre todas las variables evaluadas. En cuanto a los
aislados de M. phaseolina se observa diferencias altamente significativas (p = 0.01) para
la variable incidencia y severidad, y significativa (p = 0.05) para la longitud del tallo
(cm), no mostrando diferencias para las variables longitud de raiz (cm) y peso seco
(g.planta™). En la interaccion de los diferentes tratamientos por los aislados de M.
phaseolina se observé diferencias altamente significativa (p = 0.01) para la variable
severidad, mientras que para las demas variables evaluadas no mostro diferencias

estadisticamente significativas.

Para el caso de la incidencia de la enfermedad causada por M. phaseolina a los 45 DDS,
se observo una reduccion de la incidencia causada por MpMx; del 37.75 % con el metil

tiofanato + pyraclostrobin, seguido de Trichoderma spp. (50.25 %) y TB2 (56.50 %), en
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comparacion con el control que tuvo una incidencia del 81.50 %, de la misma forma,
para el aislado de MpPy, la incidencia fue menor con el metil tiofanato + pyraclostrobin
(22.00 %) seguido de Trichoderma spp. (34.75 %) y MS19 (38.00 %) en comparacion

con su control (72.25 %).

Con relacion a la longitud del tallo y raiz de la soya, el tratamiento de semilla con el
metil tiofanato + pyraclostrobin fue mejor (23.40 y 26.80 cm), seguido de Trichoderma
spp. (23.30 y 26.70 cm) y TB2 (23.10 y 25.60 cm) para el aislado MpMx;, de la misma
manera, para el aislado MpPy, la mayor longitud del tallo y raiz se observé con el metil
tiofanato + pyraclostrobin (26.10 y 27.90 cm), seguido de Trichoderma spp. (24.20 y
24.30 cm) y MS19 (24.00 y 23.70) en comparacién con los controles (19.20 - 19.20 cm
y 20.70 - 23.00 cm).

Asi mismo, el peso seco de la planta fue mayor con el metil tiofanato + pyraclostrobin
(1.01 g.planta™®), sequido de Trichoderma spp. (1.00 g.planta™) y TB2 (0.92 g.planta™)
para el aislado de MpMx;. Con respecto al aislado de MpPy el mayor peso seco se
registr6 para el metil tiofanato + pyraclostrobin (1.20 g.planta™), seguido de
Trichoderma spp. (1.10 g.planta™) y MS19 (1.03 g.planta™) con relacién a los controles
(0.50 y 0.63 g.planta™).

El menor porcentaje de severidad se debe a los tratamientos con el metil tiofanato +
pyraclostrobin (10.00 - 8.00 %), seguido de Trichoderma spp. (13.00 - 10.00 %), TB2
(14.00 %) y MS19 (10.00 %) para los aislados MpMx; y MpPy.

Las cepas nativas de Trichoderma spp, resultaron ser menos efectiva en comparacion
con el producto quimico y el producto biologico comercial. Entre ellas, la mas efectiva
fueron el TB2 y MS19 paro los aislados MpMx; y MpPy.

No existe reportes del uso de la mezcla del metil tiofanato + pyraclostrobin para el
control de Macrophomina phaseolina, siendo recomendado en soya solo para el control
de Phomopsis phaseoli, Diaphorte phaseolorum, Colletotrichum truncatum,
Cercospora kikuchii, Cercospora sojina, Alternaria spp., Aspergillus flavus, Aspergillus
niger, Rhizopus spp., Fusarium spp., Rhizotocnia spp., Penicillium spp. El tratamiento

de semillas con metil tiofanato (1.0 g.kg™ de semilla), carbendazim 50 %, mancozeb
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75 %y jkstein (2.0 g.kg™ semilla) fue eficaz en la eliminacion del patgeno a partir de
semillas infectadas de soya con M. phaseolina (Singh y Kumar, 2002). Aplicacién de
lactofen en la etapa de crecimiento R1 y azoxistrobin ya sea en la siembra, R3, R6 no
tuvo un impacto significativo sobre la severidad de la pudricion carbonosa (Cross et al.,
2012). Shumaila y Khan (2016) llevaron a cabo un experimento para determinar el
efecto del tratamiento de semillas con carbendazim, captan, tiram, mancozeb y
carboxim + thiram contra la pudricion de la raiz del frijol mungo (Vigna radiata)
causada por Macrophomina phaseolina en macetas, los resultados demostraron que
todos los fungicidas redujeron la severidad de la enfermedad ademéas de mejorar el

crecimiento y rendimiento de las plantas infectadas en mayor o menor medida.

Elad et al., (1986) en un primer informe realizado sobre el control bioldgico de M.
phaseolina, mencionaron que tratando la semilla de melén con T. harzianum se
conseguia reducir la incidencia de la enfermedad en un 46.3 %, 37.5 % y 41.2 % a los
34, 38 y 46 dias después de la siembra. Por su parte, Ullah et al., (2011), evaluaron
cuatro agentes d control biolégico (A. flavus, A. niger, T. viride y P. capsulatum) para
tratamiento de semillas en girasol, las cuales fueron sembradas en macetas con suelo
infestado con M. phaseolina. La incidencia de la enfermedad fue significativamente
reducida en comparacion con el control en los que las semillas no se recubrieron con el
antagonista, con una reduccion del 100 % para A. flavus, seguido de A. niger con un
64.86 %, P. capsulatum con un 63.79 % y T. viride con un 31.89 %. Aplicacion
preventiva de T. asperellum por inmersidn de raiz redujo la incidencia de la pudricion
carbonosa (hasta un 44 % en una camara de crecimiento y hasta un 65 % en condiciones

de campo) (Pastrana et al, 2016).

Semillas de garbanzo C.V. JG-62 tratadas con carbendazim, Trichoderma viride y
enmiendas organicas arrojaron los siguientes resultados; para carbendazim, germinacion
de la semilla (90.0 %) menos incidencia de la enfermedad (14.0 %) y el maximo control
de la enfermedad (86.0 %), Trichoderma viride se registré6 mas alta germinacion de la
semilla (92.0 %), incidencia de la enfermedad menor (31.1 %), y el maximo control de
la enfermedad (68.8 %) y las enmiendas organicas con torta de neem se encontrd que
era significativamente mayor la germinacién y dio como resultado un mayor porcentaje

de control de la enfermedad (Sayyad et al., 2015).
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Algunos primeros trabajos demostraron que Trichoderma también promueve respuestas
de crecimiento en algunos otros cultivos como frijol (Phaseoulus vulgaris L.), pepino
(Cucumis sativus L.), pimiento (Capsicum annuum L.), trigo (Triticum aestivum L.),
rabano (Raphanus sativus) y tomate (Solanum lycopersicum) (Sharma et al., 2012),
otros estudios han informado que Trichoderma harzianum sensu lato, T. asperellumy T.
asperelloides son capaces de estimular el crecimiento y desarrollo de las raices que
ayudan en la absorcién de nutrientes y la defensa inmune de las plantas (Harman et al.,
2004).

Rojan et al., (2010) en un ensayo realizado con Trichoderma para el control biolégico
de Fusarium oxysporum f. sp. adzukiy y Pythium arrhenomanes en soya, concluyeron
que el sistema de raices y tallo, la nodulacién y peso seco mejora en la soya tratada
directamente con Trichoderma, ademéas de ayudar en la actividad fotosintética de las
plantas, existe una mayor fijacion bioldgica de nitrégeno. Del mismo modo, se encontro
que la colonizacién de raices de Lotus japonicus por Trichoderma koningi produjo
fitoalexinas isoflavonoides vestitol (una importante respuesta defensiva de las
leguminosas) y el aumento de peso en seco de plantas (126 %) (Masunaka et al., 2011).
Promocion del crecimiento de la panta como la longitud de raiz y tallo eran
significativamente mayor en el caso de las semillas tratadas de Chile con T. harzianum
(Joshi et al., 2010). Asi mismo, colonizacion de raiz de trigo por Trichoderma
harzianum ocasiono un aumento en el crecimiento de las plantas y el rendimiento del
cultivo (Sharma et al., 2012). Raiz de maiz colonizado con T. harzianum (T-22) induce
aproximadamente el doble de intercepciones profundas de raiz (25 - 75 cm) por debajo
de la superficie del suelo, dando lugar a una mayor tolerancia a la sequia, resistencia y

probablemente a los suelos compactados (Harman, 2000).
En el cuadro 3 se presenta el efecto del tratamiento de semilla sobre algunas variables

de la enfermedad causada por M. phaseolina en el cultivo de soya bajo camara de

vegetacion.
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Cuadro 3. Efecto del tratamiento de semilla sobre algunas variables de la enfermedad en el cultivo de soya bajo cAmara de vegetacion.

Tratamiento

Incidencia (45 DDS)*

Longitud de tallo (cm)

Longitud de raiz (cm)

Peso seco (g.planta™)

Severidad (%)

MpMx, MpPy MpMx, MpPy MpMx, MpPy MpMx, MpPy MpMx, MpPy
B2 56.50 ABC | 44.00 ABC | 23.10 ABC | 2350 ABC | 2560 AB | 23.00 AB | 0.92 ABC | 0.88 ABC | 14.00 DEF | 11.00 DEF
CH1 66.00 ABC | 44.00 ABC | 21.90 ABC | 2330 ABC | 24.80AB | 23.60AB | 0.79 ABC | 0.97 ABC | 18.00 CDE | 11.00DEF
MS19 62.50 ABC | 38.00BC | 22.20 ABC | 24,00 ABC | 25.10AB | 23.70AB | 0.91 ABC | 1.03ABC | 18.60CD | 10.00 EF
MS15 7200 AB | 47.25ABC | 21.30 ABC | 22.70 ABC | 19.70 C | 23.00AB | 0.64 BC | 0.81ABC | 26.00 BC | 12.00 DEF
Trichoderma | 5025 ABC | 34.75 BC | 23.30 ABC | 2420AB | 26.70AB | 24.30AB | 1.00ABC | 1.10AB | 13.00 DEF | 10.00 EF
SppP.
Metil tiofanato | 3775 BC | 22.00 C | 2340ABC | 26.10A 26.80 AB | 27.90A | 1.01ABC | 120A | 10.00 EF 8.00 F
+ Pyraclostobin
Control 81.50 A 7225AB | 1920 C | 2070 BC | 19.20C |23.00AB | 050 C | 063 BC | 44.00A 28.00 B
Media 52.05 22.78 24.03 0.88 17.19
FC:
Trat3: 6.65> 3.27** 4.49>2.95%* 3.54>2.95%* 5.85>2.95%x* 59.59>2.95%*
Mp4: 17.00> 7.28%* 7.09>3.92* 0.01<3.92 N.S 4.32>3.92 N.S 74.51>6.84**
Trat*Mp5: 0.30<3.27 N.S 0.25<2.17N.S 1.28<2.17N.S 0.25<2.17 N.S 5.64>2.95%*
cVv 22.67 14.07 21.83 39.22 31.45

'Datos expresados en porcentaje fueron transformados al arcoseno/raiz cuadrada antes de su analisis estadistico. **Significativo al p =
0.01; *Significativo al p = 0.05 y N.S: No significativo al p = 0.05. *Medias con la misma letra no son significativamente diferentes
(Tuckey, p = 0.05). *Trat: Tratamientos, *Mp: Aislados de M. phaseolina (MpMx1, MpPy). *Trat*Mp: Interaccion entre los diferentes
aislados de M. (MpMx1, M

tratamientos y los phaseolina

90



Es de importancia mencionar, que en la mayoria de los tratamientos no se observé
microesclerocios visibles en el tejido vascular, sin embargo, si se observé en la superficie

del tallo, por lo que nos hace suponer que no llego a penetrar la raiz (Figura 3).

Tallo colonizado
externamente por el
patdgeno

Plantas a los 45 DDI Corte de tallo para evaluacion de
severidad

- . . . Microesclerocios
Tallo y raiz libre de Tallo y raiz con Microesclerocios : I
cubriendo el tejido

microesclerocios visibles
vascular
Figura 3. Evaluacion del grado de severidad de la pudricion carbonosa de la soya causada

por M. phaseolina.

Vyas, (1994) lleg6 a la conclusion de que los métodos de control bioldgicos y quimicos

pueden ser integrados para controlar la pudricion de la raiz de soya.

91



VI. CONCLUSIONES

El mayor porcentaje de emergencia se obtuvo con el tratamiento de semilla con metil
tiofanato + pyraclostrobin a los 7 DDS con un rango de 94.00 - 84.75 % seguido de
Trichoderma spp. con un rango 87.75 — 78.75 % de emergencia.

La incidencia de la enfermedad para ambos aislados de M. phaseolina se redujo con el
metil tiofanato + pyraclostrobin con un 37.75 - 22.00 % seguido de Trichoderma spp. con
un 50.25 - 34.75 %.

El metil tiofanato + pyraclostrobin y Trichoderma spp. resultaron ser mas efectivos para
ambos aislados de M. phaseolina, con una longitud de tallo de 23.40 - 26.10 cm, longitud
de raiz de 26.80 - 27.90 cm, peso seco de 1.01 -1.20 g.planta™ y severidad de 10.00 - 8.00
% para el metil tiofanato + pyraclostrobin y con un 23.30 - 24.20 cm de longitud de tallo,
26.70 - 24.30 cm de longitud de raiz, con 1.00 - 1.10 g.planta” de peso seco y 13.00 —

10.00 % de severidad para Trichoderma spp.

El producto quimico y el producto bioldgico comercial resultaron ser mas efectivo para el

control de la pudricién carbonosa de la soya causada por M. phaseolina.

Las cepas nativas de Trichoderma spp. resulté ser menos efectivo para el control del
patdgeno bajo cadmara de vegetacion en relacién al producto quimico y bioldgico,
probablemente debido a muchos factores como el tiempo de exposicion, temperatura,

humedad relativa, entre otros.
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