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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la incidencia de F.
verticillioides en cuatro genotipos de maiz y la evaluacidn de cepas
de Trichoderma como biocontrol bajo condiciones de laboratorio, 400
semillas asintomaticas tomadas al azar se desinfectaron por inmer-
sién en solucidn de hipoclorito de sodio al 1% por 3 miny se sembraron
en medio de cultivo verde de malaquita agar, se incubarona 28 + 2 °C
por dos semanas. Se utilizé un disefio completamente al azar para la
distribucién del experimento, con cuatro repeticiones para cada geno-
tipo (100 semillas por repeticién). Se determing la incidencia de F. ver-
ticillioides, mediante el conteo de los granos que habian sido coloni-
zados por el hongo, expresédndose en términos de porcentaje, también
se evaluaron Trichoderma longibrachiatum T1 40, T. asperellum T11,
T harzianum T1 4 en cultivos duales contra el patégeno, obteniendo
los siguientes resultados para cada caso; se detect6 la presencia de F.
verticillioides en los cuatro genotipos de maiz con diferentes niveles
de incidencia (p<0.01), el material criollo mostré la incidencia mas
alta con 86.03%, seguido por H520 ?9.75%, mestizo 75.5% y UAAAN-
ISP-173 con 72.07%. Se obtuvo un 35.69% de inhibicién para T. longi-
brachiatum T1 40, mientras que para T. asperellum T11, 32.68% y T.
harzianum T1 4, 32.61%. Los resultados muestran que las tres cepas
de Trichoderma inhibieron el desarrollo del patégeno haciendo con-
tacto a los dos y tres dias, respectivamente.

Palabras clave: Trichoderma spp., F. verticillioides, antagonismo, inci-
dencia.
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ABSTRACT

The present study was designed to determine the incidence of F.
verticillioides in four maize genotypes and to evaluate strains of
Trichoderma as biocontrol under laboratory conditions. Asymptom-
atic maize seeds chosen at random were disinfected by immersion,
sowed in green malachite agar culture medium and incubated at 28 +
2 °C for two weeks. A completely randomized design with four replicates
for each genotype (100 seeds per replicate) was used. Incidence of
F. verticillioides was determined by counting the grains colonized by
the fungus, expressed in percentage; also assessed strains of Tricho-
derma longibrachiatumT1 40, T. asperellum T11 and T. harzianum T1 4
in dual cultures against the pathogen. The following results were ob-
tained: in each case, the presence of F. verticillioides was detected in
the four maize genotypes with different levels of incidence (p<0.01).
Creole material showed the highest incidence (86.03%), followed by
H520 (79.75%), mestizo (75.5%) and UAAAN-ISP-173 (72.07%). With
the T. longibrachiatum T1 40 strain has been a 35.69% of F. verticillioi-
des inhibition, while with T.asperellum T11 itwas 32.68% and T. harzia-
num T1 4 it was 32.61%. The results show that the three Trichoderma
strains inhibited the development of the pathogen by contacting at
the two and three days respectively.

Key words: Trichoderma spp., F. verticillioides, antagonism, incidence.
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INTRODUCCIGN

usarium verticillioides es el hongo mas im-
Fportante que limita en gran medida la pro-

ducciéon de maiz, causando considerables
pérdidas econdmicas, asi como cambios en su con-
tenido nutritivo, sabor de los productos y contami-
nacion de los granos con micotoxinas (Damarys et
al., 1976).

Diversos autores sefialan que el hongo tiene una
amplia distribucion geografica y un rango de hospe-
deros importante, ataca cultivos como: sorgo, maiz,
higo, esparrago y cafa de azucar, entre otros (Boot,
1971; Gilbertson et al., 1981).

La entrada del patdgeno a la mazorca de maiz
puede ocurrir a través de heridas causadas por insec-
tos o aves (Attwater et al., 1983; Sutton et al., 1980) o
por crecimiento de micelio sobre los vellos del jilote
y de esporas que germinan sobre ellos (Hesseltine et
al., 1977; Koehler, 1942; Sutton, 1982).

La infeccién inicia con la formacién de micelio
blanco, que va descendiendo desde la punta de la
mazorca hasta provocar una coloraciéon de rojiza a
rosada en los granos infectados (Levin et al., 2003).

Algunas cepas de E verticillioides producen
infecciones asintomaticas de la semilla, la cual se
transmite a la plantula afectando su emergencia (Ya-
tes et al., 1997).

Para el control del patégeno se emplean dife-
rentes técnicas, siendo el control quimico una de
las mas utilizadas, pero tienen desventajas, ya que
aumenta significativamente la residualidad de los
productos en los granos. El empleo de antagonistas
como bacterias y especies de Trichoderma podria ser
una alternativa para el control bioldgico de E verti-
cillioides.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue de-
terminar la incidencia de E verticillioides en cuatro
genotipos de maiz y la evaluacion de cepas de Tri-
choderma para su control bajo condiciones de labo-
ratorio.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion del experimento

El presente trabajo se llevé a cabo en el Laboratorio
de Fitopatologia del Departamento de Parasitologia de
la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro,
ubicada en Buenavista, Saltillo, Coah., México.
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Cepas de antagonistas

Las cepas utilizadas en este trabajo fueron Tricho-
derma longibrachiatum T1 40, T. asperellum T11y T.
harzianum T1 4, tomadas del cepario del Laboratorio
de Fitopatologia del Departamento de Parasitologia.

Cepa de Fusarium verticillioides

Se aisl6 de granos de maiz criollo de la cosecha 2012,
procedente de Chapopote, Chalma, Ver., México, en
medio de cultivo verde de malaquita agar.

Genotipos de maiz

Se utilizaron dos criollos y dos hibridos, los hibridos
H-520 F1 y Mestizo diamante fueron proporciona-
dos por el Grupo Hernandez Montiel y Asociados
S.PR de R.L. cosecha 2012; un criollo se adquirié
con productores de Chapopote, Chalma, Ver., cose-
cha 2012, y el otro corresponde al material UAAAN-
ISP-173, proporcionado por el Banco Nacional de
Germoplasma de Maices de México, de la Universi-
dad Auténoma Agraria Antonio Narro de la cosecha
de 2008, recolectado en Tenampulco, Puebla.

Determinacidn de incidencia

de F. verticillioides

Se desinfectaron 400 semillas por inmersioén en una
soluciéon de hipoclorito de sodio al 1% durante 3
min. Posteriormente, se lavaron tres veces con agua
destilada estéril para remover los residuos del desin-
fectante y se secaron con corriente de aire en camara
de flujo laminar.

Para la siembra se utilizaron cajas petri de plas-
tico, se sembraron cuatro muestras de maiz en me-
dio de cultivo verde de malaquita agar, en cada caja
se colocaron 10 semillas equidistantemente una de
otra. Las muestras se incubaron a 28+2 °C durante
dos semanas.

El experimento se estableci6 en un disefio com-
pletamente al azar con cuatro repeticiones por cada
genotipo.

La identificacion macroscépica se realizé en un
microscopio estereoscopico, se observaron todos los
granos que habian sido colonizados por el patdgeno.

Para la identificacion microscopica, se realizaron
montas en portaobjetos y se observé en el micros-
copio compuesto en aumento de 40X, se siguio la
metodologia de Warham et al. (1996) y Niremberg
y O 'Donnell (1998) para la identificacién del pato-
geno.
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Anilisis estadistico

La incidencia se ajusté mediante transformacion ar-
coseno y se procesé mediante un analisis de varian-
za en un disenio completamente al azar, la separa-
cion de medias fue por la prueba de Tukey (p>0.01),
con el programa de la Facultad de Agronomia de
la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn (FAUANL)

version 2.5.

Evaluacidn in vitro del efecto antagdnico de

Trichoderma spp. sobre F. verticillioides

Para las tres cepas se evalud el por ciento de inhibi-
cioén de crecimiento radial y la capacidad antagénica
en cultivo dual en medio de cultivo PDA, el experi-
mento se establecié en un disefio completamente al
azar con cinco repeticiones por tratamiento y un tes-
tigo para el patdgeno, se coloco en el extremo de la
caja petri un disco de PDA con micelio de E vertici-
llioides de 8 mm de diametro y en el extremo opuesto
un disco de Trichoderma spp., las siembras fueron
incubadas a 28+ 2 °C durante 10 d. El crecimiento
micelial se midié diariamente.

La capacidad antagoénica se determind a los 10 d
empleando la escala de Bell et al. (1982), también se
calcularon los valores medios de porcentaje de inhi-
bicion del crecimiento radial (PICR) a las 120 h de
acuerdo con Corréa et al. (2007), se emple6 la formula
de Samaniego et al. (1989), donde PICR=R1-R2/R1,
siendo R1 el radio mayor (radio del patégeno testi-
go) y R2 el radio menor (radio del patégeno en en-
frentamiento con el antagonista).
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Anilisis estadistico

Las medias de PICR se ajustaron mediante transfor-
macién arcoseno y se procesaron por un analisis de
varianza, la separacion de medias fue por la prueba
de Tukey con un nivel de significancia de 0.05, con
el programa de la Facultad de Agronomia de la Uni-
versidad Auténoma de Nuevo Ledn (Olivares, 1994)
version 2.5.

RESULTADOS Y DISCUSION

Deteccidn de F. verticillioides

Se detecto la presencia de E verticillioides en los cua-
tro genotipos de maiz, se observo con frecuencia mi-
celio extenso algodonoso en el medio de cultivo, con
algo de tinte rosa, purpura o amarillo en el medio.
Se encontraron microconidios abundantes simples y
en cadenas, generalmente hialinos unicelulares, bi-
celulares, con forma oval y de garrote que estaban
generalmente aplanados en cada extremo. Los ma-
croconidios, con paredes delgadas y su forma de cur-
vos en forma de canoa a casi rectos; con 3-7 septos y
la célula basal en forma de pie. No hubo formaciéon
de clamidosporas en el micelio y las caracteristicas
coincidieron con los diferentes autores (Warham et
al., 1996; Niremberg and O "Donnell, 1998).

Incidencia de F. verticillioides

La incidencia se presentd en los cuatro genotipos:
el criollo mostr6 la mas alta (86.03%), seguido por
H520 (79.75%), mestizo (75.5%) y UAAAN-ISP-173
la mas baja (72.07%).
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Figura 1. Incidencia de Fusarium verticillioides en cuatro genotipos de maiz. Letras iguales son estadisticamente

iguales de acuerdo con la prueba de Tukey (p>0.01).
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Los resultados obtenidos por Herndndez et al.
(2007) son similares a los encontrados en esta in-
vestigacion, ellos encontraron una incidencia de
76.9% de Fusarium en maices de campo recolecta-
dos en el norte de Tamaulipas; mientras que Bucio
et al. (2003) encontraron incidencia de Fusarium de
30.7% en diferentes municipios del estado de Gua-
najuato. Kedera et al. (1999) reportaron incidencia
de E verticillioides de 71 a 72% en tres muestras de
maiz en Kenya, niveles de incidencia similares a los
encontrados en este trabajo. Gallardo et al. (2006)
encontraron la presencia de Fusarium con 67% de
incidencia en el Valle de Mayo, Sonora.

Antagonismo de Trichoderma spp. sobre
F. verticillioides en cultivo dual
La actividad antagénica de Trichoderma spp., deter-
minada por el método de cultivo dual fue favorable
para el control in vitro de E verticillioides. Las tres
cepas inhibieron el crecimiento de E verticillioides
y lograron detener al patdgeno al hacer contacto a
los dos y tres dias. El antagonismo fue de 32.61 hasta
35.69%, aunque no hubo diferencia (p>0.01) entre
cepas, las tres se comportaron de manera similar.
Guigon et al. (2010) reportan que en la evalua-
cion de T. asperellum y T. longibrachiatum contra
Fusarium sp. el antagonismo no fue significativo en
comparacion con los demas patogenos, estas cepas
no fueron capaces de detener el crecimiento del hon-
go tal como sucedid en esta investigacion, pareciera

ser que las especies de Fusarium resisten la invasion
de los antagonistas.

La especie T. longibrachiatum T1 40 presento la
actividad antagoénica mas elevada (35.69%) sobre E
verticillioides a las 120 h, haciendo contacto a los dos
dias, por lo que se le asigné una calificacion de 1 enla
escala de Bell et al. (1982). El antagonista T. asperellum
T11 inhibi6 el 32.68%, mientras que T. harzianum T1
4, el 32.61%, ambos mostraron buen potencial como
antagonistas contra el patdgeno ensayado y recibie-
ron calificacion de 2 en la misma escala, haciendo
contacto hasta el dia tres. Se logr6 observar enrolla-
miento y lisis de micelio, pero las cepas no fueron
capaces de colonizar sobre E verticillioides, tal como
se muestra en la Figura 2.

Michel (2001) encontrd una inhibicion de 40.1%
de E oxysporum'y 35.9% de E subglutinans con cepas de
T. longibrachiatum en cultivos apareados evaluados a
los seis dias después de la siembra, los reportes de
estos autores concuerdan con lo encontrado en esta
evaluacion.

Esparza (2009) reporta que de acuerdo con la cla-
sificacién de antagonismo, propuesta por Bell et al.
(1982), ubico a T. asperellum en la clase 1 con 94.20%
de inhibicién segun la media y a T. longibrachiatum
en la clase 2 con 89.01% contra Phytophthora para-
sitica. También logré observar como principal me-
canismo de accién a la competencia por el sustrato
y al micoparasitismo; dichos hongos indujeron lisis
de micelio y la presencia de antibiosis, mientras que

Figura 2. Escala de clasificacion de Bell et al. (1982), clase 1: T. longibrachiatumT1 40 (derecha); clase 2: T. Harzianum T1 4 (izquierda), T. aspe-
rellum T11 (centro). Departamento de Parasitologia, Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro, 2013.
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en esta investigacion se observo lisis y colapso de
micelio, pero no se detect6 antibiosis en los cultivos
duales, siendo un patégeno completamente diferente
al ensayado en esta investigacion, por lo que no se
pueden comportar de forma similar.

CONCLUSIONES

El hongo Fusarium verticillioides se encontrd en to-
dos los genotipos analizados con diferentes niveles de
incidencia. Las tres especies de Trichoderma reduje-
ron la colonizacién de E verticillioides en cultivo dual
haciendo contacto a los dos y a los tres dias.
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