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RESUMEN

La marchitez, causada por un complejo de hongos con origen en el suelo como Fusarium
oxysporum, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii y Sclerotinia
sclerotiorum afecta el sistema de produccion del cultivo de garbanzo (Cicer arietinum L.)
en diversos paises, incluyendo a México. Esta enfermedad, puede ocasionar perdidas
hasta de 60%. El control de enfermedades en diversos cultivos se lleva a cabo en su
mayoria por métodos quimicos, los cuales perturban al medio ambiente. El objetivo de
esta investigacion fue evaluar la efectividad biologica de aislados de Trichoderma en
semillas de dos variedades de garbanzo (Blanco Sinaloa-92 y P-22-45) en condiciones
de invernadero e identificar los aislados mediante analisis morfologico y molecular. Con
la técnica de cultivos duales se evaluaron 30 aislados de Trichoderma de los cuales T.
longibrachiatum (FAVF335 y FAVF340), y T. afroharzianum (FAVF345, FAVF349,
FAVF351) exhibieron los mayores porcentajes de inhibicion contra el complejo de hongos
con origen en el suelo, y estos se utilizaron posteriormente para los bioensayos. Las
semillas de garbanzo se inocularon con cada uno de los cinco aislados de Trichoderma
por 30 min con una concentracion de 1 x 108 esporas mL y para la cepa de Trichoderma
comercial la dosis fue de 1.2 g L%, mientras que para el fungicida la dosis fue 0.8 mL.
Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con arreglo factorial en el cual
se estudiaron 48 tratamientos con seis repeticiones por cada variedad, cada bioensayo
duro 30 dias. Después de establecer los bioensayos, se espero siete dias para registrar
el porcentaje de germinacion, 25 dias para registrar la incidencia, mientras que el
porcentaje de severidad se registro el ultimo dia de la prueba. T. longibrachiatum
(FAVF335 y FAVF340), tanto in vitro como in planta mostraron el mayor control sobre el
complejo de hongos con origen en el suelo asociados a la marchitez del garbanzo. In
planta, T. longibrachiatum (FAVF340) mostré el mayor efecto antagonico sobre los

fitopatdgenos para todas las variables estudiadas.

Palabras claves: Cicer arietinum, antagonismo, complejo de hongos, marchitez, control

bioldgico.



ABSTRACT

The wilt, caused by a complex of fungi originating in soil such as Fusarium oxysporum,
Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii and Sclerotinia
sclerotiorum affects the production system of chickpea (Cicer arietinum L.) crop in various
countries, including Mexico. This disease can cause losses of up to 60%. Disease control
in various crops is carried out mostly by chemical methods, which disturb the environment.
The objective of this research was to evaluate the biological effectiveness of Trichoderma
isolates in seeds of two varieties of chickpea (Blanco Sinaloa-92 and P-22-45) under
greenhouse conditions and identify isolates by morphological and molecular analysis.
With dual cultures technique, 30 Trichoderma isolates were evaluated, of which T.
longibrachiatum (FAVF335 and FAVF340) and T. afroharzianum (FAVF345, FAVF349,
FAVF351) exhibited the highest percentages of inhibition against the complex of fungi
originating in soil, and these were later used for bioassays. Chickpea seeds were
inoculated with each one of five Trichoderma isolates for 30 min with a concentration of 1
x 108 spores mL* and for the commercial Trichoderma strain the dose was 1.2 g L%, while
for the fungicide the dose was 0.8 mL. A completely randomized experimental design
with factorial arrangement was used which 48 treatments were studied with six repetitions
for each variety, each bioassay lasted 30 days. After establishing the bioassays, we was
waited seven days to record the germination percentage, 25 days to record the incidence,
while the severity percentage was recorded on the last day of the test. T. longibrachiatum
(FAVF335 and FAVF340), both in vitro and in planta showed the greatest control over the
complex of fungi originating in soil associated with chickpea wilt. In planta, T.
longibrachiatum (FAVF340) showed the greatest antagonistic effect on phytopathogens

for all the variables studied.

Key words: Cicer arietinum, antagonism, fungal complex, wilt, biological control.



. INTRODUCCION GENERAL

México se encuentra entre los principales paises productores de granos y hortalizas a
nivel mundial, por ende, su economia depende en gran parte de la agricultura. El
garbanzo (Cicer arietinum L.) es una de las leguminosas que se produce en México. Para
el afio 2014, la India se posiciond en primer lugar con una produccién de grano de
garbanzo de 9,356,250 t; mientras que México se encontré en el octavo lugar con una
produccién de 190,803 t (Oliva et al., 2016). En la actualidad, se cultivan un total de 12
millones de hectareas con garbanzo a nivel mundial y la produccién promedio anual es
alrededor de 12.1 millones de t (Muehlbauer y Sarker, 2017; Makonya et al., 2019).

En los ultimos afios ha aumentado la superficie con produccién de garbanzo en México,
debido a la alta demanda de los mercados internacionales. Los principales estados
productores son: Sinaloa, Sonora, Guanajuato, Baja California Sur y Michoacan. Sinaloa
y Sonora son los dos principales estados que contribuyen a que México se encuentre
entre los principales paises productores de garbanzo al nivel mundial (SIAP, 2015). La
produccion de garbanzo en México para el ciclo otofio-invierno de 2019 fue de 90,766 ha,
siendo Sinaloa el estado con mayor superficie sembrada, con un total de 50,153 ha y,
con un rendimiento de 2.1 t ha (SIAP, 2019).

Es importante mencionar, que el rendimiento del garbanzo se ve afectado por factores
bidticos y abidticos, entre los bidticos se encuentran enfermedades fungosas como la
marchitez del garbanzo asociada a un complejo de hongos con origen en el suelo y que
representa un factor limitante para la produccion de este grano. Dicha enfermedad se ha
reportado en la mayoria de las zonas donde se cultivan garbanzo (Jiménez-Diaz et al.,
2015). El tratamiento quimico a la semilla es una alternativa para disminuir la incidencia
y la severidad de la marchitez del garbanzo, sin embargo, no ha sido eficiente, ademas
estas formulaciones quimicas perturban los ecosistemas e inducen resistencia de
fitopatdgenos con el paso del tiempo, también provocan la acidificacion y ocasionan la

desaparicion masiva de la microfauna del suelo (Oliva et al., 2016).

El uso de variedades resistentes y rotacion de cultivo son medidas de control de la

marchitez del garbanzo complementarias a los productos quimicos, sin embargo, estos



métodos no han podido controlar el complejo de hongos asociados a la dicha enfermedad
(Fierros et al., 2019). Otra alternativa de manejo de las enfermedades es la inoculacion
de semillas con agentes biologicos; las especies del hongo Trichoderma son las mas
utilizadas en el control biolégico de fitopatégenos tanto en invernaderos como en cultivos
a campo abierto debido a las ventajas que tienen. Estos hongos biocontroladores
compiten por espacios, nutrientes, y secretan enzimas hidroliticas que degradan la pared
celular de su objetivo para luego suprimirlos (Chen et al., 2019).

Trichoderma spp. se han investigado ampliamente debido a la produccion de metabolitos
secundarios volatiles y no volatiles al beneficio de la agricultura (Mukherjee et al., 2013).
La interaccion micoparasitaria de Trichoderma spp. con agentes fitopatégenos esta
programada por sefiales del hospedante, lo que resulta en la produccion de estructuras
infecciosas y secrecion de enzimas. Una vez que Trichoderma spp. tienen contacto con
el patégeno, sus hifas a menudo se enrollan a su alrededor (Ramirez-Valdespino et al.,
2019). En la naturaleza, los compuestos quimicos de la rizosfera contribuyen en la
comunicacion entre las raices de las plantas y sus microorganismos asociados. Las
raices de las plantas liberan una serie de compuestos que captan varios organismos y
forman agrupaciones en la rizosfera para la proteccion de la planta (Oburger et al., 2016).
Los objetivos de esta investigacion fueron caracterizar morfolégica y molecularmente a
aislados de Trichoderma spp., asi como determinar su actividad antagonica contra el

complejo de hongos asociados a la marchitez del garbanzo en Sinaloa.

1.1. JUSTIFICACION

A nivel mundial, el garbanzo (Cicer arietinum L.) es considerado como la segunda
leguminosa mas importante por su aporte nutricional para consumo humano. En México,
la superficie sembrada con este cultivo va en aumento debido a la alta demanda en el
mercado internacional, o que representa una iniciativa importante en la economia de los
productores. El estado de Sinaloa es el principal productor en México, sin embargo, el
rendimiento de este cultivo se ve afectado por diferentes enfermedades; entre ellas, la
enfermedad conocida como marchitez del garbanzo, la cual esta asociada a un complejo

de hongos con origen en el suelo y que representa un factor limitante en la produccion.
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Actualmente, el uso excesivo de productos quimicos genera dafios tanto al suelo como a
la salud humana por lo que el presente estudio pretende contribuir con una estrategia de
biocontrol para el manejo de la marchitez del garbanzo, utilizando a Trichoderma spp.
como un agente que actle de manera eficiente contra el complejo de hongos causantes

de dicha enfermedad.

1.2. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar morfologica y molecularmente aislados de Trichoderma spp., asi como
determinar su actividad antagobnica contra el complejo de hongos asociados a la

marchitez del garbanzo (Cicer arietinum L.) en Sinaloa.

1.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Evaluar la capacidad antagonica de aislados de Trichoderma contra el complejo de

hongos causantes de la marchitez en el cultivo de garbanzo en condiciones in vitro.

2.- Caracterizar morfolégica y molecularmente a los aislados de Trichoderma que

presenten los mejores resultados como biocontroladores en las pruebas in vitro.

3.- Evaluar la efectividad biologica de aislados de Trichoderma spp. en semillas de dos

variedades de garbanzo para el control de los hongos causantes de marchitez.

1.4. HIPOTESIS

Al menos uno de los aislados de Trichoderma controla de manera eficiente tanto in vitro
como in vivo, al complejo de hongos con origen en el suelo asociados a la marchitez del

garbanzo.



1.5. ANTECEDENTES

En la India, Saxena et al. (2014) identificaron varias cepas de Trichoderma para controlar
el estrés bidtico en cultivo de garbanzo y, encontraron que la inhibicién de los patégenos
fue mas alta (82.22%) con un aislado de T. aureoviride contra Sclerotinia sclerotiorum y

también mostré una inhibicion alta (73.33%) contra Sclerotium rolfsii.

En Sinaloa, Mendoza et al. (2015) identificaron una cepa nativa de Trichoderma
antagonista de Macrophomina phaseolina en el cultivo de frijol y de las pruebas de
antagonismo, detectaron los siguientes cuatro fendmenos: competencia, antibiosis,
hiperparasitismo y el retraso en el desarrollo de T. harzianum cuando se cultiva en
competencia con M. phaseolina.

En Culiacan, Sinaloa, se utlizaron dos cepas de Bacillus sp., Pseudomonas sp. y
Trichoderma sp. para el control de fusariosis. En las pruebas in vitro, ellos observaron los
mayores porcentajes de inhibicion sobre el crecimiento micelial de Fusarium oxysporum
f. sp ciceris raza 5 con los antagonistas HRG-060 y HRG-050 (Trichoderma spp.) y T442
y 751 (Bacillus sp. y Pseudomonas sp.) respectivamente Por lo que, el uso de estos
microorganismos en garbanzo como biofumigantes y biofertilizantes es muy rentable para

el contexto ambiental (Oliva et al., 2016)

En India, se identificaron morfologica y molecularmente aislados de Trichoderma, y
encontraron que una cepa de Trichoderma cerinum presento la capacidad de suprimir el
marchitamiento del garbanzo causado por F. oxysporum, ademas de promover el
crecimiento de las plantas, mayor crecimiento de raiz, asi como mejor absorcion de
nutrientes, T. cerinum causo una reduccion de 82.4% en la incidencia de la enfermedad

comparado con el testigo (Khare et al., 2018).

Por su parte, Meshram et al. (2018) confrontaron 10 aislados de Trichoderma contra una
cepa de F. oxysporum en India, y, observaron que las semillas tratadas con Trichoderma
spp. mostraron tasa de germinacion similar a las semillas del testigo. Algunos aislados

indujeron un mejor crecimiento de las plantas.



1.6. REVISION DE LITERATURA

El garbanzo (Cicer arietinum L.) es una de las leguminosas comestibles con mayor
antigiiedad y actualmente es considerado como la segunda leguminosa mas importante
a nivel mundial (Paul et al., 2018). Se conocen 43 especies del género Cicer de las cuales

nueve son anuales y 34 son perennes (van der Maesen, 1987).

1.6.1. Origen del garbanzo

El garbanzo pertenece a la familia Fabaceae y aunque su origen no esta bien
determinado, es el primer cultivo domesticado en la region del Mediterraneo y Medio
Oriente. India, representa aproximadamente el 75% de la produccion mundial (Mahajan
et al., 2018). Se conocen dos tipos de garbanzos, Desi (microsperma) y Kabuli
(macrosperma), los cuales difieren por la morfologia, el tamafio y la coloracion de la
semilla (Cubero, 1987; Van der Maesen, 1987; Muehlbauer y Rajesh, 2008); hoy en dia

se cultivan en mas de 40 paises y se comercializan en 140 paises (Wubneh, 2016).

1.6.2. Importancia del garbanzo

El garbanzo es apreciado debido a la compaosicion nutritiva de la semilla, ya que tiene un
alto contenido de proteinas y se puede usar como un sustituto de la proteina animal (Amri-
Tiliouine et al., 2018). El grano contiene 23% de proteinas; 40% de carbohidratos; 6% de
aceite y ciertos minerales (Makonya et al., 2019). En México, el grano de garbanzo se
consume en verde o seco, en la dieta familiar, también se usa como ingrediente de
alimento en la dieta infantil (Peralta y Veas, 2014). El follaje de esta planta se usa en la
alimentacion de animales y contiene buena calidad de proteina (Rangel et al., 2011). La
finalidad de la produccion de garbanzo en México es para el mercado internacional y solo

un 5% de esta produccion se consume en México (SIAP, 2019).

1.6.3. Principales paises productores de garbanzo



El garbanzo se produce en todos los continentes y los mayores productores en el mundo
son India, Turquia, Pakistan, Iran, México, Australia, Canada, Myanmar, EE. UU. y
Etiopia. Mientras que los principales exportadores son Turquia, Australia, Canad4, Iran y
México. La India se encuentra en primer lugar como pais productor de garbanzo y a la
vez importador del mismo (Muehlbauer y Sarker, 2017). El garbanzo de México se
exporta a mas de 52 paises, siendo Espafia, Argelia e Italia los principales socios
(Manjarrez et al., 2004).

1.6.4. Clasificacion taxonémica del garbanzo

El garbanzo es una planta herbacea anual con una altura menor a un metro, las flores
son blancas o violetas, las cuales desarrollan vainas en cuyo interior se encuentran dos

o tres semillas (Sajja et al., 2017).

Reino: Plantae.
Division: Magnoliophyta.
Clase: Magnoliopsida.
Orden: Fabales.
Familia: Fabaceae
Geénero: Cicer

Especie: Cicer arietinum

1.7. ENFERMEDADES DE GARBANZO

El cultivo de garbanzo es atacado por varias enfermedades que representan un factor
limitante para su rendimiento y la calidad de los granos. Algunas de esas enfermedades

causan grandes pérdidas econdmicas (Jendoubi et al., 2017).

1.7.1. Enfermedades causadas por virus

El garbanzo estd afectado por diferentes virus; sin embargo, s6lo algunos causan

pérdidas econdmicas significativas bajo condiciones ambientales favorables (Bos et al.,
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1988; Kumar et al., 2008). Algunos de los virus que atacan al garbanzo son: Alfalfa mosaic
virus (AMV), Cucumber mosaic virus (CMV), Bean leafroll virus (BLRV) y Beet western
yellows virus (BWYYV). Sin embargo, los dos mas importantes son: Chickpea chlorotic
dwarf virus (CpCDV) y Faba bean necrotic yellow virus (FBNY) (Figura 1A) (Makkouk et
al., 2012).

1.7.2. Enfermedades causadas por nematodos

El cultivo de garbanzo esta afectado por diferentes géneros de nematodos que pueden
alcanzar el umbral (De Coninck et al., 2015). Los nematodos presentes con mayor
frecuencia en garbanzo son: los nematodos lesionadores (Pratylenchus spp.), los
reniformes (Rotylenchulus reniformis), los formadores de quistes (Heterodera spp.) y los
gue causan agallas en la raiz (Meloidogyne spp.). Los dos grupos mas representados al
nivel mundial en la producciéon de garbanzo son: los nematodos de los géneros

Meloidogyne spp. y Heterodera spp. (Figura 1C) (Castillo et al., 2008).

1.7.3. Enfermedades causadas por hongos

Fusarium solani es uno de los hongos que causa marchitez, produciendo un cambio de
color verde oscuro a verde palido en la parte aérea de la planta. En un corte transversal
del tallo se puede observar la parte central completamente obscura debido a la necrosis

de los haces vasculares (Nene et al., 2012).

La roya, causada por Uromyces ciceris-arietini, es una de las enfermedades que, cuando
se presenta tempranamente, es capaz de destruir lotes en pleno desarrollo. Se presenta
en forma de pustulas en el envés de la hoja con una coloracion rojo ladrillo y un polvito

del mismo color (Figura 1D) (Stuteville et al., 2010).

La rabia del garbanzo, causada por Ascochyta rabiei, es considerada como la
enfermedad mas peligrosa en el clima mediterraneo, afecta todas las partes de la planta
y puede causar enormes pérdidas en la produccion, (Figura 1B-E) (Morales y Garcia,
2004; Paredes-Escalante et al., 2009).
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El moho gris, causado por Botrytis cinerea, provocd una epifitiologia en cultivo de
garbanzo en México y en toda el area productora de garbanzo en el ciclo 1991-92. La
mayor severidad de la enfermedad se manifesté en alta humedad, afectando en cualquier
etapa de desarrollo del cultivo. Los sintomas observados fueron aborto de flores, necrosis
y tizén de hojas, dando la planta una apariencia de quemadura (Nene et al., 2012).

La principal enfermedad del garbanzo que se ha registrado en el estado de Sinaloa es la
marchitez del garbanzo, causada por un complejo de hongos con origen en el suelo y su
principal forma de penetracion es por la raiz. Esta enfermedad se encuentra distribuida
en todas las zonas productoras de garbanzo en el estado (Figura 1F). Los patdgenos
involucrados en este complejo son: Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani,
Macrophomina phaseolina, Sclerotium rolfsii y Sclerotinia sclerotiorum, los cuales se
pueden encontrar de forma individual y cada uno de ellos es capaz de causar la muerte
a la planta; en asociacion causan mayores pérdidas en menor tiempo (Morales y Garcia,
2004; Paredes-Escalante et al., 2009).

.
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Figura 1.- Sintomas y signos de las principales enfermedades en garbanzo (Cicer arietinum
L.). (A) Amarillamiento y enanismo causado por Chickpea yellow dwarf virus (Makkouk et al.,
2012). (B-E) La rabia del garbanzo inducida por Ascochyta rabiei (Morales y Garcia, 2004;
Paredes-Escalante et al., 2009). (C) Agallas de Meloidogyne incognita (Castillo et al., 2008). (D)
Roya por Uromyces ciceris-arietini (Stuteville et al., 2010). (F) Marchichamiento por infeccion de

hongos con origen en el suelo.

1.7.4. Control de enfermedades

El combate de enfermedades es dificil por la complejidad de su agente causal, un método
puede desfavorecer el desarrollo de un género y favorecer a otro, por lo que su control
se enfoca hacia un manejo integrado donde se involucran las labores culturales,
mejoramiento genético y uso de productos quimicos (Mufioz-Cabanas et al., 2005). El
control quimico es el método mas utilizado para controlar las enfermedades; sin embargo,
en los ultimos afios el control biolégico representa una alternativa para el control de esos
patdgenos (Omar et al., 2006; Basco et al., 2017). En el caso de las labores culturales,
se recomienda una buena nivelacién del suelo con riego controlado para evitar los

encharcamientos y un programa de rotacion de cultivos por tres a cinco afos.

1.8. CARACTERISTICAS DE TRICHODERMA SPP.

Trichoderma spp. se caracterizan por su rapido crecimiento, las colonias son de color
blanco en su inicio, que se tornan a verde claro o intenso, amarillo claro o intenso con
esporulacion densa. Presentan formacion de esporas asexuales o conidios sobre fidlides.
El micelio es generalmente ralo, los conidiéforos son ramificados en formas de un arbol
pequefio. Los conidios aseguran las generaciones del hongo durante gran parte del
periodo vegetativo de las plantas. Son haploides y su pared estd compuesta por quitina
y glucanos (Rifai, 1969; Infante et al., 2009).

Trichoderma spp. producen enzimas extracelulares, sustancias antibidticas y a su vez
son fuertes antagonistas por el espacio y nutrientes frente a los fitopatdgenos. Varios

estudios reportan que son hongos oportunistas manteniendo relaciones simbidticas con
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las plantas y se multiplican asexualmente con la produccion de conidios y clamidosporas,
sin embargo, en algunos habitats silvestres su reproduccion se hace mediante
ascosporas (Hermosa et al., 2011). El hongo produce tres tipos de propagulos, hifas,
clamidosporas y esporas (conidios). Las esporas son las mas utilizadas en programas de
biocontrol (Mukherjee et al., 2013). Otra ventaja de las especies Trichoderma es la
produccién de metabolitos secundarios tales como xilanasas, gliotoxina, lipasas,
proteasas, quitinasas, peptaiboles, terpenos, pironas, policétidos y sideréforos, los cuales
son liberados en la rizésfera para el bien del cultivo y el control de los fitopatégenos
(Zeilinger et al., 2016).

1.8.1. Principales beneficios agricolas del Trichoderma spp.

Varias especies de Trichoderma promueven el desarrollo de las plantas a través de
numerosos mecanismos. Estas aceleran la solubilidad de los nutrientes en suelo,
aumentan la eficacia y el reciclaje de nutrientes, liberan agentes estimuladores del
crecimiento de las plantas, inducen resistencia sistémica, protegen las semillas contra el
ataque de microorganismos fitopatdgenos y son consideradas como agentes para la
biodegradacion de agrotoxicos (Zhang et al., 2018), y ademas son capaces de colonizar

eficazmente las raices de las plantas (Manganiello et al., 2018).

1.8.2. Mecanismos de accion de Trichoderma spp.

Las especies de Trichoderma necesitan un suelo que contenga materia organica para
realizar correctamente el control de patégenos. Los principales mecanismos implicados
en la actividad de biocontrol son la competencia por espacio y nutrientes, la produccion
de antibidticos y enzimas hidroliticas como la quitinasa y la B-1,3-glucanasa. Estas
enzimas hidroliticas degradan parcialmente la pared celular de los patégenos y llevan a
cabo su funcién de parasitismo. Trichoderma spp. suelen producir hifas alrededor de los
patégenos, por lo tanto, inactivan las enzimas de ellos (Rai et al., 2016); en asociacion

con la planta desencadenan una resistencia sistémica mejorando el crecimiento y el
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desarrollo de las raices, la productividad, la resistencia al estrés abioético, la absorcién y
el uso de nutrientes (Contreras-Cornejo et al., 2016).

Para la defensa de las plantas, Trichoderma spp. penetran la primera o segunda capa de
la célula epidérmica en el tejido de la raiz, colonizan los espacios y crecen entre la
membrana plasmatica y la pared celular de la planta (Nogueira-Lopez et al., 2018). Esta
colonizacion promueve el crecimiento de las plantas, participa en la obtencién de
biomasa, genera una mayor germinacion de las semillas y modifica la arquitectura de la
raiz, aumentando la productividad (Salas-Marina et al., 2015). Ademas de modular los
niveles de las hormonas producidas por la planta; Trichoderma spp. son capaces de

contribuir con sus propias hormonas (Guzman-Guzman et al., 2019).
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ll. CARACTERIZACION DE AISLADOS DE TRICHODERMA SPP. Y SU
ACTIVIDAD ANTAGONICA CONTRA EL COMPLEJO DE HONGOS
ASOCIADOS A LA MARCHITEZ DEL GARBANZO (CICER ARIETINUM L.) EN
SINALOA.

2.1. RESUMEN

La enfermedad conocida como "marchitez del garbanzo”, causada por Fusarium
oxysporum, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii y Sclerotinia
sclerotiorum es una de las principales limitantes en las areas donde se produce garbanzo
en México. En su manejo, tradicionalmente se ha utilizado el control quimico, lo que ha
impactado negativamente en los agroecosistemas. El control biologico es la alternativa
ecoldgica para el manejo de las enfermedades de las plantas a través del uso de
biocontroladores benéficos como hongos y bacterias. En este estudio se evalud la
capacidad antagonica de 30 aislados de Trichoderma spp. in vitro contra el complejo de
hongos causantes de la marchitez del garbanzo posteriormente, se utilizaron in vivo los
cinco aislados T. longibrachiatum (FAVF335), T. longibrachiatum (FAVF340), T.
afroharzianum (FAVF345), T. afroharzianum (FAVF349) y T. afroharzianum (FAVF351)
gue presentaron mayor porcentaje de inhibicion con el objetivo de caracterizar
morfoldgica e identificar molecularmente las especies de Trichoderma. Los resultados de
la caracterizaciéon morfologica indicaron que todos los aislados usados en este estudio
pertenecen al género Trichoderma. Para la identificacion molecular de los cinco aislados,
se utilizaron los iniciadores ITS4 e ITS5. Se amplifico la region completa ITS, asi como
parte del gen de la subunidad grande del RNA polimerasa Il (RPB2) y un fragmento del
gen factor de elongacion de la traduccion 1-alpha (EF-1a). Para determinar la identidad
de los cinco aislados de Trichoderma al nivel de especie, se realizd la reconstruccion

filogenética mediante analisis multilocus de las secuencias ITS, EF-1a y RPB2.

Palabras claves: Trichoderma spp., control biolégico, marchitez del garbanzo,

identificacion molecular.
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2.2. ABSTRACT

Disease known as "chickpea wilt", caused by Fusarium oxysporum, Macrophomina
phaseolina, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii and Sclerotinia sclerotiorum is one of the
main limitations in areas where chickpea is produced in Mexico. In its management, we
have traditionally used chemical control, what has negatively impacted agroecosystems.
Biological control is the ecological alternative for the management of plant diseases
through the use of beneficial biocontrollers such as fungi and bacteria. In this study, the
antagonistic capacity of 30 Trichoderma isolates was evaluated in vitro against the fungal
complex that causes chickpea wilt. Subsequently, the five isolates T. longibrachiatum
(FAVF335), T. longibrachiatum (FAVF340), T. afroharzianum (FAVF345), T.
Afroharzianum (FAVF349) and T. afroharzianum (FAVF351) that presented higher
percentage of inhibition were used in vivo in order to characterize morphologically and
molecularly identify Trichoderma species. The results of morphological characterization
indicated that all isolates used in this study belong to the genus Trichoderma. For the
molecular identification of the five isolates, the ITS4 and ITS5 primers were used. The
entire ITS region was amplified, as well as part of the RNA polymerase Il large subunit
gene (RPB2) and a fragment of the translation elongation factor 1-alpha gene (EF-1a). To
determine the identity of the five Trichoderma isolates at species level, phylogenetic
reconstruction was performed by multilocus analysis of the ITS, EF-1a and RPB2

sequences.

Key words: Trichoderma spp., biological control, chickpea wilt, molecular identification.
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2.3. INTRODUCCION

El garbanzo (Cicer arietinum L.) es la segunda leguminosa alimenticia con mas alto
contenido de proteinas después del frijol comin (Phaseolus vulgaris L.) (Gaur et al., 2008;
Varshney et al., 2013b). India es el mayor productor de garbanzos, con una participacion
de 75% de la produccién mundial (Maurya y Kumar, 2018; Gaur et al., 2019). Esta
leguminosa se cultiva en 50 paises de los cuales India, Australia, Canada, Etiopia, Iran,
México, Myanmar, Pakistan, Turquia y EE. UU. son los principales productores (Gaur et
al., 2012; Archak et al., 2016; Dixit et al., 2019). La produccién de este grano enfrenta
muchos desafios de origen bidticos principalmente como los hongos, nematodos, virus y
de origen abibticas como la sequia, la precipitacion, el pH, las bajas y altas temperaturas
(Millan et al., 2006; Gaur et al., 2008; Mantri et al., 2010; Jha et al., 2014; Garg et al.,
2014).

La marchitez del garbanzo, causada por un complejo de hongos con origen en el suelo
representa el principal factor limitante para la produccion del garbanzo, y, esta
enfermedad es fuertemente influenciada por las variables climaticas (Sharma, 2012). La
produccion de garbanzo esta limitada en gran medida por el marchitamiento, el cual
amenaza su permanencia en la competencia del mercado internacional (Kashiwagi et al.,
2015). Esta enfermedad fungica ha llevado a una reduccion de la superficie sembrada en
México (Fierros et al., 2016).

La interaccion planta-patégeno es compleja e implica la expresion tanto de genes de
virulencia de patégenos como genes de defensa de las plantas. Los genes de los
patdgenos se clasifican en funcidon de la formacion de estructuras de la infeccion,
degradacion de la pared celular, biosintesis de toxinas, sefializacién y proteinas que

suprimen la defensa de las plantas (Idnurm et al., 2001).

Las estrategias convencionales empleadas para el manejo de la marchitez del garbanzo
son el uso de variedades resistentes, rotacion de cultivos, solarizacion, uso de semillas
tratadas con fungicidas quimicos, sin embargo, no han tenido éxito (Landa et al., 2004;
Paredes-Escalante et al., 2009). Debido a esta adversidad, el uso de métodos ecoldgicos
es otra alternativa para la proteccién de los cultivos contra plagas y enfermedades con el

fin de mejorar el crecimiento y la productividad de las plantas (Rawat et al., 2011). Entre
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los agentes de control biolégico, ciertas especies del género Trichoderma son las mas
conocidas por sus actividades de biocontrol e interacciones positivas con las plantas
(Benitez et al.,, 2004; Nawrocka y Matolepsza, 2013). La produccion de enzimas
extracelulares son las propiedades efectivas de Trichoderma spp. en el proceso del
antagonismo contra los patdgenos. Sus metabolitos secundarios son de naturaleza volatil
y no volétil, tales como xilanasas, gliotoxina, lipasas, proteasas, quitinasas, glucanasas
b-1,3 peptaiboles, terpenos, pectinasa, pironas, policétidos y sideroforos, los cuales son
liberados para producir efectos sobre el crecimiento de los patégenos (Zeilinger et al.,
2016).

Hoy en dia, varios bioplaguicidas basados en Trichoderma spp. estan disponibles para el
tratamiento de problemas fitosanitarios (Singh et al., 2014; Lopez-Raez et al., 2017;
Bonanomi et al., 2018). El objetivo de esta investigacion fue: evaluar la capacidad
antagonica in vitro e in vivo de aislados de Trichoderma contra el complejo de hongos
con origen en el suelo causantes de la marchitez del garbanzo, asi como caracterizar

moforlégica y molecularmente los aislados con mejor efecto antagonista.

2.4. MATERIALES Y METODOS

2.4.1. Muestreos

Durante el ciclo 2018-2019 se recolectaron plantas de garbanzo sanas, asi como con
sintomas tipicos de marchitez, en lotes comerciales distribuidos en diferentes municipios

del estado de Sinaloa (Cuadro 1).

Cuadro 1.- Sitios y lugares de recoleccion de suelo y/o raices donde se obtuvieron

los aislados de Trichoderma

Caodigo del Municipio, Estado Materiales Fecha de

aislado muestreo
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FAVF324
FAVF325
FAVF326
FAVF327
FAVF328
FAVF329
FAVF330
FAVF331
FAVF332
FAVF333
FAVF334
FAVF335
FAVF336
FAVF337
FAVF338
FAVF339
FAVF340
FAVF341
FAVF342
FAVF343
FAVF344
FAVF345
FAVF346
FAVF347
FAVF348
FAVF349
FAVF350
FAVF351
FAVF352
FAVF353

Culiacan, Sinaloa
Culiacan, Sinaloa
Culiacan, Sinaloa
Culiacan, Sinaloa
Mocorito, Sinaloa
Mocorito, Sinaloa
Mocorito, Sinaloa
Mocorito, Sinaloa
Mocorito, Sinaloa
Mocorito, Sinaloa
Mocorito, Sinaloa
Mocorito, Sinaloa
Mocorito, Sinaloa
Mocorito, Sinaloa
Angostura, Sinaloa
Salvador Alvarado, Sinaloa
Mocorito, Sinaloa
Mocorito, Sinaloa

Salvador Alvarado, Sinaloa
Salvador Alvarado, Sinaloa
Salvador Alvarado, Sinaloa
Salvador Alvarado, Sinaloa
Salvador Alvarado, Sinaloa
Gusasave, Sinaloa
Gusasave, Sinaloa
Gusasave, Sinaloa
Gusasave, Sinaloa
Gusasave, Sinaloa

Gusasave, Sinaloa

Suelo
Raiz
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Raiz
Raiz
Raiz
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Suelo
Raiz
Raiz
Suelo
Raiz
Suelo
Suelo
Raiz
Suelo
Suelo
Suelo
Raiz
Raiz

Raiz

Comondu, Baja California Suelo

Sur

Enero 2019
Enero 2019
Enero 2019
Enero 2019
Enero 2019
Enero 2019
Enero 2019
Enero 2019
Enero 2019
Enero 2019
Enero 2019
Enero 2019
Enero 2019
Enero 2019
Enero 2019
Enero 2019
Enero 2019
Febrero 2019
Febrero 2019
Febrero 2019
Febrero 2019
Febrero 2019
Febrero 2019
Febrero 2019
Febrero 2019
Febrero 2019
Febrero 2019
Febrero 2019
Febrero 2019
Febrero 2019
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2.4.2. Aislamiento, purificacién y conservacion de aislados

Los aislados de hongos se obtuvieron con el siguiente procedimiento. Se cortaron piezas
de raiz con sintomas de pudricibn y necrosis, se desinfestaron por inmersion en
hipoclorito de sodio (NaClO) al 2% por 3 min, se enjuagaron tres veces en agua destilada
estéril y se secaron en papel absorbente estéril. Posteriormente, las piezas de raiz
desinfestadas se colocaron en placas Petri con medio de cultivo papa dextrosa agar
(PDA). Las placas Petri se mantuvieron en incubacion a 25 °C bajo condiciones de
oscuridad, por 72 h. Después, se transfirieron discos miceliales (5 mm de diametro) del
borde de los crecimientos fungicos activos de Trichoderma a nuevas placas Petri con
medio PDAy se incubaron a 25 °C. Un total de 30 aislados de Trichoderma se purificaron
mediante la técnica de cultivos monosporicos, paralo cual se llevo a cabo la transferencia
de esporas germinadas en medio de cultivo agua—agar (AA) a placas Petri con medio
PDA fresco. En el caso de las muestras de suelo, los aislados se obtuvieron mediante el
protocolo descrito por Elad y Chet. (1983). Finalmente, los 30 aislados obtenidos se
depositaron en la coleccion de cultivos de hongos fitopatégenos de la Facultad de
Agricultura del Valle de Fuerte en la Universidad Autonoma de Sinaloa (Juan José Rios,
Ahome, Sinaloa, México) con numeros de acceso FAVF324-FAVF353. Los cultivos se
conservaron como suspension de esporas y/o discos miceliales en 15% de glicerol a -20
°C. Ademas, se conservaron a temperatura ambiente en tubos de ensayo con agua

destilada doblemente esterilizada.

2.4.3. Pruebas de antagonismo in vitro

Se realizaron confrontaciones duales en cajas Petri para evaluar el efecto antagonico de
los 30 aislados de Trichoderma contra cinco hongos patdogenos de importancia
econdmica en el cultivo de garbanzo: Fusarium oxysporum, Macrophomina phaseolina,
Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii y Sclerotinia sclerotiorum. Dichos fitopatégenos
fueron proporcionados por el Laboratorio de Fitopatologia del Centro de Investigacion en

Alimentacion y Desarrollo, Coordinacién Regional Culiacan.
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Para el ensayo, se incrementaron los aislados de Trichoderma y los fitopatégenos en
medio PDA (Difco, EE. UU.). A partir de los hongos incrementados, se procedi6 a colocar
un disco micelial (6 mm de didmetro) de Trichoderma a 1 cm de distancia del centro de
la placa Petri, y a 1 cm en el extremo opuesto se colocé un disco micelial del fitopatdogeno.
Este procedimiento se realiz6 para cada aislado de Trichoderma vy fitopatégeno, de tal
manera que se confrontaron todos los aislados. Cada tratamiento tuvo cuatro replicas.
Como testigo, se consideré una placa Petri con PDA donde se coloc6 Unicamente un
disco micelial del fitopatégeno (Khare et al., 2018). Todas las placas Petri se incubaron
durante tres dias a 25 * 2 °C. El experimento completo se realiz6 dos veces.

Para la evaluacién, se midi6 el crecimiento micelial radial cada 24h para todos los hongos.
La evaluacion termind cuando el micelio del antagonista y patdgeno estuvieron en
contacto o detuvieron su crecimiento. Los porcentajes de reduccién de crecimiento
micelial de los fitopatdgenos se calcularon con la formula propuesta por Saxena et al.
(2014), considerando el promedio de crecimiento (mm) de los patdgenos en las placas
usadas como testigos, asi como el promedio del crecimiento micelial en las placas Petri
de las confrontaciones. La formula se describe a continuacion: I= (C —T)/C X 100. Donde:
I= % de inhibicion del crecimiento micelial. C= Crecimiento del patégeno en la placa del

testigo. T= Crecimiento del patégeno en el cultivo dual.

Los experimentos se establecieron usando un disefio completamente al azar. Los datos
se expresaron como porcentaje. Con los datos obtenidos en el ensayo in vitro se realizo
un analisis de varianza (ANOVA) y una comparacion de medias (LSD, a=0.05), utilizando

el paquete SAS version 9.4.

2.4.4. Caracterizacién morfoldgica de aislados de Trichoderma

Para el estudio morfologico de los cinco aislados de Trichoderma (FAVF335, FAVF340,
FAVF345, FAVF349 y FAVF351) que presentaron el mejor efecto antagoénico in vitro, se
utilizé medio de cultivo PDA en el cual se colocé un disco de 6 mm de diametro con
micelio y se incub6 a 25 ° C durante cuatro dias. Se registraron las caracteristicas de las

colonias y en microscopia de luz se caracterizaron 100 conidios de cada aislado.
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2.4.5. Extraccion de DNA, amplificacion por PCR y secuenciacion

Para cada aislado de Trichoderma sp. se extrajo el ADN gendmico de colonias de cinco
dias de edad en micelio PDA. Para ello, se raspo el micelio y se suspendid en solucién
de 800 pl/CTAB al 2% en microtubos y se macero el micelio con un pistilo previamente
esterilizado. Se pasaron los microtubos por vortex durante 15 s, se centrifugd por 5 min
a 13000 rpm, se recuperd el sobrenadante, se transfirio a un microtubo nuevo, se
agregaron 500 pul de cloroformo, se le dio un vortex por 10 s, se centrifugd por 5 min a
13000 rpm, se recupero el sobrenadante (aproximadamente 750 pl), se agregaron (350
ul) etanol absoluto frio, se dejé reposar por 10 min, se centrifugd por 5 min a 13000 rpm
y se descarté el sobrenadante. Después, se afiadieron 500 ul de etanol al 75%, se llevé
al vortex por 10 s, se centrifugd por 5 min a 13000 rpm, se descarté nuevamente el
sobrenadante, se dejé reposar por 60 min, se agregaron 30 pl agua ultra pura y se

centrifugo.

Para la identificacion de los aislados de Trichoderma se amplifico la region completa ITS,
asi como parte del gen de la subunidad grande del RNA polimerasa Il (RPB2) y un
fragmento del gen factor de elongacion de la traduccion 1-alpha (EF-1a). Los iniciadores
usados fueron los siguientes: ITS4/ITS5 (White et al., 1990), EF1-728F/EF1-986R
(O'Donnell et al., 1998) y RBP2-5F/RPB2-7R (Chen y Zhuang 2016) para ITS, EF-1a y
RPB2, respectivamente. Cada reaccién de PCR de 26 pul consistié en 16.73 pl de H20
UP, 2.5 ul de Buffer, 0.75 pl de MgCI**, 0.7 ul de de dNTP, 0.7 ul de cada Oligo, 0.16 de
Taq polimerasa y 2 yl de ADN. La reaccion del PCR se llevé a cabo en un termociclador
durante 2 h. Posteriormente, se preparé un gel de agarosa al 1%, con tampon TAE 1 X 5
ML del producto de PCR y se corrié a 90 V para la electroforesis. El gel se visualizé en un
espectrofotometro (Biorad, EE. UU.). Los productos amplificados se secuenciaron en la
empresa Macrogen (Seul, Corea del Sur) y se realizé un analisis filogenético con el

criterio de Maxima Verosimilitud.

2.4.6. Analisis filogenético
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Para determinar la identidad de los cinco aislados de Trichoderma a nivel de especie, se
realizo la reconstruccion filogenética mediante analisis multilocus de las secuencias ITS,
EF-1a y RPB2. Las secuencias forward y reverse se ensamblaron usando el paquete
Staden (Staden et al. 1998). Las secuencias generadas en este estudio fueron
suplementadas con secuencias adicionales obtenidas del GenBank, con base en
BLASTNn y en literatura. Los alineamientos de secuencias multiples para cada locus
independiente se llevaron acabo usando el programa MEGA 7 (Kumar et al. 2016), y se
ajustaron manualmente cuando fue necesario. La historia evolucionaria se infirié
mediante el método de Maxima Verosimilitud basado en el modelo del parametro Tamura
2. La robustez de los arboles se evalu6 mediante 1000 repeticiones de bootstrap y se

eliminaron todas las posiciones que contenian espacios y datos faltantes.

2.4.7. Interacciones hifales entre antagonistas y fitopatdgenos

Para determinar el mecanismo del antagonismo ejercido por Trichoderma spp. sobre los
patdgenos, se observaron bajo microscopio de luz a 40 y 100X, las regiones de contacto
entre los cinco aislados de Trichoderma (FAVF335, FAVF340, FAVF345, FAVF349,
FAVF351) y cada uno de los hongos fitopatdogenos evaluados. La observacion de las
interacciones de las hifas se realiz6 tomando una pequefia porcidon de hifas de la region
de contacto entre el antagonista y el patdgeno, y se colocé en un portaobjetos y se

observo con un microscopio de luz.

2.4.8. Pruebas de antagonismo in vivo

De los cinco aislados de Trichoderma seleccionados T. longibrachiatum FAVF335), T.
longibrachiatum (FAVF340), T. afroharzianum (FAVF345), T. afroharzianum (FAVF349)
y T. afroharzianum (FAVF351), se utilizaron placas de (90 mm de diametro) con colonias
de cada aislado de ocho dias de edad. Se agregaron 30 ml de agua destilada estéril, se
extendié suavemente hasta que se liberaron las esporas, la suspensién se aforé a 100
ml en una probeta. EI nimero de propagulos se cuantificaron usando una cadmara de

Neubauer y el in6culo se ajusté a 1 x 102 conidios mL* (Manganiello et al., 2018).
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Se evaluaron cinco cepas de patdgenos (Fusarium oxysporum, Macrophomina
phaseolina, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii y Sclerotinia sclerotiorum). Una
suspensiéon micelial por cada patdgeno se prepard a partir de colonias de ocho dias de
crecimiento en PDA, las cuales se rasparon y licuaron con un volumen de 100 ml de agua
destilada estéril, una vez licuado, se afor6 hasta completar 2 L y se homogenizé. Con la
suspensioén de cada patégeno se infesto el sustrato (Peat Moss), previamente esterilizado
mediante calor himedo durante 5 h (Aloise et al., 2001; Veldzquez-Marti et al., 2003;
Chavez et al., 2009). El sustrato infestado por cada patégeno se transfiri6 a sus

respectivas macetas (32 onzas) en el invernadero.

Las semillas de garbanzo de la variedad “Blanco Sinaloa 92” y variedad “P-22-45” se
desinfestaron con hipoclorito de sodio al 1 % por 1 min, se enjuagaron tres veces con
agua destilada estéril y se secaron con papel absorbente previamente esterilizado. Los
tratamientos a las semillas fueron 48 con seis replicas bioldgicas por cada tratamiento,
en los cuales se incluyeron cinco aislados de Trichoderma, T. longibrachiatum
(FAVF335), T. longibrachiatum (FAVF340), T. afroharzianum (FAVF345), T.
afroharzianum (FAVF349) y T. afroharzianum (FAVF351), un Trichoderma comercial (T.
harzianum), un fungicida comercial (CRUISER MAXX Beans, Syngenta), cinco cepas de
patogenos (F. oxysporum, M. phaseolina, R. solani, S. rolfsiiy S. sclerotiorum), asi como

un testigo absoluto.

En el caso de las semillas tratadas con fungicida, estas se sumergieron un dia antes de
la siembra en la solucién de fungicida por 60 min, cuya dosis fue 0.8 ml L**. Mientras que,
el Trichoderma spp., se sumergio las semillas en suspension de esporas (1 x 108 conidios
mL1). Para cada uno de los aislados de Trichoderma, las semillas de garbanzo se
recubrieron adecuadamente durante 60 min. Las semillas tratadas con diferentes agentes
de control se sembraron en macetas de 32 onzas con sustrato infestado por los
fitopatdgenos. Se registrd el porcentaje de germinacion a los siete dias después de la
siembra (dds), mientras que la incidencia y severidad de la enfermedad se evalu6 a los
25 dds. La evaluacion de la enfermedad se basé en una escala de severidad de cuatro
niveles o clases (Figura 3), donde 0= plantas asintomaticas; 1= plantas con 25% de

amarillamiento y marchitamiento; 2= plantas con 50% de amarillamiento vy

32



marchitamiento; 3= plantas con 75% amarillamiento y marchitamiento; 4= plantas con
100% de amarillamiento y marchitamiento (Bhattacharyya et al., 1985; Li et al., 2016;
Paugh et al., 2019). Entretanto, la incidencia (%) de la enfermedad se determiné
considerando la proporcion de plantas enfermas por poblacion. Otros parametros como

la altura de las plantas y la longitud de la raiz también fueron registrados.

Figura 2. Clases de severidad, A).- Clase 0= planta asintomética; B).- Clase 1= 25% de
marchitamiento; C).- Clase 2= 50% de marchitamiento; D).- Clase 3= 75% de marchitamiento;
E).- Clase 4= 100 % de marchitamiento.
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2.5. RESULTADOS Y DISCUSION

De los 30 aislados de Trichoderma evaluados in vitro, solo cinco (FAVF335, FAVF340, T.
FAVF345, FAVF349 y FAVF351) mantuvieron un porcentaje de inhibicibn mayor a 55 %
sobre el crecimiento micelial de cada fitopatdgeno. El aislado FAVF335, presentod la
mayor inhibicion de Fusarium oxysporum (64.7%) y Macrophomina phaseolina (67%),
ademas, redujo un 63.9 y 57.4% del crecimiento micelial de Sclerotinia sclerotiorum y
Sclerotium rolfsii, respectivamente (Cuadro 2). Entretanto, el aislado FAVF340 caus6 una
reduccién de 71.3, 61.3, 64.4 y 60.2% del crecimiento de S. sclerotiorum, S. rolfsii, M.
phaseolina y F. oxysporum, respectivamente. Cabe indicar que, los cinco aislados de
Trichoderma mantuvieron un control similar (58.6—60.6%) sobre el crecimiento de

Rhizoctonia solani (Cuadro 2).

Cuadro 2.- Efectos antagonistas de aislados de Trichoderma en términos de % de

inhibicion contra hongos fitopatégenos causantes de la marchitez del garbanzo.

Aislados de % de inhibicién del crecimiento micelial para cada patégeno
Trichoderma  Fusarium  Macrophomina Rhizoctonia Sclerotinia Sclerotium Combinado
spp. oxysporum phaseolina solani sclerotiorum rolfsii
FAVF340 60.2 ab 64.4a 58.9 a—d 71.3a 61.3a 63.2a
FAVF335 64.7 a 67.0a 59.4 a—c 63.9 ab 57.4 ab 62.5a
FAVF351 59.0 ab 62.8a 60.6 a 60.9 ab 56.4 a—d 59.9a
FAVF345 57.7b 62.0a 59.8 ab 62.4 ab 57.3 ab 59.8 a
FAVF349 57.4b 61.9a 58.6 a-e 62.2 ab 57.0 a-c 59.4 a
FAVF350 50.7¢ 50.6 b-d 49.9 d-h 58.3b 54.2 a—e 52.8b
FAVF348 48.4 cd 50.3 b-e 48.1 f-h 59.0b 50.5 b-e 51.3 bc
FAVF334 46.5 cd 46.3 b-f 54.0 a-g 59.3b 48.5 b-f 50.9 bc
FAVF333 47.4 cd 46.3 b-f 47.5f-h 59.3b 51.3 b-e 50.4 b—d
FAVF347 46.4 cd 51.2 bc 52.4 a-h 56.6 bc 45.1 ef 50.4 b—d
FAVF329 479 cd 46.9 b-f 50.5 c-h 56.6 bc 49.0 b-e 50.2 b-d
FAVF352 46.1 cd 49.2 b-f 47.1f-h 54.9 b—d 53.2a-e 50.1 b-d
FAVF341 46.3 cd 42.9fg 48.8 f-h 61.1ab 50.7 b-e 49.9 b-e
FAVF353 47.9 cd 47.2 b-f 51.5b-h 53.3 b-d 49.6 b-e 49.9 b-e
FAVF332 45.6 cd 52.6b 48.0 f-h 55.8 b—d 47.0 d-f 49.8 b-e
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FAVF346 46.2 cd 49.1 b-f 49.6 e-h 55.2 b-d 48.8 b-f 49.8 b-e

FAVF343 46.4 cd 43.5d-g 50.8 c-h 60.0 ab 47.6 cf 49.6 b-e
FAVF336 47.7 cd 46.3 b-f 48.5f-h 58.0b 47.2 d-f 49.5 b-e
FAVF342 46.0 cd 45.9 b-f 49.9 d-h 60.1 ab 45.2 ef 49.4 b-e
FAVF330 46.0 cd 46.9 b-f 48.6 f-h 58.4 b 46.5 ef 49.3 b-e
FAVF325 46.7 cd 48.4 b-f 48.3 f-h 52.3 b—d 50.5 b-e 49.2 b-e
FAVF327 47.1cd 47.8 b-f 46.6 gh 56.2 bc 46.2 ef 48.8 b-e
FAVF339 47.2 cd 42.0fg 50.1 d-h 56.7 bc 47.6 cf 48.7 b-e
FAVF324 49.3¢c 45.7 b-f 55.8 a—f 46.1cd 46.0 ef 48.6 b-e
FAVF328 45.7 cd 44.6 cf 46.1 gh 57.0 bc 46.0 ef 47.9 b-e
FAVF338 455 cd 45.1 cf 44.12 h 54.9 b—d 48.6 b-f 47.6 c-e
FAVF331 46.0 cd 43.2e-9 46.6 gh 54.0 b—d 46.6 ef 47.3 c-e
FAVF326 46.0 cd 44.0 c-g 44.8 h 52.8 b—d 45.7 ef 46.6 c-e
FAVF337 42.85d 36.79 48.9 f-h 53.8 b—d 45.1 ef 455 de
FAVF344 47.8 cd 44.0 c-g 49.4 f-h 44.1d 395f 449e

*Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes de acuerdo ala prueba
de (Tukey a=0.05).

Los resultados obtenidos de los cinco aislados que mantuvieron los mas altos porcentajes
de inhibicion son semejantes a los reportados por Oliva et al. (2016) en el cual se
utilizaron cepas nativas de Trichoderma spp., bacterias del género Bacillus spp. y
Pseudomonas spp. para el control de varios patégenos con origen en el suelo, incluyendo
a Fusarium. También concuerdan con lo indicado por Rios et al. (2016), quienes
evaluaron cepas nativas de Trichoderma contra Fusarium oxysporum y reportaron un

porcentaje de inhibicién por encima de 50%.

Respecto a F. oxysporum, el Trichoderma que exhibié la mejor inhibicion in vitro fue el
aislado FAVF335. En el caso de M. phaseolina no existio diferencia significativa entre los
mejores cinco aislados de Trichoderma. Para el patégeno R. solani, los porcentajes de
inhibicién entre los mejores cinco aislados fueron similares. Mientras que, el aislado
FAVF340 mantuvo el mayor porcentaje de inhibicion sobre los patdgenos S. sclerotiorum
y S. rolfsii (Cuadro 2). La actividad antagdnica maxima sobre el complejo de hongos fue

mostrada por los aislados FAVF340 y FAVF335, ademas, se observé que en la
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confrontacion de estos dos aislados de Trichoderma contra los fitopatdgenos, provocaron
cambio de color en el medio de cultivo y exhibieron una zona de inhibicidn de crecimiento
en algunos patdégenos a partir de las 48 h, e impidiendo el contacto de micelio del
antagonista con el micelio del patégeno, lo que podria deberse a la excrecion de

metabolitos secundarios como se muestra en la Figura 4B y Figura 5J.

El analisis filogenético (Figura 4) generado con la combinacion de datos de secuencias
ITS, EF-1a y RPB2 e inferido bajo el criterio de Maxima Verosimilitud, mostro la suficiente
informacién para distinguir a los aislados FAVF345, FAVF349 y FAVF351 en el clado de
Trichoderma afroharzianum. Mientras que, los aislados FAVF335 y FAVF340 se ubicaron

con buen soporte en el clado de Trichoderma longibrachiatum.
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0.050

Figura 3. Arbol filogenetico generado con analisis de secuencias ITS, EF-1a y RPB2 de
especies de Trichoderma.
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Los valores de soporte Bootstrap para maxima verosimilitud estan indicados en los
nodos. Nectria eustromatica CBS 125578 se us6 como grupo externo. La barra de escala

indica el niumero de cambio esperados por sitio.

Los resultados de nuestro estudio fueron similares a los de otros autores en los cuales
reportaron la capacidad antagonica en condiciones in vitro de aislados de T.
longibrachiatum contra Fusarium verticillioides y F. oxysporum (Sobowale et al., 2010;
Hewedy et al., 2019). También coinciden con los resultados de Sallam et al. (2019),
quienes probaron siete aislados de Trichoderma contra F. oxysporum f. sp. lycopersici,
de los cuales un aislado de T. longibrachiatum tuvo un crecimiento superior y exhibio un
antagonismo significativo contra el patégeno causante de la marchitez del tomate. Por
otro lado, nuestros resultados concuerdan con Tchameni et al. (2019) quienes reportaron
gue una cepa de T. afroharzianum inhibié de manera significativa a Pythium myriotylum

en condiciones in vitro.

Figura 4.- A) Antagonismo de T. longibrachiatum (FAVF335) contra Fusarium
oxysporum; B) Antagonismo de T. longibrachiatum (FAVF335) contra
Macrophomina phaseolina; C) Antagonismo de T. longibrachiatum (FAVF335)
contra Rhizoctonia solani; D) Antagonismo de T. longibrachiatum (FAVF335)
contra Sclerotium rolfsii y E) Antagonismo de T. longibrachiatum (FAVF335) contra
Sclerotinia sclerotiorum a los tres dias posteriores a la confrontacion. F= Testigo
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de Fusarium oxysporum; G= Testigo de Macrophomina phaseolina; H= Testigo de
Rhizoctonia solani; I= Testigo de Sclerotium rolfsii y J= Testigo de Sclerotinia
sclerotiorum.

En los contactos que se dieron entre el micelio de los antagonistas y él de los
fitopatdgenos, los aislados T. longibrachiatum (FAVF335), T. longibrachiatum (FAVF340),
T. afroharzianum (FAVF345), T. afroharzianum (FAVF349) y T. afroharzianum (FAVF351)
desarrollaron una barrera para evitar el paso del patégeno, ademas que lo invadieron. En
ciertas confrontaciones, el aislado T. longibrachiatum (FAVF335) mostré una actividad
antibidtica contra M. phaseolina (Figura 7B), mientras que el aislado T. longibrachiatum
(FAVF340) desarroll6 la actividad antibiética contra S. rolfsii (Figura 7J). La actividad
antibidtica de ciertos aislados de Trichoderma es el resultado de la produccién de
compuestos volatiles con los que desactivan a los patégenos y les hacen mas
susceptibles a los metabolitos no volatiles provocando inhibicion del crecimiento o muerte
celular, sin embargo, la contribucién relativa de las enzimas liticas y los antibidticos de
Trichoderma spp. contra los fitopatégenos se ha estudiado poco (Vey et al.,, 2001;
Harman et al., 2004b; Omann et al., 2012).

F

Figura 5.- A) Antagonismo de T. longibrachiatum (FAVF340) contra Fusarium
oxysporum; B) Antagonismo de T. longibrachiatum (FAVF340) contra
Macrophomina phaseolina; C) Antagonismo de T. longibrachiatum (FAVF340)
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contra Rhizoctonia solani; D) Antagonismo de T. longibrachiatum (FAVF340)
contra Sclerotium rolfsii y E) Antagonismo de T. longibrachiatum (FAVF340) contra
Sclerotinia sclerotiorum a los tres dias posteriores a la confrontacion. F= Testigo
de Fusarium oxysporum; G= Testigo de Macrophomina phaseolina; H= Testigo de
Rhizoctonia solani; 1= Testigo de Sclerotium rolfsii; J= Testigo de Sclerotinia
sclerotiorum.

El comportamiento de los 30 aislados de Trichoderma frente a los cinco patégenos mostré
que la actividad antag6nica maxima (71.3%) fue obtenida con el aislado T.
longibrachiatum (FAVF340) sobre el patbgeno S. sclerotiorum. La mayoria de los aislados
de Trichoderma mostraron una mejor capacidad para parasitar a S. sclerotiorum y R.
solani que los demas patdgenos del complejo (Cuadro 2). Los resultados de este trabajo
coinciden con la investigacion previa de Mishra et al. (2000) quienes encontraron que R.
solani fue mas susceptible a la inhibicion por los aislados de Trichoderma en comparacion

con S. rolfsii y F. oxysporum.

En cuanto a las observaciones de las interacciones vistas en microscopia de luz, a los
cinco dias después de las confrontaciones duales, los aislados de Trichoderma
invadieron a las colonias de los patégenos. El antagonismo se observo principalmente
por el mecanismo de micoparasitismo y de competencia (Figura 7). Las hifas del aislado
T. longibrachiatum (FAVF340) se adhirieron a las hifas de M. phaseolina a través del
enrollamiento que finalmente formaron haustorios y penetraron a la pared del patdégeno
(Figura 7A). La penetracion de la pared celular es por la secrecidbn de enzimas
degradadoras (Howell, 2003; EI-Debaiky et al.,, 2017). El mismo aislado T.
longibrachiatum (FAVF340) us6 el mecanismo de antibiosis sobre S. sclerotiorum y M.
phaseolina (Figura 6, G e I). Mientras que, el aislado T. longibrachiatum (FAVF335)
parasitd a F. oxysporum mediante el mecanismo de micoparasitismo y antibiosis,
formando gran cantidad de haustorios en hifas de F. oxysporum (Figura 7C), sin embargo,
control6 a M. phaseolina principalmente por antibiosis (Figura 6B). El antagonista T.
afroharzianum (FAVF351) penetré directamente las hifas de R. solaniy crecié dentro de
estas (Figura 7B). Entretanto, el antagonista T. afroharzianum (FAVF345) mostré el
crecimiento de sus hifas alrededor del patégeno S. rolfsii, tras el reconocimiento del

patégeno se unid a las hifas y las penetr6 (Figura 7D). En caso del aislado T.
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afroharzianum (FAVF349), produjo estructuras similares a ganchos y apresorios que le
facilitaron la penetracion de las hifas de S. sclerotiorum (Figura 7E). Los aislados T.
longibrachiatum (FAVF335) y T. longibrachiatum (FAVF340) fueron los méas efectivos
para inhibir el crecimiento de los patdégenos evaluados como se mostré anteriormente en

los cultivos duales (Figura 6).
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Figura 6.- A) T. longibrachiatum (FAVF335) contra F. oxysporum; B) T.
longibrachiatum (FAVF335) contra M. phaseolina; C) T. longibrachiatum (FAVF335) contra R. solani;
D) T. longibrachiatum (FAVF335) contra S. rolfsii; E) T. longibrachiatum (FAVF335) contra S.
sclerotiorum; F) T. longibrachiatum (FAVF340) contra F. oxysporum; G) T. longibrachiatum
(FAVF340) contra M. phaseolina; H) T. longibrachiatum (FAVF340) contra R. solani; 1) T.
longibrachiatum (FAVF340) contra S. rolfsii; J) T. longibrachiatum (FAVF340) contra S. sclerotiorum;
K) T. afroharzianum (FAVF345) contra F. oxysporum; L) T. afroharzianum (FAVF345) contra M.
phaseolina; M) T. afroharzianum (FAVF345) contra R. solani; N) T. afroharzianum (FAVF345) contra
S. roffsii; O) T. afroharzianum (FAVF345) contra S. sclerotiorum; P) T. afroharzianum (FAVF349)
contra F. oxysporum; R) T. afroharzianum FAVF349 contra M. phaseolina; S) T. afroharzianum
(FAVF349) contra R. solani; T) T. afroharzianum (FAVF349) contra S. rolfsii; U) T. afroharzianum
(FAVF349) contra S. sclerotiorum; V) T. afroharzianum (FAVF351) contra F. oxysporum; W)
Trichoderma FAVF351 contra M. phaseolina; X) Trichoderma FAVF351 contra R. solani; Y)
Trichoderma FAVF351 contra S. rolfsii; Z) Trichoderma FAVF351 contra S. sclerotiorum a los tres
dias posteriores a la confrontacin (dpc) en medio PDA.
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Figura.-7. Micoparasitismo de Trichoderma spp. en pruebas in vitro. A) T. longibrachiatum
(FAVF340) vs Mph (100X); B) T. afroharzianum (FAVF351) vs Rhs (100X); C) T. longibrachiatum
(FVAF335) vs Fo (400X); D) T. afroharzianum (FAVF345) vs Sr (100X) y E) T. afroharzianum
(FAVF349) vs Ss (40X). Mph= M. phaseolina; Rhs= R. solani; Fo= F. oxysporum; Sr= S. rolfsii;
Ss=S. sclerotiorum.

Los resultados de este trabajo concuerdan con Gveroska y Ziberoski (2012), quienes
registraron deformaciones en las hifas de A. alternata como resultado de la accion de T.

harzianum. Por otro lado, Abdullah et al. (2008) informaron también que las hifas de la
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cepa T. harzianum en contacto con las hifas de S. sclerotiorum produjeron estructuras
similares a ganchos y apresorios, que permitieron la penetracion de las hifas de S.
sclerotiorum. Segun investigaciones previas, las lectinas estan involucradas de manera
directa en el proceso de micoparatismo de Trichoderma spp. sobre los patégenos y
revelaron que existe una correlacion positiva entre la cantidad de enzimas y el porcentaje

de inhibicion del antagonista (Michel-Aceves et al., 2005; Infante et al., 2009).

Respecto al andlisis morfolégico, las colonias de los aislados conservaron las
caracteristicas del género Trichoderma, pero, presentaron variaciones en el color de las
esporas y el patron de esporulacion en cultivo PDA. En su inicio, las colonias aparecieron
con color blanco, luego se cambiaron a color verde claro o verde intenso, también se
tornaron a amarillento claro o intenso con esporulacién densa con tiempo de incubacién
(Cuadro 3) y (Figura 2), y se desarrollan conidiéforos ramificados en forma de un arbol,
presenta la formacion de esporas asexuales o conidios sobre fidlides (Figura 5). Los
conidi6foros mantienen la poblacién del hongo durante el proceso vegetativo de las
plantas (Rifai, 1969; Hermosa et al., 2011; Qiao et al., 2018).

Figura 8.- Colonias de los cinco aislados de Trichoderma con mayor porcentaje de
inhibicién. A) T. longibrachiatum (FAVF335); B) T. longibrachiatum (FAVF340); C) T.
afroharzianum (FAVF345); D) T. afroharzianum (FAVF349); E) T. afroharzianum
(FAVF351).
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Cuadro 3.- Variaciones en la colonia de los aislados de Trichoderma spp.

Aislados de Descripcion

Trichoderma spp.

T. longibrachiatum (FAVF335) Coloracién amarilla con esporulacién densa (Figura 2A)

T. longibrachiatum (FAVF340) Coloracién verde claro en su colonia con esporulacion densa
(Figura 2B)

T. afroharzianum (FAVF345) Colonia con coloracién verde oscuro con esporulacién densa
(Figura 2C)

T. afroharzianum (FAVF349) Colonia amarilla claro con esporulacién densa (Figura 2D)

T. afroharzianum (FAVF351) Colonia verde oscuro con esporulacion densa (Figura 2E)

2.5.1. Antagonismo de Trichoderma spp. en invernadero.

En la prueba de biocontrol in vivo, todos los fitopatégenos pertenecientes al complejo de
hongos con origen en el suelo causantes de la marchitez del garbanzo ocasionaron 100%
de incidencia de la enfermedad en las plantas de garbanzo y se registré un porcentaje
por encima de 84% de severidad para la variedad Blanco Sinaloa-92 y mas de 86% para
la variedad P-22-45. Fusarium oxysporum registré los mayores porcentajes de severidad
(96.6 y 98.3%) para la variedad Blanco Sinaloa-92 y variedad P-22-45, respectivamente.
Mientras que, R. solani mostré los menores porcentajes de severidad, 85% para Blanco
Sinalo-92 y 86.6 % para la variedad P-22-45 (Cuadros 4 y 5). Cuando las semillas de la
variedad Blanco Sinaloa-92 fueron tratadas con los Trichoderma spp. y el fungicida
comercial hubo una reduccién de la enfermedad de 33.3 a 100% y de 75 a 100% para
las variables incidencia y severidad, respectivamente. En el caso de la variedad P-22-45,
la reduccién fue de 50 a 100% y de 86.6 a 100% para la incidencia y la severidad,

respectivamente.

Cabe resaltar que en la prueba in vivo, el aislado T. longibrachiatum (FAVF340) mostro

una reduccién de 100% de incidencia y severidad en la variedad Blanco Sinaloa-92 contra
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el complejo de hongos, mientras que para la variedad P-22-45, el mismo aislado mostré
los mayores porcentajes de reduccion que oscilaron entre 66.7 a 100% para la incidencia
y de 96.6 a 100% para la severidad. Claramente se observo, que la aplicacion de los
antagonistas protegio a las plantas de garbanzo del ataque de los fitopatdgenos y mejor6
el desarrollo de las plantas (Cuadros 4y 5).

En este estudio, los aislados T. longibrachiatum (FAVF340) y T. longibrachiatum
(FAVF335) mostraron el mejor control in vivo sobre el complejo de hongos fitopatdégenos.
Asimismo, el aislado T. longibrachiatum (FAVF340) presentd el mayor control contra los
patégenos, comparados incluso con el Trichoderma comercial y al fungicida comercial,
los cuales redujeron incidencia y severidad. Del mismo modo el aislado T.
longibrachiatum (FAVF340) estimul6 el mayor desarrollo de las plantas (19.3 a 25 cm) en
altura y en longitud de raiz (13. a 14.6 cm) para la variedad Blanco Sianloa-92 en
comparacion con los demas tratamientos, sin embargo, para la variedad P-22-45, la altura
de las plantas vario de 14.6 a 19. cm Yy la longitud de la raiz fue de 11.6 a 14. cm (Cuadros
4 y 5). Las plantas de semillas no tratadas (testigo absoluto) mostraron porcentajes de
33.3 y 50% de incidencia para la variedad Blanco Sinaloa-92 y variedad P-22-45,
respectivamente. Entretanto, las plantas de semillas tratadas solo con Trichoderma spp.
o fungicida mostraron porcentajes de incidencia y de severidad nulos en las dos
variedades. Al observar los resultados de las confrontaciones antagonistas-patdégenos
con las semillas y las semillas solas inoculadas con patdégenos, mostraron que la variedad
P-22-45 es mas susceptible a los patdégenos con origen en el suelo en comparacion con

la variedad Blanco Sinaloa-92 (Cuadros 4 y 5).

Cuadro 4.- Efectos de Trichoderma spp. sobre el crecimiento y la supresion de la

marchitez del garbanzo en variedad Blanco Sinaloa-92.

. Incidencia Severidad (%) Altura de planta  Longitud de raiz
Tratamiento

(%) (cm) (cm)
Fusarium oxysporum 100 a 96.67 a 10.00 o—q 5330
Macrophomina phaseolina 100 a 91.67 ab 8.17q 8.17 I-n
Rhizoctonia solani 100 a 85.00 b 12.00 m—q 6.50 no
Sclerotium rolfsii 100 a 91.67 ab 10.51 n—q 7.00 m-o
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Sclerotinia sclerotiorum
. longibrachiatum (FAVF335) + F. oxysporum
. longibrachiatum (FAVF335) + M. phaseolina
. longibrachiatum (FAVF335) + R. solani
. longibrachiatum (FAVF335) + S. rolfsii
. longibrachiatum (FAVF335) + S. sclerotiorum
. longibrachiatum (FAVF340) + F. oxysporum
. longibrachiatum (FAVF340) + M. phaseolina
. longibrachiatum (FAVF340) + R. solani
. longibrachiatum (FAVF340) + S. roffsii
. longibrachiatum (FAVF340) + S. sclerotiorum
. afroharzianum (FAVF345) + F. oxysporum

. afroharzianum (FAVF345) + M. phaseolina

T
T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T. afroharzianum (FAVF345) + R. solani
T. afroharzianum (FAVF345) + S. roffsii

T. afroharzianum (FAVF345) + S. sclerotiorum
T. afroharzianum (FAVF349) + F. oxysporum
T. afroharzianum (FAVF349) + M. phaseolina
T. afroharzianum (FAVF349) + R. solani

T. afroharzianum (FAVF349) + S. rolfsii

T. afroharzianum (FAVF349) + S. sclerotiorum
T. afroharzianum (FAVF351) + F. oxysporum
T. afroharzianum (FAVF351) + M. phaseolina
T. afroharzianum (FAVF351) + R. solani

T. afroharzianum (FAVF351) + S. rolfsii

T. afroharzianum (FAVF351) + S. sclerotiorum
Trichoderma comercial + F. oxysporum
Trichoderma comercial + M. phaseolina
Trichoderma comercial + R. solani
Trichoderma comercial + S. rolfsii
Trichoderma comercial + S. sclerotiorum
Fungicida comercial + F. oxysporum
Fungicida comercial + M. phaseolina
Fungicida comercial + R. solani

Fungicida comercial + S. rolfsii

Fungicida comercial + S. sclerotiorum

T. longibrachiatum (FAVF335)

100 a
16.7 cd
0.00d
16.7 cd
0.00d
0.00d
0.00d
0.00d
0.00d
0.00d
0.00d
50.00 bc
50.00 bc
16.7 cd
50.00 bc
50.00 bc
66.7 ab
50.00 bc
50.00 bc
50.00 bc
50.00 bc
66.7 ab
33.3 b—d
50.00 bc
16.7 cd
50.00 bc
33.3 b—d
16.7 cd
0.00d
50.00 bc
33.3 b—d
16.7 cd
33.3 b—d
0.00d
50.00 bc
16.7 cd
0.00d

93.33 ab
1.67 fg
0.00 g
1.67fg
0.009g
0.00g
0.009g
0.00g
0.00g
0.00g
0.00g
6.67 c—g
5.00 d—g
1.67fg
13.33 cd
15.00 ¢
11.67 c—e
13.33 cd
10.00 c—f
8.33c—g
8.33c—g
8.33c—g
6.67 c—g
11.67 c-e
1.67 fg
6.67 c—g
3.33e-g
1.67 fg
0.00 g
8.33¢c—g
3.33e-g
1.67 fg
3.33¢c—g
0.00 g
5.00 d—g
1.67 fg
0.00 g

9.48 pq
15.67 f-m
15.67 f-m
20.83 be
17.67 c—k
18.00 c—j
25.00 a
20.33 b—e
19.33 c—g
20.33 b—e
19.67 cf
15.67 f-m
14.00 j—o
13.83 k-0
14.67 i-m
15.33 g—m
17.67 c—k
13.33 1p
15.33 g—m
13.33 |Ip
14.33 i-n
18.33 3 c—i
14.50 i-n
12.83 |p
14.67 i-m
14.67 i-m
16.67 d-l
16.33 el
14.33 i-n
15.33 g—m
15.67 f-m
15.33 g—m
14.33 i-n
20.33 b-e
17.67 c—k
12.67 I-p
24.00 ab

7.00 m—o0
12.00 c-h
12.33 b—g
13.33 b—e
13.33 b—e
12.33 b—g
13.33 b—e
13.33 b—e
14.67 b
13.00 b—e
13.33 b—e
10.00 g
10.00 g
9.00 j-m
9.67 h-l
9.67 h-|
9.67 h-|
9.33i-m
9.00 j-m
10.33 f-I
10.00 g
9.33 i-m
9.00 j-m
8.67 k—n
9.33 i-m
9.00 j-m
13.67 b—d
13.00 b—e
12.33 b—g
11.67 d—i
12.00 c-h
11.33 d—j
11.00 e—k
11.00 e—k
10.00 g
10.00 g
14.33 bc
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T. longibrachiatum (FAVF340)
T. afroharzianum (FAVF345)
T. afroharzianum (FAVF349)
T. afroharzianum (FAVF351)
Trichoderma comercial
Fungicida comercial

Control absoluto

0.00d
0.00d
0.00d
0.00d
0.00d
0.00d
33.3 b—d

0.00g
0.00g
0.00g
0.00 g
0.00 g
0.00 g
8.33c—g

27.33 a
13.00 I-p
15.00 h—-m
20.67 b—d
19.00 c-h
18.00 c—j
14.00 j-o

18.33 a
12.67 b—f
11.33 dj
11.33 dj
17.67 a

12.67 b—f

11.00 ek

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba

de LSD de Fisher (a=0.05).

Cuadro 5.- Efectos de Trichoderma spp. sobre el crecimiento y la supresion de la

marchitez del garbanzo en variedad P-22-45.

Tratamiento Incidencia Severidad (%) Altura de planta  Longitud de raiz
(%) (cm) (cm)
Fusarium oxysporum 100 a 98.33 a 9.33 g-t 5.50 g-s
Macrophomina phaseolina 100 a 93.33 ab 6.53t 441s
Rhizoctonia solani 100 a 86.67 b 7.21t 5.21g-s
Sclerotium rolfsii 100 a 90.00 ab 7.88 st 6.50 p—r
Sclerotinia sclerotiorum 100 a 93.33 ab 8.69 r-t 4.79rs
T. longibrachiatum (FAVF335) + F. oxysporum 33.3 bc 3.33c-e 15.00 e—k 11.00 c—g
T. longibrachiatum (FAVF335) + M. phaseolina 0.00c 0.00 e 14. 33 - 12.50 a—
T. longibrachiatum (FAVF335) + R. solani 16.7 bc 1.67 de 13.00 i-p 10.33 e
T. longibrachiatum (FAVF335) + S. roffsii 33.3 bc 5.00 c-e 15.67 d—i 12.33 a—d
T. longibrachiatum (FAVF335) + S. sclerotiorum 50.00 b 6.67 c—e 13.67 g—m 12.67 a—
T. longibrachiatum (FAVF340) + F. oxysporum 0.00c 0.00 e 19.00 ab 14.00 a
T. longibrachiatum (FAVF340) + M. phaseolina 0.00c 0.00 e 15.33 d—j 12.67 a—
T. longibrachiatum (FAVF340) + R. solani 16.7 bc 3.33c-e 18.00 a—d 11.67 b—f
T. longibrachiatum (FAVF340) + S. rolfsii 33.3 bc 3.33c-e 15.00 e—k 11.67 b—f
T. longibrachiatum (FAVF340) + S. sclerotiorum 0.00c 0.00e 14.67 el 13.00 ab
T. afroharzianum (FAVF345) + F. oxysporum 50.00 b 6.67 c—e 11.33 m-r 8.33i-n
T. afroharzianum (FAVF345) + M. phaseolina 50.00 b 11.67 cd 12.00 I-g 9.00 h—-n
T. afroharzianum (FAVF345) + R. solani 50.00 b 11.67 cd 14.33 - 9.00 h—-n
T. afroharzianum (FAVF345) + S. rolfsii 33.3 bc 5.00 c-e 14.00 f-m 9.00 h—-n
T. afroharzianum (FAVF345) + S. sclerotiorum 50.00 b 8.33c—e 14.00 f-m 8.00 I-p
T. afroharzianum (FAVF349) + F. oxysporum 50.00 b 8.33c—e 10.67 o-s 8.67 j-0
T. afroharzianum (FAVF349) + M. phaseolina 50.00 b 6.67 c—e 11.00 n—r 10.00 f-k
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T. afroharzianum (FAVF349) + R. solani 33.3 bc 8.33c—e 13.33 h-o 8.00 I-p
T. afroharzianum (FAVF349) + S. rolffsii 50.00 b 10.00 c-e 12.33 k-p 7.33 n—p
T. afroharzianum (FAVF349) + S. sclerotiorum 33.3 bc 5.00 c—e 13. 33 h-o 7.67 m—p
T. afroharzianum (FAVF351) + F. oxysporum 33.3 bc 8.33 c-e 13.67 g—n 8.67 -0
T. afroharzianum (FAVF351) + M. phaseolina 16.7 bc 13.33 ¢ 16.33 b—g 8.83 i-n
T. afroharzianum (FAVF351) + R. solani 33.3 bc 6.67 c—e 12.67 j—p 10.33 e
T. afroharzianum (FAVF351) + S. rolfsii 50.00 bc 10.00 c-e 13.33 h-o 8.67 j-0
T. afroharzianum (FAVF351) + S. sclerotiorum 50.00 b 13.33¢ 14.67 el 7.00 0—q
Trichoderma comercial + F. oxysporum 33.3 bc 3.33c—e 13.67 g—n 9.50 g
Trichoderma comercial + M. phaseolina 50.00 b 10.00 c-e 19.33 a 10.00 f—k
Trichoderma comercial + R. solani 50.0 b 8.33c—e 13.67 g—n 8.67 -0
Trichoderma comercial + S. rolfsii 50.00 b 8.33c—e 13.00 i-p 9.33 g-m
Trichoderma comercial + S. sclerotiorum 33.3 bc 5.00 c-e 15.67 d—i 10.33 e
Fungicida comercial + F. oxysporum 33.3 bc 5.00 c—e 12.67 j—p 9.00 h-n
Fungicida comercial + M. phaseolina 16.7 bc 1.67 de 16.00 c-h 10.50 e—i
Fungicida comercial + R. solani 50.00 b 5.00 c—e 12.33 k—p 10.67 d-h
Fungicida comercial + S. roffsii 33.3 bc 5.00 c—e 14.00 f-m 7.67 m—p
Fungicida comercial + S. sclerotiorum 50.00 b 6.67 c—e 14.00 f-m 12.00 b—e
T. longibrachiatum (FAVF335) 0.00c 0.00 e 16.67 a—f 14.00 a
T. longibrachiatum (FAVF340) 0.00c 0.00 e 19.00 ab 14.00 a
T. afroharzianum (FAVF345) 0.00c 0.00 e 10.67 o—s 11.67 b—f
T. afroharzianum (FAVF349) 0.00c 0.00 e 10.33 0-s 10.33 e
T. afroharzianum (FAVF351) 0.00c 0.00 e 12.00 I-q 11.67 b—f
Trichoderma comercial 0.00c 0.00 e 18.67 a— 12.50 a—c
Fungicida comercial 0.00c 0.00 e 17.33 a—e 10.33 a—d
Control absoluto 50.00 b 6.67 c—e 13.67 g—n 10.16 f—

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba
de LSD de Fisher (a=0.05).

Los efectos benéficos por Trichoderma spp. en las plantas se caracterizan en gran
medida por una notable promocién del crecimiento tanto en la parte aérea como en las
raices de las plantas y se aumenta considerablemente la defensa de las plantas al ataque
de los hongos fitopatégenos (Lorito et al., 2010). Trichoderma spp. exhiben diferentes
patrones de comportamiento que favorecen el crecimiento y desarrollo de las plantas por
accion directa e indirecta, las acciones directas por las cuales las especies de

Trichoderma controlan el crecimiento de los fitopatbgenos son: la competencia, la
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antibiosis, la produccion de sideroforos y el hiperparasitismo (Hermosa et al., 2012;
Contreras-Cornejo et al., 2016; Li et al., 2016). Las respuestas de resistencia sistémica
inducida en plantas son uno de los mecanismos indirectos por los cuales Trichoderma
spp. Y ciertas especies de bacteria del género Bacillus reducen las enfermedades en las
plantas. La induccion de defensa de Trichoderma spp. esta asociada en gran medida con
la produccion de proteinas relacionadas con la patogenicidad como la b-1,3-glucanasa y
la enzima de defensa fenilalanina amonio liasa y enzimas oxidativas como la peroxidasa,
la polifenol oxidasa y la superoxido dismutasa (Yedidia et al., 1999; Ahmed et al., 2000;
Elad, 2000; Compant et al., 2005; Yang et al., 2009; Shoresh et al., 2010). Trichoderma
spp. también pueden inducir resistencia sistémica adquirida (SAR), incluso cuando la
resistencia sistémica inducida (ISR) esté activada y pueden mejorar la resistencia de la
planta contra fitopatdgenos. Ademas de proteger las plantas de los organismos nocivos
de la rizosfera, Trichoderma spp. pueden promover también el crecimiento de las plantas
mediante la produccion de hormonas de crecimiento vegetal como IAA y GA3 (Cattelan
et al., 1999; Chen et al., 2007; Harman, 2011).

En este estudio, cinco aislados de Trichoderma mostraron propiedades antagonistas
significativas contra el complejo hongos con origen en el suelo, incluyendo a F.
oxysporum, M. phaseolina, R. solani, S. rolfsii y S. sclerotiorum. Trichoderma solo o en
combinacion con el patbgeno aumento significativamente el crecimiento de los brotes, la
raiz y el tallo de las plantas en comparacién con el testigo absoluto o con las semillas de
garbanzo inoculadas solas con el patdgeno (Cuadros 4 y 5). La aplicacion de Trichoderma
spp. en una amplia gama de cultivos como agentes de biocontrol para el manejo de
diferentes patdgenos se debe a su eficacia en la inhibicién del crecimiento y desarrollo
de fitopatégenos (Mathys et al., 2012; Chowdappa et al., 2013). En una investigacion
realizada por Amin et al. (2010), afirmaron que los metabolitos volatiles de Trichoderma
spp. redujeron eficazmente el crecimiento micelial y la produccién de esclerocios en los

patégenos.

El buen control que mostro el aislado de T. longibrachiatum (FAVF340) contra el complejo
de hongos fitopatdégenos causantes de la marchitez del garbanzo podria ser apoyado por

los procesos de metabolitos volatiles (Cuadros 4 y 5). Pacheco et al. (2016) afirmaron
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gue los metabolitos volatiles de Trichoderma spp. son fungistéticos. Varios autores
reportaron resultados similares a nuestro trabajo en los cuales T. reesi, T. harzianumy T.
longibrachiatum controlaron significativamente a F. oxysporum, R. solani, S. rolfsii,
Colletotrichum capsici, S. sclerotiorum, Helminthosporium oryzae y Alternaria brassicicola
en diferentes cultivos de importancia comercial (Amin et al., 2010; Zhang et al., 2014;
Pacheco et al., 2016). Los resultados de nuestro estudio estdn también concuerdan con
el estudio de Zehra et al. (2017), quienes mostraron que diferentes cepas de T. harzianum
pudieron controlar la marchitez causada por F. oxysporum en cultivo de tomate (Solanum

lycopersicum).

A pesar de la falta de informacion sobre los mecanismos de la promocion del desarrollo
de las plantas inducidos por Trichoderma, se cree que Trichoderma spp. pueden mejorar
la disponibilidad de nutrientes, haciéndolos, mas asimilables para las plantas, lo que
contribuye en gran medida a la promocién del crecimiento de las plantas (Yadav et al.,
2009; Kapri y Tewari, 2010; Singh et al., 2014). Sridharan et al. (2020) confirmaron que
una cepa de T. longibrachiatum mostré propiedades antagonistas significativas contra los
patogenos S. rolfsii y M. phaseolina. Por otro lado, varios autores informaron que la
acidificacion por acidos organicos liberados por T. harzianum proporciona mas nutrientes
e influye directamente en el crecimiento de las plantas y podria atribuirse a la eficiencia
de la fotosintesis (Kucuk et al., 2008; Lorito et al., 2010; Lopez-Raez et al., 2017). Galletti
et al. (2019) confirmaron la capacidad antagonica de especies T. gamsii y T.
afroharzianum evaluados en semillas de maiz contra Fusarium verticillioides, lo que
resulté en la promocién del crecimiento de las plantas y la induccién de respuestas
sistémicas contra el patdgeno. Los aislados de Trichoderma tienen fuertes efectos
antagdnicos y micoparasitarios contra los fitopatégenos y, por lo tanto, pueden reducir la
severidad de la enfermedad en las plantas (Viterbo y Horwitz, 2010; Elsharkawy et al.,
2013).
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2.6. CONCLUSIONES

En condiciones in vitro, cinco aislados de Trichoderma spp. (T. longibrachiatum FAVF335,
T. longibrachiatum FAVF340, T. afroharzianum FAVF345, T. afroharzianum FAVF349, T.
afroharzianum FAVF351) identificados morfolégica y molecularmente, redujeron
significativamente el crecimiento micelial del complejo de fitopatdégenos con origen en el
suelo que incluye a, Fusarium oxysporum, Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani,
Sclerotium rolfsii y Sclerotinia sclerotiorum, los cuales estan asociados a la marchitez del

garbanzo.

En los cultivos duales, los aislados T. longibrachiatum (FAVF335) y T. longibrachiatum
(FAVF340) mostraron el mayor control sobre los patdégenos, y en las pruebas de
interaccion micelial se observo principios de micoparasitismo de los aislados de
Trichoderma sobre las hifas de los patdégenos. Entretanto, en condiciones de invernadero,
los cinco aislados de Trichoderma mostraron diferencias significativas en confrontaciones
con los patogenos de raiz, sin embargo, también los aislados T. longibrachiatum
(FAVF335) y T. longibrachiatum (FAVF340) mantuvieron el mayor control del complejo
de patdégenos asociados a la marchitez del garbanzo. La aplicacion de estos aislados en

forma de tratamientos de semillas mejoro el desarrollo de la planta.

Los resultados de nuestro estudio sugieren que la inoculacion de semillas con especies
de Trichoderma antes de la siembra accelera el proceso de colonizacion radicular, es un
paso necesario para la activacion de los mecanismos de resistencia sistémica inducida,
gue se reconoce como el principal modo de accién de este microorganismo beneficioso
para las plantas. Ademas de esto, esta alternativa podria contribuir directamente en el

cuidado del medio ambiente y la produccién de alimento inocuo para el consumo humano.
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