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RESUMEN
Rhizoctonia spp es un hongo fitopatégeno del suelo con amplia distribucion
geografica, afecta a la mayoria de cultivos en cualquier etapa de crecimiento, el
dafio mas evidente se presenta en pre y post emergencia precursor de la
enfermedad conocida como “Dampig off” (ahogamiento), bajo condiciones de
invernadero y campo. Como alternativa al control de este fitopatogeno se probo la
eficiencia bajo condiciones in vitro de cinco cepas de Trichoderma spp., ademas
de seis cepas bacterianas con potencial antagonico, se utilizaron los medios de
cultivo Papa-Dextrosa-Agar para el dcesarrollo de hongos y para las bacterias

Agar Nutritivo, para su posterior caracterizacibn macro y microscépicas.

El objetivo fue evaluar a nivel in vitro el efecto de biocontrol de Trichoderma spp. y
bacterias antagonicas sobre Rhizoctonia spp. Se contemplaron seis bioensayos
completamente al azar bajo la técnica de cultivos duales, los dos primeros
involucraron a los agentes fungicos; cepas (R39, R40, R41, R44 y GT5) de
Trichoderma spp. sobre cepas (R2 y R5) de Rhizoctonia spp., todas las cepas
mostraron efecto de biocontrol frente al patégeno, al inhibir el crecimiento micelial
atribuido a la elaboracion de sustancias (antibiticos y enzimas) antecedidas al
micoparasitismo, al sobrecrecer y esporular en su campo de accién del patégeno,
guedando reducido su desarrollo micelial al momento del contacto fisico con el

antagonista.

En una primera confrontacion se emplearon las cepas bacterianas; A46, P14, P23,
P61, R11, R44, BSP1.1 y OLS-SF3, establecidas tres dias antes que el patégeno

(R2 y R5), de las cuales A46, P61 y OLS-SF3 mostraron efecto de biocontrol,

IX



tiempo después fueron enfrentadas con las cepas (R3, R4 y R6) de Rhizoctonia
spp., al corroborar su potencial antagénico. Posteriormente se realizaron dos
enfrentamientos de las cepas antagonistas frente R2 y R5 del patdgeno probando
tiempos diferentes 7 y 30 dias de ventaja de las bacterias sobre el patégeno. El
fendmeno de biocontrol se debi6 al tiempo de pre-establecimiento del agente
antagoénico atribuido a la produccion de sustancias toxicas (antibiéticos) que al
difundirse a través del medio de cultivo inhibieron el crecimiento micelial del

patégeno.



I. INTRODUCCION

Rhizoctonia spp., (teleomorfo: Thanatephorus spp), es un fitopatdbgeno
cosmopolita (Ohkura et al., 2009), con una amplia gama de hospedantes. Dafa a
plantas en todas las etapas de crecimiento (Garibaldi et al.,, 1997) tanto en
invernadero como en campo. Origina pudricién durante la germinacion (Tomaso-
Peterson y Trevathan, 2007), en pre y post-emergencia (precursor de damping-off)
y en plantulas recién transplantadas (Keinath y Farnham, 1997; Khangura et al.,

1999; Dorrance et al., 2003).

El principal método de control es el quimico, que ademas de su elevado costo el
uso continuo de estos productos provoca el decremento de la sensibilidad del
fitopatdgeno y genera resistencia (Smith et al.,, 1991; Jacome y Schuh 1992;
Chitrampalam et al., 2008; Pusey et al., 2008; Lopez et al., 2010), ademas de los
efectos negativos sobre el ambiente y problemas en la salud humana (Heungens y
Parke, 2001; Khan et al., 2001; Garcia-Velasco et al., 2005; Bautista, 2006; Torres

et al., 2008; Sanchez y Rebolledo, 2010).

Una alternativa al uso de productos quimicos para el control de enfermedades de
plantas es el control biolégico (Milus, y Rothrock, 1997; Elad y Capat, 1999;
Castillo-Fabela et al., 2001; Tian et al., 2002), que se basa en la utilizacion de
microorganismos benéficos para atenuar el dafio de patdgenos; estos promueven
un equilibrio entre las poblaciones sin causar dafio al medio ambiente u
organismos superiores (Hernandez-Lauzardo et al., 2007). Suprimen a los

patdgenos por medio de diversos mecanismos de accion: antibiosis, competencia,



resistencia inducida, produccion de enzimas y parasitismo (Howel, 2003 y 2005).
Los principales microorganismos con potencial antagdnico a Rhizoctonia spp.son:
Fusarium spp, Trichoderma spp., Gliocladium spp, Pseudomonas fluorescens,
Burkholderia cepacia (Larkin y Fravel,1998) y Rhizoctonia binucleadas (BNR por

su siglas eningles) (Burns y Benson, 2000; Hwang y Benson, 2002).



II. OBJETIVOS

2.10bjetivo general:

e Evaluar a nivel in vitro el efecto de biocontrol de Trichoderma spp. y

bacterias antagonicas sobre Rhizoctonia spp.

2.2 Objetivos especificos:

e I|dentificar caracteristicas macro y microscopicas de los organismos
involucrados en el biocontrol (Rhizoctonia spp., Trichoderma spp. y

bacterias antagonicas).

e Evaluacioén in vitro de Trichoderma spp. y bacterias antagénicas sobre

Rhizoctonia spp.



lll. HIPOTESIS

e Bajo condiciones in vitro las cepas de Trichoderma spp. y bacterianas
mostraran potencial antagonico, al inhibir el crecimiento micelial del

patdgeno Rhizoctonia spp.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Lechuga (Lactuca sativa L.)

La lechuga es un vegetal fundamental en la dieta humana ya que puede ser
utilizada en todo tipo de comida. Su demanda en el mercado obedece a sus
caracteristicas nutritivas y equilibrio organico, ademas de ser un buen abastecedor

de vitaminas, minerales y sales indispensables para el organismo (Maroto, 2002).

4.1.1 Origen

El origen de la lechuga habia que situarlo en el Cercano Oriente, hoy en dia los
botanicos no se ponen de acuerdo al respecto, por existir un seguro antecesor
Lactuca scariola L., que puede encontrarse en estado silvestre en la mayor parte

de las areas templadas (Maroto, 1989, 2002).

4.1.2 Taxonomia (Maroto, 2002)

Reino: Plantae Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida Orden: Astereales
Familia: Compositae Género: Lactuca

Especie: sativa L.



4.1.3 Importancia del cultivo

4.1.3.1 Produccién

Con base a las cifras de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (2012), México ocupa el décimo lugar como productor
de lechuga, precedido por China, Estados Unidos, India, Italia, Espafa, Japoén,

Iran, Francia y Turquia.

La produccion agricola nacional correspondiente a los ciclos otofio- invierno vy
primavera-verano del afio 2011, bajo la modalidad de riego y temporal los estados
con mayor produccion son: Guanajuato, Zacatecas, Puebla, Aguascalientes, Baja

California y Querétaro (Cuadro 1).



Cuadro 1. Principales estados productores del cultivo de lechuga ciclo agricola
2011.

Estado Sup. Sembrada (T) | Rendimiento (Ton/Ha) | Produccion (Ton.)
Guanajuato 4,828.51 15.78 75,835.85
Zacatecas 3,629.00 20.88 75,789.00
Puebla 2,961.26 18.28 51,546.28
Aguas Calientes 1,151.00 33.44 38,495.00
Baja California 2,098.55 18.1 37,593.91
Querétaro 740.00 32.38 23,960.00
Michoacan 623.00 24.72 15,398.13
Sonora 520.30 24.8 12,855.20
San Luis Potosi 354.00 31.64 11,202.46
Edo. de México 768.90 12.89 7,654.81
Jalisco 334.50 20.64 6,903.30
Tlaxcala 244.00 23.94 5,841.30
Hidalgo 252.00 16.24 4,092.00
Distrito Federal 90.00 12.05 1,034.20
Durango 70.50 14.8 910.37
Veracruz 40.00 10.5 420.00

Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 2012).

4.1.3.2 Importancia socioeconémica

La lechuga se encuentra en cualquier época del afio. La conciencia que existe por
mantener la salud a través del mayor consumo de vegetales y frutas, ha
provocado un mayor consumo de éstas, como es el caso de la lechuga, que por lo
gue toca a México, ha crecido constantemente en el campo de las exportaciones

de este producto, principalmente a Estados Unidos (SIAP, 2012).



4.1.3.3 Problemas fitosanitarios
El cultivo de lechuga enfrenta una serie de limitantes a lo largo de su desarrollo,
de las cuales las plagas y enfermedades son unas de las principales, ocasionando

pérdidas en rendimiento y calidad (Maroto, 1989 y 2002)

Entre las plagas mas relevantes destacan las larvas de lepidépteros comedoras de
hojas (Plusia gamma L., Laphygma exigua Hb y Spodoptera littoralis Boisduval.,
gusanos grises (Agrotis sp.), mosca blanca (Trialeurodes vaporariorum Westw),
pulgones diversos (Myzus persicae Sulz, Macrosiphum solani kittel, Nasonovia
ribisnigri (Mosley), gusanos de alambre (Agriotes spp.), minadores de hojas
(Liriomyza trifolii  Burg, Liriomyza huidobresis Blanchard), tisandpteros
(Frankliniella occidentalis Pergande), caracoles y babosas (Maroto, 1989 y 2002).
En lo referente a enfermedades causantes de pérdidas en la lechuga se

encuentran los nematodos, bacterias, virus y hongos.

Meloidogyne spp., Longidorus africanus, Pratylenchus penetrans y Rotylenchus
robustus son algunos ejemplos de nematodos patdgenos de la lechuga (Maroto,
1989 y 2002). Entre las bacterias mas comunes se encuentran Xanthomonas
campestris pv vitians (Brown), Pseudomonas spp., Rhizomonas suberifaciens van
Bruggen, Jochimsen y Brown y Erwinia carotovora subsp carotovora (Jones)
(Maroto, 1989 y 2002). Los virus mas importantes de la lechuga lo constituyen el
Virus del mosaico de la lechuga (LMV), Virosis del mosaico del pepino (CMV),
Virus de las nervaduras gruesas de la lechuga (Big Vein), Virosis del bronceado

del tomate (TSWYV), Virus del falso amarilleo de la remolacha (BSYV, Beet
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Pseudoyellow Virus), Virus del amarillamiento occidental de la remolacha (BWYYV)
y Virus del amarillamiento necrético de la lechuga (Maroto, 1989 y 2002). Los
hongos que impactan a la lechuga son principalmente el mildiu de la lechuga
(Bremia lactucae Regel), Sclerotinia sclerotiorum (Lib) De By., Pythium ultimum
Trow, Botryitis cinerea Pers., oidio (Erysiphe cichoracearum D.C.) Y Rhizoctonia

spp. (Maroto, 1989 y 2002).

Sin embargo a lo que confiere al patégeno Rhizoctonia spp. ha cobrado
importancia en los ultimos afios, debido a los reportes sobre su presencia en
cultivos de hortalizas (lechuga y ajo), en las regiones del Estado de Guanajuato
ocasionando pérdidas en rendimiento y calidad. (Lara 2012 comunicacion
personal) M. en C. Maria Encarnacion Lara Hernandez, Investigadora Adjunta, del

Area de Microbiologia, Edafologia. Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo.

4.2. Rhizoctonia spp.

Rhizoctonia spp. es un hongo comun del suelo con capacidades saprofitas, de
parasitismo facultativo y afecta a una amplia gama de especies de plantas. Se
sabe de innumerables estudios, que existen distintas razas clasificadas en grupos
de anastomosis, debido a lo cual puede atacar a distintos cultivos. Este patdogeno
es capaz de producir perdidas en plantas anuales y en casi todas las hortalizas
(Carling et al., 1999; Schneider et al., 1999; Tomaso-Peterson y Trevathan, 2007).

Es uno de los precursores de la enfermedad conocida como “damping off” o caida



de plantulas producto del estrangulamiento y necrosis del tallo en cuello en plantas
recién germinadas (Khangura et al., 1999; Guédez et al., 2009). Esta enfermedad,
posee una amplia distribucion geografica y sus organismos causales se
encuentran presentes en la mayoria de suelos agricolas tanto en cultivos al aire
libre como en invernadero (Green et al., 1999; Ohkura et al., 2009). Las pérdidas
gue ocasiona esta especie van desde 20 a 50% de plantas muertas, en siembra
directa; a esta pérdida debe agregarse los gastos de replante, diferencias en

maduracion y reducciones en rendimiento. (Dorrance et al., 2003)

4. 2.1 Taxonomia (Kirk et al., 2001)

Dominio: Eucariota Reino: Eumycota
Phylum: Basidiomycota Clase: Basidiomycetes
Orden: Ceratobasidiales Familia: Ceratobasidiaceae

Género: Rhizoctonia (anamorfo)

4.2.2 Morfologia
Macroscopicamente las colonias de este microorganismo se caracterizan por ser
blancas, algodonosas, planas y dependiendo de la especie pueden presentarse
tonalidades que van de claras hasta amarillentas. Por el reverso de la caja se
observa una pigmentacion amarillenta obscura (Carling et al., 1999; Gonzélez et

al., 2006)
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Microscépicamente, las hifas cuando jovenes son hialinas y de 6 a 12 micras de
diametro; al envejecer, adquieren color castafio o castafio rojizo. Una de sus
principales caracteristicas es que ramifican en angulo recto, con una apariencia de
tabique transversal justo después de la ramificacion. Carecen de estructuras
fructiferas sexuales y esporas, produce esclerocios en forma de masa micelial de
color blanco, que a través del tiempo se obscurece adquiriendo diferentes tonos
de castafio; son irregulares, de 1 a 8 mm y su consistencia es dura (Gutiérrez et

al., 2006).

4.2.3 Sintomas
Los sintomas mas comunes en la mayoria de las plantas son el ahogamiento de
las plantulas y la pudricién de raiz, asi como la pudricién y la cancrosis del tallo de
las plantas adultas y en proceso de crecimiento. El ahogamiento o “Damping of” es
quizd el sintoma mas comdn que ocasiona Rhizoctonia spp., en las plantas
afectadas (Conway et al., 1997; Keinath y Farnham, 1997). Las plantas muy
jovenes pueden morir antes o poco después de haber emergido del suelo. Antes
de que la planta emerja el ahogamiento ataca y mata el apice de crecimiento
ocasionando su muerte en poco tiempo, una vez que la planta ha emergido el
hongo ataca su tallo y lo reblandece, haciéndolo incapaz de sostener a la plantula,
la cual se desploma y muere (Khangura et al., 1999; Paulitz y Schroeder, 2005;
Tomaso-Peterson y Trevathan, 2007). Las plantulas maduras también son

atacadas por el hongo, sobre sus tejidos corticales externos, donde se producen
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lesiones grandes, de color canela a café rojizo. La longitud y anchura de dichas
lesiones aumenta, hasta que finalmente rodea el tallo y la planta puede morir o,
como ocurre con frecuencia en las cruciferas, antes de que la planta muera, el
tallo se ennegrece, se dobla o retuerce pero no se rompe, dandole a la

enfermedad el nombre de tallo de alambre (Agrios, 1991; Taheri et al., 2007).

4.2.4 Ciclo de vida y epidemiologia
Este hongo se conserva en el suelo en forma de esclerocio o de micelio viviendo
de la materia organica, y por su alto potencial saprofito puede sobrevivir en forma
de micelio durante tres afios (Guédez et al., 2009), asociado a numerosas
especies cultivadas, algunas malezas y en semilla infestada. Este patdgeno se
encuentra en la mayoria de los suelos (Agrios, 1991; Ulasio et al.,, 2002). Las
condiciones para que se desarrolle este hongo son suelos humedos, textura
pesada, drenaje deficiente, temperaturas desfavorables para la planta hospedera
y dias nublados, asi como la excesiva densidad de plantas por unidad de
superficie y exceso de nitrégeno en el suelo (Elmer, 1997; Taheri et al., 2007).
Rhizoctonia spp. Prefiere temperaturas de 25 a 30°C, con humedad en el suelo del
20 % (Kiewnick et al., 2001; Priyatmojo et al., 2001; Dorrance et al., 2003; Kirk et
al., 2008). Las basiodiosporas pueden ser diseminadas a través del viento y agua
siendo capaces de viajar largas distancias (Ohkura et al., 2009). La germinacion
de esclerocios se presenta cuando las condiciones de humedad y temperatura son

favorables, dando origen al crecimiento micelial alcanzando un didmetro de
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crecimiento de 7-10 cm, capaz de llegar a una fuente de alimentacion. El patégeno
puede infectar a través de tejidos sanos, heridos, o por los estomas, la

colonizacion puede ser extracelular e intracelular (Gutiérrez et al., 1997).

4.3 Control biolégico

El biocontrol tuvo sus inicios alrededor de 1920, ha cobrado vital importancia en
los ultimos afios. El suelo es una fuente importante de microorganismos que han
sido ampliamente estudiados para procesos biotecnoldgicos, contandose entre
estos el control biol6gico de enfermedades en plantas (Hernandez et al., 2004;
Guigbén-Lopez et al., 2010). El control biolégico se define “como el uso de
microorganismos antagoénicos para el control de fitopatogenos, al desplazar a
estos de manera natural mediante los mecanismos de accién que poseen” (Torres
et al., 2008). Siendo una estrategia que esta dando buen resultado contra agentes
infecciosos, constituyen hoy en dia una alternativa que podria sustituir el control
sintético. (Sanchez y Rebolledo, 2010). Los organismos que intervienen en la
sanidad de las plantas se denominan agentes de biocontrol, biocontroladores,
antagonistas o antagonicos y al evento, como control biol6gico o biocontrol (Lara
y Ferrera-Cerrato, 2007). Empleando como agentes de biocontrol a bacterias y
hongos, cuyas interacciones evitan el establecimiento de los organismos

considerados como patdégenos (Mao et al., 1998).
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4.3.1 Agentes microbianos empleados en el biocontrol
Tanto hongos como bacterias se han estudiado por su capacidad para controlar
patégenos de enfermedades en un gran numero de cultivos (Castillo-Fabela et al.,
2001) Debido a que algunas especies poseen un amplio espectro sobre agentes
infecciosos, bajo condiciones de invernadero y campo (Larkin y Fravel, 1998; Mao
et al., 1998; Steddom y Menge, 2001; Khan et al., 2004). Como mecanismos
implicados en el antagonismo microbiano estan la antibiosis, competencia,
resistencia sistémica, el parasitismo o hiperparasitismo y la secrecion de enzimas
(Howel, 2003 y 2005) la capacidad antag6nica de un agente de biocontrol,
depende no s6lo de su establecimiento y permanencia, sino también de las
condiciones ambientales, todo ello influenciado por factores bidticos y abibticos
(Quiroz-Sarmiento et al., 2008; Johnson et al., 2011). Con respecto a la capacidad
antagonica esta dependera de la cepa, y por ello existen aislamientos mas

eficientes para el control de un patégeno que para otro (Torres et al., 2008)

4.3.2 Bacterias como agentes de biocontrol
Las bacterias juegan un papel importante en el control biolégico de fitopatogenos
de cultivos agricolas, encontrandose de manera natural en la rizosfera (Milus, y
Rothrock, 1997; Lagunas-Lagunas et al., 2001). Para ejercer este control se ha
documentado la participacion de distintos mecanismos de acciéon contra los
patdégenos; competencia por nutrientes y espacio, antibiosis, produccion de
enzimas y resistencia inducida en plantas siendo capaces de inhibir el crecimiento
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de los fitopatébgenos (Rodriguez y Pfender, 1997; Hernandez et al., 2004). El
género de las Pseudomonas spp., siendo el mas empleado debido a su amplio
espectro de hospedantes a su ataque (Alina et al.,, 2005), sin embargo existen
otros géneros con importancia en el control de patdégenos siendo el caso de
algunas especies de Bacillus spp. (Adiyaman et al., 2011) Burkholderia cepacia
(Heungens, y Parke, 2001; Gonzalez et al., 2007), Xanthomonas spp. (Robledo et

al., 2010), Pantoea agglomerans (Stockwell et al., 2002; Pusey et al., 2011).

4.3.3 Hongos como agentes de biocontrol
Una alternativa dentro del control biol6gico es el empleo de hongos antagonistas,
cuyo conocimiento de su efectividad y de sus mecanismos de accion es esencial
para el desarrollo de una estrategia en la implementaciéon de una agricultura
sostenible (Torres et al.,, 2008). Entre los microorganismos nativos del suelo,
Trichoderma spp. ha sido ampliamente estudiado y se ha propuesto como agente
de control bioldgico, especialmente contra fitopatdgenos nativos del suelo (Howell,
2003). Debido a su amplia distribucién en los suelos del mundo y por su amplio
rango de hospedantes (Aquino-Martinez et al., 2008). Los factores clave que
contribuyen al efecto antagénico de estos organismos son su rapido crecimiento,
produccion de metabolitos antimicrobianos, propiedades bioquimicas, genéticas y
caracteristicas fisioldgicas (Guigon-Lopez et al., 2010) Sin embargo, existen otras
especies fungicas que potencialmente pueden inhibir o limitar el crecimiento de los

patdgenos (Guédez et al., 2009) siendo el caso de algunas especies de Arpergillus
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spp. (Ulasio et al., 2002; Quiroz-Sarmiento et al., 2008), Gliocladium spp. (Chaves
y Wang, 2004; Aquino-Martinez et al., 2008) Penicillium spp., (Ulasio et al., 2002;
Larena y Melgarejo, 2009), Cladosporium sp. (Garcia-Velasco et al., 2005),
especies no patogénicas de Pythium (Benhamou et al., 1999; Aquino-Martinez et
al., 2008), asi como cepas binucleadas de Rhizoctonia spp. (Hwang y Benson

2002).

4.3.3.1 Trichoderma spp.
Las especies del genero Trichoderma estan ampliamente distribuidas en la
naturaleza, incluye especies de vida libre que habitan en las primeras capas
edaficas y en la zona rizosférica de las plantas, es considerado como oportunista y
simbionte de plantas (Sanchez y Rebolledo, 2010). Tiene la habilidad de
descomponer los residuos de cosecha (Alarcén et al., 2005), posee la capacidad
de adaptarse a varios ambientes (Garcia et al., 2006). Son los antagonistas mas
utilizados para el control de enfermedades de las plantas producidas por hongos
del suelo (Torres et al.,, 2008), Principalmente de los géneros Phytophthora,
Rhizoctonia, Pythium, Fusarium (Ezziyyani et al., 2004), y Sclerotium (Metcalf et
al., 2004) entre otros, asi como de enfermedades ocasionadas por mildiu y
Alternaria, que afectan principalmente el &rea foliar de un amplio rango de cultivos
(Alarcén et al., 2005) y de postcosecha (Anderson et al., 2001; Porras et al., 2007;
Lars y Bernhard 2008) debido a su ubicuidad, a su facilidad para ser aisladas y

cultivadas, a su crecimiento rpido en gran niumero de sustratos ya que no atacan
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a las plantas superiores (Nelson y Harman, 1997; Torres et al., 2008). Por otra
parte, los modos de accion mas comiunmente reportados para Trichoderma spp.
son: micoparasitismo, competencia por nutrientes y espacio, secrecion de
enzimas, produccion de metabolitos (antibiosis), e induccién de los sistemas de
defensa en la planta (Howell, 2003 y 2005; Rivas y Pavone, 2010). Ademas se ha
comprobado que algunas especies promueven desarrollo de la planta (Howell,
2003). Estos mecanismos no son excluyentes sino que actdan sinérgicamente en
el control de los patdgenos. La importancia relativa de cada uno de ellos depende
de la relacion antagonista-patdgeno y de las condiciones ambientales (Torres et

al., 2008).

4.3.3.2 Taxonomia (Kirt et al., 2001)

Reino: Fungi Phylum: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae Género: Hypocrea (anamorfo)Trichoderma

4.3.3.3 Morfologia
Macroscopicamente las colonias se reconocen facilmente, su crecimiento es
rapido y la pigmentacion es variada: blanco, verde y amarillo verdosa; las areas
con conidios se presentan con anillos concéntricos, el reverso de las colonias es
usualmente coloreado de amarillo — ambar o amarillo — verde (Sanchez y

Rebolledo, 2010)
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Microscépicamente, los conidiéforos son erectos, hialinos, en su mayoria
ramificados, solitarios o en grupo. Las fialides tienen forma de botella Unica o en
grupo, hinchadas en la region central y delgada hacia el apice; son hialinas y en
angulo recto con respecto a los conidioforos. Los conidios son unicelulares
subglobosos u oblongos, lisos o equilunados, hialinos o verdes y se encuentran en
masas sobre las fidlides, muchas especies producen grandes cantidades de
estructuras de resistencia (clamidosporas) de tipo intercalar o terminal (Michel-

Aceves et al., 2009).

4.4 Mecanismos de accion

Los mecanismos de accion de los agentes de biocontrol y en interaccion con la
planta son: parasitismo, produccién de enzimas, competencia (espacio Yy
nutrientes), resistencia inducida y antibiosis (Howell, 2003 y 2005; Khan et al.,
2004; Porras et al., 2007). Los modos de accién no son mutuamente excluyentes,
por lo que mientras uno parece ser el principal, en realidad pueden actuar en

conjunto (Burns y Benson, 2000; Bautista, 2006; Xu et al., 2011).

4.4.1 Micoparasitismo
El micoparasitismo es la relacién donde el organismo antagonista se beneficia del
hongo patégeno, manteniendo una relacion con células activas durante largos
periodos de tiempo (micoparasitismo biotréfico) o incluso causando su muerte

(micoparasitismo necrotrofico o destructivo). En primer instancia Trichoderma
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localiza al patdgeno y crece hacia el por tropismo debido a la secrecién de
enzimas quitinasas por parte del patégeno, una vez gue los hongos entran en
contacto, Trichoderma envuelve a su presa y formar estructuras especializadas de
tipo apresorio, con las que penetran al interior de las hifas del patdgeno (Kéhl et
al., 1997; Metcalf et al., 2004; Howell, 2005; Fernandez y Suarez, 2009; Hanhong

et al., 2010).

4.4.2 Secrecion de enzimas
El componente enzimatico de los agentes de biocontrol, se expresa por la
produccién de enzimas liticas extracelulares difusibles tales como quitinasas, 1-3
y PB1-4 glucanasas, proteinasas, celulasas (Aquino-Martinez et al., 2008),
proteasas (Guigén-Lopez et al., 2010), peptinasas y cutinasas (Fernandez y
Suarez, 2009), que degradan la pared celular, luego continua la retraccion de la
membrana plasmatica y finalmente la desorganizacion citoplasmatica (Torres et

al., 2008)

4.4.3 Competencia
La competencia se da principalmente por nutrientes y espacio (Mao et al., 1998;
Osorio et al., 2005; Aquino-Martinez et al., 2008). Debido a su rapido crecimiento
de algunos antagonistas, colonizan la rizosfera, de esta manera impiden el

desarrollo y el establecimiento del patdgeno (Fernandez y Suarez, 2009).
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4.4.4 Antibiosis
La antibiosis por parte de los agentes de biocontrol, esta atribuida a la sintesis de
un amplio rango de sustancias antibidticas (Sanchez y Rebolledo, 2010), mediante
la produccion de metabolitos que inhiben el desarrollo de hongos patdgenos
(Howell, 2003; Aquino-Martinez et al., 2008). Asi mismo la actividad en el ambito
celular para el control de fitopatdbgenos del suelo, los metabolitos causan
vacuolizacion, granulacion, desintegracion vy lisis de la pared celular (Torres et al.,

2008)

4.4.5 Resistencia inducida en plantas
Algunos agentes de biocontrol, también puede inducir resistencia sistémica, al
colonizar endofiticamente la epidermis y corteza exterior de las radiculas o de
tallos y hojas (Guigon-Lopez et al., 2010), debido a su papel en la activacion de los
mecanismos de defensa, estimulando la secrecion de compuestos fenolicos,
terpenicos y produccién de fitohormonas con actividad antimicrobiana que pueden
conllevar a la proteccién contra el ataque de patdégenos (Howell, 2002; Hanson y

Howell, 2004; Gonzalez-Vega et al., 2007).
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4.5 Uso de microorganismos en el control de enfermedades

4.5.1 Control biolégico in vitro
Se ha demostrado que Trichoderma spp. es capaz de controlar significativamente
bajo condiciones in vitro a hongos de diversos géneros, como Armillaria (Vahl),
Botritys (Persoon), Chondrostereum (Persoon), Colletotrichum (Sacc), Diaporthe
(Wolf), Endothia (Murris), Fulvia (Ciferreri), Fusarium (Link ex Gray), Fusicladium
(Sacc), Helminthosporium (Link), Pseudoperonospora (Berk y Curt), Pythium
(Pringsh), Rhizoctonia (Kuhn), Rhizopus (Corda), Sclerotinia (Sacc), Venturia
(Sacc) y Verticillium (Nees) (Guarro et al. 1999), (Hermosa et al. 2000),
(Santamarina et al. 2002), (Gielen et al. 2004), (Samuel, 2004) citados por (Torres

et al. 2008).

Varios de los microorganismos utilizados como agentes de control bioldgico
producen metabolitos secundarios que afectan el crecimiento o germinacion
mediante la produccién de antibidticos y/o enzimas que degradan pared celular;
Cladosporium tenuissimum produce el cladosporol 1, conocido como un inhibidor
de la biosintesis de glucana a concentraciones de 12.5 y 100 ppm inhibio la
germinacién y crecimiento micelial de varios hongos (Assante et al. 2002, 2004),
citados por (Garcia-Velasco et al. 2005). Pseudomonas putida (Trevisan) Migula y
Burkhloderia cepacia Palleroni y Holmes, producen 2,4-diacetilcloroglucinol y
pirrolnitrina con efecto antibiético y Pseudomonas fluorescens BL915 Migula,

inhibe el desarrollo de Rhizoctonia solani kiihn mediante la produccion de
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pirrolnitrina (Hill et al. 1994; Rosales et al. 1995), citados por (Garcia-Velasco et al.

2005)

(Sivan y Chet, 1989; Ghisalberti y Sivasithamparan 1991; Lorito et al. 1993;
Quarles, 1993 y Stefanova et al. 2004) citados por Alarcon et al. (2005) han
informado la eficacia de Trichoderma harzianum contra hongos fitopatégenos del
suelo, y su actividad como antagonista se atribuye al micoparasitismo, produccién

de antibidticos y enzimas hidroliticas.

(Dunne et al. 2000) citados por Valencia-Cantero et al. (2005) demostraron a
través de bioensayos in vitro que Stenotrophomonas maltophilia cepa W81 es
capaz de suprimir a Pythium ultimum mediante la produccién de enzimas

proteoliticas extracelulares difusivas.

Sanchez y Rebolledo (2010), evaluaron el potencial antagoénico in vitro de la cepas
V.S.L. 143 de Trichoderma viridescens y V.S.L.74 de Trichoderma reseei al
inhibir el crecimiento del fitopatégeno Thielaviopsis paradoxa en un 87 y 80 %,
respectivamente. Ademdas evaluaron el efecto de antibiosis de la cepa de
Trichoderma longibrachiatum al inhibir el crecimiento de Thielaviopsis paradoxa,

indicando la eficacia de los metabolitos producidos por el antagonista.
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(Rosales, 1995) citado por Castillo-Fabela et al. (2001) evalu6 35 cepas de
actinobacterias antagbénicas a Phytophthora capsici, con un porcentaje de

inhibicion in vitro por arriba del 80%.

A partir de sustratos organicos se aislaron géneros de bacterias con capacidad
biocontroladora a Rhizoctona solani. Destacando los siguientes géneros
Burkholderia., varias especies de Pseudomonas spp. reconocidas como agentes
de biocontrol, Xhantomonas sp. y Stenotrophomonas maltophilia, con sintesis de
diferentes moléculas con accion antifangica, como la produccion de antibiéticos
Jakobi et al. (1996) y quitinasas (Zhang y Yuen, 2000) citados por (Robledo et al.

2010)

El género Bacillus contiene especies antagonistas contra hongos fitopatégenos,
gue han mostrado actividad antifangica in vitro sobresalen Bacillus thuringiensis
contra Rhizoctonia solani, Pyricularia grisea, Fusarium oxysporum y Fusarium
solani (Knaak et al. 2007); Bacillus amyloliquefaciens contra Colletotrichum Kim y
(Chung, 2004), citados por (Reyes et al. 2011). Bacillus subtilis contra un amplio
rango de hongos anamorfos, donde destacan Fusarium oxysporum, Rhizoctonia
solani, Paecilomyces sp., Penicillium sp., Rhizopus sp. y Macrophomina
phaseolina (Melentev et al. 2006; Singh et al. 2008; Sosa et al. 2011; Sun et al.
2011) y Bacillus licheniformis contra Curvularia lunata y Pyricularia grisea

(Tendulkar et al. 2007) citados por (Reyes et al. 2011)
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(Farias-Rodriguez et al. 1998) citados por Valencia-Cantero et al. (2005) aislaron
la cepa ZUMB0 de Pseudomonas fluorescens de la rizosfera de un cultivo de
papa. Esta cepa mostro tener capacidad para producir sideréforos y de suprimir el
crecimiento de Erwinia carotovora y Pseudomonas solanacearum, tanto in vitro,

CcOomo in vivo.

Khan et al. (2001) evaluaron a través de bioensayos la eficacia de dos cepas de
Bacillus spp. AS 43.3 y AS 43.4, ademas una cepa de levadura Cryptococcus spp.
OH 182.9, al inhibir el crecimiento en un 77 a 93 y 56 % respectivamente contra

Gibberela zeae.

(Oh et al., 2002) citados por Sanchez y Rebolledo (2010) reportaron que la
atroviridina y neoatroviridina producidos por Trichoderma atroviride exhibieron
fuerte actividad antifangica contra Curvularia inaqualis, Colletotrichum dematium y
Fusarium oxysporum y moderada actividad contra Verticillium dahliae, Aspergillus

niger y Cladosporum sp.

4.5.2 Aplicacion comercial del control biologico
Laguna-Laguna et al. (2001) estudiaron el efecto de Bacillus sobre la germinacion
y desarrollo de jitomate cv Rio grande. En semillas tratadas con Bacillus se

incremento significativamente (P=0.05) la germinacion en 60% con respecto al
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testigo. La aplicacién del medio sin bacteria no afectd la germinacion. El volumen
radical y el peso seco de la planta se incremento en 87 y 84% respectivamente,
con la aplicacion de la bacteria en comparacion con el testigo. La aplicacion del
medio de cultivo sin bacteria incrementd el volumen y el peso seco en un 34 y

32%, sin embargo tales incrementos no fueron significativos.

Hernandez et al. (2004) evaluaron que las cepas de Pseudomonas fluorescens y
Burkholderia cepacia producen metabolitos del tipo Acido Indol Acético (AIA)
,Sidereforos y acido salicilico. Las cepas de Burkholderia cepacia MBpl, MBp2,
MBf22, MBp3, MBf20, MBf15 y Pseudomonas fluorescens MPp4 destacaron de
forma integral por las mayores producciones de los metabolitos de interés,
demostrdndose que las mismas son eficientes en la promocion de crecimiento
vegetal en cultivos de importancia econémica, por lo que constituyen fuentes de
reserva para la produccion de inoculantes microbianos factibles desde el punto de

vista ecologico.

El empleo de Trichoderma harzianum como biocontrol de hongos del suelo ha sido
sefialado como efectivo en diversos cultivos. Los estudios relativos a su uso como
biopreparado foliar son relativamente nuevos. En Cuba (Pérez y Echemendia,
1994) citados por Alarcén et al. (2005) informaron 20% de disminucion del
patdgeno con la aplicacion de Trichoderma harzianum en plantas de cebolla, en

condiciones de campo, bajo infeccién natural de Alternaria porri.
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(Bernal et al., 2000; Gonzalez et al., 2005) citados por Fernandez y Suarez
(2009), utilizaron Trichoderma spp. como alternativa ecoldgica para el control de
Fusarium oxysporum Schlecht f. sp. cubense, obteniendo un control superior al

70% proporcionado por los antagonistas.

En Colombia, se ha evaluado la capacidad antag6nica de Trichoderma sp. contra
hongos fitopatdgenos agentes causales de pudriciones radicales vy
marchitamientos como Rhizoctonia solani, Sarocladium sp. y Sclerotinia sp. en
arroz, flores, papa, hortalizas, frutales y frijol; Fusarium oxysporum en clavel,
Botrytis cinerea en flores, Ceratocystis fimbriata en cafeto, Rosellinia bunodes en
cacao y Phytophthora cactorum en manzano. En la regién del caribe colombiano
se han establecido estrategias que incorporan a Trichoderma spp. en los procesos

de manejo integrado de enfermedades (Fernandez y Suarez, 2009).

(Sutherland y Lockwood, 1984) citado por Castillo-Fabela et al. (2001) encontraron
gue la semilla de soya tratada con Actinoplanes missouriensis redujo las
pudriciones radicales, en suelos infectados por Phytophthora megasperma f. sp.
glycinea, incrementando los rendimientos hasta cuatro veces comparado con el
testigo en dos de tres pruebas de invernadero. Estos mismos autores también
encontraron que los actinomicetos Actinoplanes utahensis, Amorphosporangium

auranticolor y Micromonospora sp. parasitan oosporas de Phytophthora.
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megasperma glycinea. En estudios de campo Gliocladium roseum logro reducir la
incidencia de Botritys cinérea en frutos de fresa del 48 a 76% y en estambres de
79 a 93% en 8 cultivares. En ambos casos fue tan efectivo como los tratamientos

con captan Sutton et al. (1997) citados por (Chavez y Wang, 2004)

(Rodriguez et al., 1998) citados por Alarcon et al. (2005) mostraron el efecto foliar
de Trichoderma harzianum contra mildiu velludo y mildiu polvoriento en pepino,
con reducciones de la incidencia en 35 y 23,2% respectivamente, y estimulacién
del desarrollo de las plantas, incrementos en la longitud del tallo y frutos, asi como

el peso de los frutos.

Torres et al. (2008), comentan que diferentes especies del genero Trichoderma
han sido usadas como agentes de control biolégico de enfermedades en la
agricultura. Los mas usados son Trichoderma harzianum (Rifai), Trichoderma

viride (Persoon), Trichoderma virens (Miller y Foster)

Castillo-Fabela et al. (2001). Aseguran que existen en el mercado; la cepa de
Streptomyces griseoviridis (Mycostop) para el control de enfermedades producidas
por Fusarium sp. en clavel; Gliocladium virens (Glioguard) para el control de
Pythium y Rhizoctonia en cultivos de invernadero; y una cepa de Pseudomonas
cepacia (Blue Circle) para el control de nematodos y enfermedades causadas por

Fusarium en maiz.
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Ezziyyanni et al. (2004), realizaron ensayos in vivo al tratar semillas con
Trichoderma harzianum. siendo capaz de reducir hasta un 65% la «tristeza»

causada por el patégeno Phytophthora capsici en plantas de pimiento.

En cuba se han logrado avances en proteccion vegetal en la aplicacién de
microorganismos rizosféricos y/o sus derivados (productos biolégicos),
fundamentandose debido a la presencia de sustancia antifUngicas, como las que
posee; Burkholderia cepacia Palleroni y Holmes en el efecto de control sobre
Fusarium verticillioides (Sacc) Nirenberg y Alternaria alternata (Fr.:Fr.) keissl. En el
cultivo de maiz (Zea mays L) Hernandez, (2002) y de Fusarium spp. en gladiolo

Toledo et al. (2002) citados por (Gonzalez-Vega et al. 2007).

En los Ultimos afios el estudio del control bioldégico ha logrado pasar del laboratorio
a la aplicacion practica y a la elaboracién de productos comerciales. A la fecha, la
Agencia de Proteccién al Ambiente de los Estados Unidos (EPA por sus siglas en
inglés) ha liberado dos productos comerciales: BioSave 110 (anteriormente
BioSave 11) (EcoScience, Worcenter, MA, EUA) y Aspire (Ecogen, Larghorne PA,
EUA). El primero formulado a base de la bacteria Pseudomonas syringae y la
segunda a partir de la levadura Candida oleofhila, cepa 1-182 Hosftein et al.

(1991), Janisciewicz y Marchi, (1992), citados por Bautista, (2006) este mismo
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autor comenta que en Sudafrica el Departamento Nacional de Agricultura,
Fertilizantes, alimentos para Ganado y Remedios Agricolas y Animales. Ha
liberado dos productos para su comercializacién: Avorgreen que contiene la
bacteria Pseudomonas subtilis (Stimuplant, White River Sudéfrica) y Yieldplus
(Anchor Yeast, Capetown, Sudafrica) formulados ambos productos con la levadura

Cryptococcus albidus. (Bautista, 2006).

(Qin et al., 2004), citados por Hernandez-Lauzardo et al. (2007). En un estudio se
analizo el comportamiento de cuatro levaduras antagonistas (Trichosporon
pullulans, Cryptococcus laurentti, Rhodoturla glutinis, Pichia membranefanciens),
se encontr6 que fueron efectivas contra patdgenos postcosecha (Alternaria
alternata, Penecillium espansum, Botrytis cinerea) en cerezas (Rubus idaeus L.)
almacenadas a 25°C; sin embargo a bajas temperaturas y en condiciones de
atmosfera controlada suprimié el ataque de Trichosporon pullulans y Pichia
membrenefanciens. También se ha encontrado el efecto inverso, en estudio
realizado en durazno (Prunus persica L.) para controlar la enfermedad causada
por Botrytis cenerea y Penicilium espansum con el antagonista Candida aloephila
(Montrocher), se evidencio que esta levadura por si sola no fue capaz de ejercer
efecto de biocontrol, pero cuando se combiné con la atmdésfera modificada durante
el empaque se redujo la pudricion Karabulud y Baykal, (2004) citados por

(Hernandez-Lauzardo et al. 2007)
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La combinacién de dos agentes antagonicos Trichoderma spp. y Bacillus spp. en
el tratamiento de semillas de pepino redujo considerablemente el sintoma del
damping-off causado por Rhizoctonia solani. Yobo et al. (2010) citados por (Xu et

al. 2011)

Guillen-Cruz et al. (2006) Evaluaron a nivel de campo cepas de Bacillus spp.
observando un efecto positivo al incrementar altura de la planta, como los
rendimientos en el cultivo de chile, lo anterior pudo ser debido a que algunas
bacterias del género Bacillus inducen diferentes mecanismos relacionados con la
promocién de crecimiento en las plantas ya sea que proporcionen directamente
nutrientes, participen en la fijaciéon de nitrégeno, fosforo y potasio, o bien que las
platas sean capaces de producir hormonas vegetales y sustancias promotoras de
crecimiento como el &cido indolacetico o por la produccion de siderdforos o

antibioticos para la supresion de la microflora dafiina.

Rojas-Ruiz et al. (2010) Reconocieron la potencialidad de bacterias asociadas a
las plantas que ejercen el biocontrol mediante la sintesis de diversos metabolitos,
entre ellos antibidticos y sider6foros, de numerosas bacterias rizosfericas, que
incluyen cepas de Pseudomonas sp., Curtobacterium Iluteum y Pantoea
agglomerans, resultaron promisorias para el control de patégenos constituido por
sideroforos del tipo pioverdin Il, antimicrobianos de naturaleza fendlica y acido

salicilico.
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El empleo de Trichoderma por medio de las semillas es probablemente la forma
mas econdmica y extensiva para introducir el biocontrol en la produccién. El
método sencillamente consiste en tratar las semillas con una suspension acuosa
de esporas o en forma de polvo, con necesidad de adherente o sin él. Las semillas
reciben una cobertura protectora cuyo efecto se muestra cuando se siembran en
el sustrato correspondiente. El tratamiento reduce las contaminaciones externas
por diversas especies de hongos en cucurbitaceas, col, cebolla, ajo, rabano,
remolacha, zanahoria, habichuela, tomate y pimiento, entre otros; incrementa
ademas el porcentaje de germinacion y estimula el crecimiento. En las pruebas de
proteccidn de las semillas contra las infecciones postemergentes se registraron
coberturas elevadas por el antagonista que reducen a menos de 50% las
infecciones por Fusarium solani y a 3% las de Rhizoctonia. solani en comparacién

con 90% en el testigo Sandoval et al. (1995) citado por (Estefanova, 2007)
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Localizacion

La presente investigacion fue desarrollada en el laboratorio de Fijacion Bioldgica
de Nitrégeno del Area de Microbiologia, Edafologia del Colegio de Posgraduados,

Campus Montecillo con sede en Texcoco, Edo. de México.

5.2 Cepas patodgenas y antagonicas involucradas en el control bioldgico

Las cepas patdégenas de Rhizoctonia spp, (R2, R3, R4, R5 y R6) y antagdnicas
tanto de Trichoderma spp. (R39, R40, R41, R44 y GT5) como las bacterianas
(A46, P14, P23, P61, R11, R44, BSP1.1 y OLS-SF3) empleadas, forman parte de

la Coleccién del Area de Microbiologia, Edafologia del Colegio de Posgraduados.

5.2.1. Activacion de las cepas involucradas en el biocontrol

Las cepas antagonicas proporcionadas se encontraban preservadas en tubo
inclinado y con la finalidad de contar con material suficiente para la investigacion,
estas fueron activadas: para el caso de Rhizoctonia spp. y Trichoderma spp. se
emplearon cajas de Petri con medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) y para

bacterias Agar nutritivo (AN).
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5.2.2. Preservacion de las cepas utilizadas en el control biol6gico

Tanto las cepas patdégenas de Rhizoctonia spp., como las antagonicas
(Tichoderma spp. y bacterias) fueron preservadas en tubos inclinados de PDA

para el caso de hongos y AN para el de bacterias.

El procedimiento para los hongos consistioé en introducir con la ayuda de una aguja
de diseccion, un disco de 5 mm de diametro de la cepa correspondiente en el tubo
inclinado. Para el caso de las bacterias la siembra se realizé con asa bacteriana,
tomando una porcion de la colonia correspondiente e introduciéndola en el tubo
con un movimiento en zigzag sobre el medio de cultivo. Una vez que se detectd
crecimiento suficiente, los tubos inclinados fueron sellados con parafilm antes de

ser guardados a 4°C para su preservacion.

5.3 Caracterizacibn macro y microscopica de los agentes involucrados en el
control biologico.

5.3.1 Caracteristicas macroscopicas de las cepas involucradas en el biocontrol.

Para la caracterizacion macroscopica de las cepas de Rhizoctonia spp. y
Trichoderma spp. se colocé un disco de 5 mm de didmetro de la cepa respectiva
en el centro de la caja de Petri con medio de cultivo PDA . Las variables evaluadas
fueron; tipo colonia, aspecto, consistencia, desarrollo y color siguiendo la

metodologia descrita por Ramirez et al. (1998.)
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Las bacterias fueron establecidas en cajas Petri con medio de cultivo AN,
realizando la siembra en forma de estriado, con la finalidad de obtener colonias
aisladas para su caracterizacion macroscopica: forma, elevacion, textura y color,

tomando como referencia la metodologia de Ramirez et al., (1998).

5.3.2. Caracteristicas microscopicas de las cepas involucradas en el biocontrol.
La evaluacion microscépica de los hongos incluyé preparaciones temporales
segun la metodologia de Ramirez et al. (1998), que consistieron en colocar en un
portaobjetos, una gota del reactivo azul de algodén y micelio del hongo objeto de
estudio que posteriormente, fue cubierto con un/el cubreobjetos; estas se
observaron al microscopio a 4, 10 y 40 aumentos. En algunos casos se requirié

usar aumentos de 100X, previa adicion de aceite de inmersion.

Para la identificacion microscépica de las bacterias se realizé tincibn de Gram
utilizando preparaciones temporales, descrita por la metodologia de Ramirez et al.
(1998). Consiste en utilizar 4 reactivos: Cristal violeta o colorante primario, imparte
color a todos los organismos del frote; seguido de la solucion iodo de Gram o
lugol, (mordente), un tercero alcohol-acetona que actia como decolorante
arrastrando al colorante primario fuera de la pared celular, y por ultimo la safranina
o colorante de contraste. Las bacterias con pared celular gruesa, debido a su
mayor contenido de péptidoglucanos, adhieren a su pared celular el colorante

primario y pigmentan de morado (bacterias Gram +), en tanto que las bacterias
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con pared celular delgada (menos contenido de peptidoglucanos), no retienen el
colorante primario y se tiflen de color rosa procedente de la safranina (Gram -).

Posteriormente las preparaciones fueron observadas al microscopio a 100x.

5.4 Descripcion de experimentos

Con la finalidad de evidenciar el fendmeno de biocontrol, se establecieron seis
experimentos bajo condiciones de laboratorio, utilizando la técnica de cultivos
duales en cajas Petri con medio de cultivo PDA; consistio en enfrentar cepas
antagodnicas de Trichoderma spp, ademas de bacterias con potencial antagénico,

contra el patdégeno Rhizoctonia spp.
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5.4.1 Experimento 1. Confrontacion in vitro de Trichoderma spp. vs Rhizoctonia

spp. cepa R2

En un primer experimento se evalud el efecto antagonico de Trichoderma spp.;
R39, R40, R41, R44 y GT5 sobre la cepa R2 de Rhizoctonia spp., en un arreglo
estadistico completamente al azar de 6 tratamientos con tres repeticiones, en
pruebas in vitro empleando la técnica de cultivos duales en cajas Petri con PDA,
en las que se coloco en cada extremo un disco de 5 mm de diametro del patdgeno
y del antagonista. El tiempo de establecimiento de los organismos se realizo con
base a su velocidad de crecimiento previamente evaluado de cada una de las
cepas, con la finalidad de sincronizar los enfrentamientos. Los casos que solo
involucraron a uno de los organismos, fue colocado en uno de los extremos de la
caja Petri. Posteriormente fueron incubados a 28 °C. Diariamente se evalué el
crecimiento micelial de ambos organismos. Los datos se sometieron a analisis de
varianza (ANOVA) para detectar diferencias entre tratamientos y para
comparacion de medias se utilizo la pruebe de Tukey (P= 0.05), empleando el
paquete estadistico. The Statistical Analisis System (SAS) Systems 9 for

Windows.
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5.4.2 Experimento 2. Confrontacién in vitro de Trichoderma spp. vs

Rhizoctonia spp., cepa (R5)

Se establecié un segundo experimento completamente al azar de 6 tratamientos
con tres repeticiones, para evaluar el efecto de biocontrol de las cepas de
Trichoderma spp. (R39, R40, R41, R44 y GT5), sobre la cepa R5 de Rhizoctonia
spp.. en pruebas in vitro utilizando la técnica de cultivos duales; consistio en
colocar en cada extremo de la caja de Petri un disco de 5 mm de diametro del
antagonista como del patdégeno, tomando como referencia la velocidad de su
crecimiento previamente evaluado de cada una de las cepas. Para los controles
gue involucraron a uno de los organismos, este fue colocado en uno extremo de
la caja Petri, posteriormente fueron incubados a 28 °C. Dando seguimiento diario
al crecimiento micelial de los organismos en confrontacién. Los resultados se
sometieron a andlisis de varianza (ANOVA) para detectar diferencias entre
tratamientos, utilizando la prueba de Tukey (P= 0.05), para la separacion de
medias empleando el paquete estadistico The Statistical Analisis System (SAS)

Systems 9 for Windows.

37



5.4.3 Experimento 3. Enfrentamiento in vitro de ocho cepas bacterias con

potencial antagdnico vs Rhizoctonia spp., cepas R2 y R5

Se emplearon ocho cepas bacterianas (P14, P23, P61, R11, R44, A46, BSP1.1y
OLS-SF3), para evaluar su efecto de biocontrol a Rhizoctonia spp. cepas (R2 y
R5). Para ello se realizaron bioensayos bajo la técnica de cultivos duales,
trazando con una asa bacteriolégica en un extremo de la caja de Petri una linea de
4 cm de la cepa bacteriana correspondiente, tres dias después, en el extremo
opuesto se colocé un disco de 5 mm de diametro con micelio de la cepa respectiva
de Rhizoctonia spp., los controles del patégeno fueron dispuestos de manera
independiente en un extremo de la caja Petri. Las unidades experimentales se
establecieron bajo un arreglo estadistico completamente al azar de 18
tratamientos con tres repeticiones, resultado de enfrentar a las bacterias con cada
cepa (R2, R5 y testigo). Las unidades experimentales fueron incubados a 28 °C,
realizando a diario la evaluacion del crecimiento fungico; los datos se evaluaron a
través del analisis de varianza (ANOVA) para detectar diferencias entre
tratamientos, se utilizo la prueba de Tukey (P= 0.05), en la comparacién de
medias utilizando el paquete estadistico The Statistical Analisis System (SAS)

Systems 9 for Windows.
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5.4.4 Experimento 4. Enfrentamiento in vitro de tres cepas bacterias

antagodnicas vs Rhizoctonia spp., cepas R3, R4y R6
Con base a los resultados obtenidos en el experimento anterior, se seleccionaron
las cepas con potencial antagénico (A46, P61 y OLS-SF3) para ser evaluadas a
través de bioensayos in vitro contra las cepas R3, R4 y R6 de Rhizoctonia spp.,
utilizando la técnica de cultivos duales que consistié en trazar una linea de 4 cm
de la cepa bacteriana objeto de estudio en un extremo de la caja Petri, tres dias
después, al lado opuesto de la colonia bacteriana se procedié a colocar un disco
de 5 mm de diametro conteniendo micelio de la cepa correspondiente del
patdgeno, para el testigo absoluto de Rhizoctonia spp, se establecieron cajas
individuales colocando en un extremo de la caja Petri, un disco de la cepa
correspondiente. Las unidades experimentales fueron distribuidas en un modelo
estadistico completamente al azar de 12 tratamiento con tres repeticiones,
posteriormente se incubaron a 28 °C, diariamente se evalud el crecimiento micelial
en la confrontacién. Se utilizo el analisis de varianza (ANOVA) para detectar
diferencias entre tratamientos, para la separaciéon de medias se utilizo la prueba
de Tukey (P= 0.05), empleando el paquete estadistico The Statistical Analisis

System (SAS) Systems 9 for Windows.
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Con la finalidad de evaluar el grado de biocontrol de las bacterias antagoénicas, se
probaron dos diferentes tiempos de exposicion detalladas en los experimentos

siguientes:

5.4.5 Experimento 5. Enfrentamiento in vitro de Rhizoctonia spp. vs cepas

bacterianas antagénicas, dispuestas una semana antes del patdégeno
Se establecié un experimento a través de bioensayos para evaluar el efecto de
biocontrol de las bacterias antagonicas A46, P61 y OLS-SF3, frente a las cepas
patdgenas R2 y R5 de Rhizoctonia spp. empleando la técnica de cultivos duales.
Para ello cada cepa bacteriana fue dispuesta en un extremo de la caja Petri
trazando una linea de 4 cm, siete dias después en el extremo opuesto se coloco
un disco de 5 mm conteniendo al patégeno. Los testigos de Rhizoctonia fueron
establecidos de manera independiente en un extremo de la caja de Petri. Las
unidades experimentales se sometieron en un disefio estadistico completamente
al azar de 8 tratamientos con tres repeticiones, los enfrentamientos se incubaron a
28 °C. Diariamente se evalu6 el crecimiento micelial de los agentes involucrados
en los bioensayos. Los datos se sometieron analisis de varianza (ANOVA)
empleando la prueba de Tukey (P = 0.05) para la comparacién de medias,
utilizando el programa estadistico The Statistical Analisis System (SAS) System 9

for Windows.
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5.4.6 Experimento 6. Enfrentamiento in vitro de Rhizoctonia spp. vs cepas

bacterianas antagonicas, dispuestas a un mes antes del patégeno
Se evalué a través de bioensayos el enfrentamiento de las bacterias antagonicas
A46, P61 y OLS-SF3 sobre cepas patégenas R2 y R5 de Rhizoctonia spp. bajo la
técnica de cultivos duales. Para ello la cepa bacteriana respectiva fue dispuesta en
un extremo de la caja Petri trazando una linea de 4 cm, 30 dias después fue
colocado en el extremo opuesto un disco de 5 mm de diametro con micelio de la
cepa correspondiente del patdgeno. Los testigos del patégeno fueron establecidos
de manera independiente en un extremo de la caja Petri. Para su posterior
incubacion a 28 °C. Evaluando a diario al crecimiento micelial del patdégeno
durante la confrontacion. El disefio estadistico que se utilizé fue completamente al
azar que contemplo 8 tratamientos con tres repeticiones, para determinar las
mejores cepas, se realizo el Andlisis de Varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey
(P = 0.05) para la comparacion de medias utilizando el paquete estadistico The

Statistical Analisis System (SAS) Systems 9 for Windows.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Caracterizacion de las cepas involucradas en el biocontrol

6.1.1. Caracterizacion macroscopica de las cepas involucradas en el biocontrol

De manera general, las 5 cepas de Rhizoctonia spp. macroscépicamente
presentan micelio filamentoso de aspecto algodonoso compacto, consistencia
seca a humeda y su desarrollo, en funcién de la cepa, puede ser radial,
concéntrico-radial y radial-concéntrico (Cuadro 2). En los cultivos joévenes se
encontraron tonalidades claras y obscuras en su madurez (Figura 1) los resultados
coinciden de alguna manera con los descritos por (Priyatmojo et al., 2001;
Gonzalez et al.,, 2006), evaluaron las caracteristicas morfologicas del género
Rhizoctonia spp., al describir la apariencia de tipo filamentoso de la colonia, de
aspecto algodonoso con variaciones en la coloracion desde pardo-claro hasta

pardo-obscuro, dependiendo de la edad del cultivo.
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Cuadro 2. Caracteristicas macroscopicas de Rhizoctonia spp., 9 dias después de

su siembra descritas bajo la metodologia de Ramirez et al. (1998).

Caracteristicas macroscopicas de Rhizoctonia spp.

Cepa Tipo de Aspecto Consis- | Desarrollo Color Pigmento
colonia tencia
R2 Filamentoso | Algodonoso, | Seca Radial ] Difuso en el
plano Cafe-centro, | medio
crema-
extremo
R3 Filamentoso | Algodonoso, | Seca Conceéntrico, | Café-centro, | Difuso en el
plano radial crema- medio
extremo
R4 Filamentoso | Algodonoso, | Seca Radial, ] Difuso en el
plano concéntrico | Café obscuro | medio
R5 Filamentoso | Algodonoso, | Seca Conceéntrico, | Café obscuro | Circunscrito
plano radial en la
colonia
R6 Filamentosa | Algodonoso, | Himeda | Radial Difuso en el
plano Café obscuro | medio

Figura 1. Morfologia de Rhizoctonia spp., durante la etapa juvenil presenta tonalidades

claras cepa R2, (izquierda), a través del tiempo contrasta a pigmentacion

obscura cepa R3 (derecha).
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La caracterizacion macroscépica de las cinco cepas empleadas de Trichoderma
spp. demostr6 que poseen micelio filamentoso y compacto, de consistencia
hameda, desarrollo concéntrico, con tonalidades blancas en zona de crecimiento y
verde en la region de madurez (Cuadro 3y Figura 2). Los resultados obtenidos se
asemejan o los descritos por Suarez et al. (2008), al evaluar los aislamientos;
TCN-009, TCN-010, TCN-014 pertenecientes a Trichoderma harzianum,
evidenciaron un rapido crecimiento de forma concéntrica con aspecto de polvillo,

acompafiado de una pigmentacién blanca con verde olivo.

Cuadro 3. Caracteristicas macroscoépicas de cinco cepas de Trichoderma spp., 2
dias después de su siembra bajo la metodologia de Ramirez et al. (1998).

Caracteristicas macroscépicas de Trichoderma spp.

Cepa Tipo de Consis-

colonia Aspecto | Tencia Desarrollo Color Pigmento
R39 Blanco- | Circunscrito
Filamentosa | Compacto | Himeda | Concéntrico | verde en la colonia
R40 Blanco- | Circunscrito
Filamentosa | Compacto | Himeda | Concéntrico | verde en la colonia
R41 Blanco- | Circunscrito
Filamentosa | Compacto | Himeda | Concéntrico | verde en la colonia
R44 Circunscrito
Blanco- | en la colonia

Filamentosa | Compacto | Himeda | Concéntrico | verde
GT5 Circunscrito
Filamentosa | Compacto | Himeda | Concéntrico | Blanco | en la colonia
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Figura 2. Morfologia de Trichoderma spp., cepa 39 mostrando su caracteristico
crecimiento concéntrico, ademas de su coloracion verde en la zona de

madurez y blanco en el area de crecimiento.

Con lo que respecta a las cepas bacterianas con potencial antagonico,
macroscopicamente, tienen forma circular de borde entero, ondulado y lobulado,
su elevacion puede ser plana, elevada o umbonada, de textura membranosa y
butirosa, presentan tonalidades claras a obscuras (Cuadro 4 y Figura 3) Dichas

caracteristicas fueron tomadas de la metodologia de Ramirez et al, (1998).

45



Cuadro 4. Caracteristicas macroscopicas de las cepas bacterianas con potencial

antagonico empleadas en el estudio de biocontrol, 5 dias después de su siembra

bajo la metodologia de Ramirez et al., (1998).

Cultivo Forma Borde |Elevacién Textura Color

Café-amarillo y difuso
P61 Circular Entero Convexa |Membranosa|en el medio

Crema circunscrito a la
P14 Amiboide |Lobulado |Elevada Membranosa | colonia.

Crema circunscrito a la
P23 Circular Entero Elevada Membranosa | colonia.

Crema circunscrito a la
A46 Circular Ondulado |Elevada Membranosa | colonia.

Blanco circunscrito a la
R11 Amiboide | Entero Plana Membranosa | colonia.

Blanco circunscrito a la
R44 Circular Entero Elevada Membranosa | colonia.

Crema circunscrito a la
OLS-SF3 | Circular Ondulado |Convexa |Membranosa |colonia.

Crema circunscrito a la
BSP1.1 Circular Lobulado |Plana Butirosa colonia.

Figura 3. Morfologia de cepa bacteriana con potencial antagénico (P61), mostrando su

tipica pigmentacion café-amarillo, bajo la técnica de estriado para su siembra.
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6.1.2 Caracterizacion microscoépica de las cepas involucradas en el biocontrol
En la evaluacion microscopica de las cinco cepas de Rhizoctonia spp. (R2, R3,
R4. R5 y R6) se encontr6 que poseen micelio septado, con ramificaciones en un
angulo recto, de pigmentacioén clara en su etapa juvenil, que a través del tiempo se
tornan obscuras (Figura 4). Estos resultados coinciden con los atributos citados
por (Paulitz y Schroeder, 2005; Gutiérrez et al., 2006) quienes mencionan las
caracteristicas tipicas de Rhizoctonia spp que incluyen micelio septado,
constricciéon de la hifa al punto de origen de la ramificacion hifal cercana al septo y
tonalidades del micelio que van desde el claro hasta el obscuro dependiendo de
la edad de la cepa, ademas de la presencia de estructuras de resistencia
(esclerosios), de forma esférica de color blanco durante su formacién, que al llegar

a la madurez su pigmentacion se torna parda-obscura.
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Figura 4. Caracteristicas microscépicas de Rhizoctonia spp. observadas al microscopio
Optico y estereoscopico. Micelio septado y ramificacion en angulo recto,
estructura tipica del patégeno (izquierda) a 10 X; micelio maduro con
pigmentacion obscura, ademéas de formacion de estructura de resistencia

(esclerocio) observada al Microscopio estereoscopio (derecha).

Trichoderma spp., presenta micelio septado, poseen conidioforos hialinos que son
ramificaciones que se desprenden de la hifa principal y pueden presentarse en par
0 solitarios. Estos sostienen a las fialides que pueden ser Unicas o en par,
incoloras y localizadas en angulo recto con respecto al conidiéforo; sus conidios
son subglobosos y crecen en masa sobre los apices de las fialides (Figura 5). Las
cepas R39, R40, R41 y R44 presentaron estructuras de resistencia intercalares o
terminales denominadas clamidosporas. Estas caracteristicas concuerdan con las
descritas por Suarez et al. (2008), al evaluar a través de observaciones al
microscopio; evidenciaron micelio septado, ademéas de ramificaciones de la hifa

principal (conidioforos), que a su vez sostienes estructuras cortas en forma de
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botella (fialides), con un conidio o varios en la extremidad de forma globosa de

color verde (esporas).

Figura 5. Caracteristicas microscépicas de Trichoderma spp. A la Izquierda, se observa

un conidiéforo sosteniendo a las fialides, ademas de las conidias (esporas). A
la derecha, la aguja sefiala una clamidospora intercalar observada a 10 X.

En lo referente a las caracteristicas microscopicas de las ocho cepas bacterianas
con potencial antagonico evaluadas, se encontraron en su mayoria cocos en
cadena, cocos en racimo y bacilos. Con base a la tincion de Gram la mayoria de
las cepas fueron de tipo Gram negativo (G -) (Cuadro 5). Los resultados se

comparan a los descritos por Reyes et al. (2011) mencionan la importancia de la
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técnica de Gram, que define la forma tan variada que presentan las bacterias

durante su estudio.

Cuadro 5. Caracterizacibn microscopica del conjunto de cepas bacterianas con
potencial antagonico.

Cepa Forma Gram
P14 Cocos en cadena (estreptococos) +
P23 Cocos en racimo (estafilococos) -
P61 Bacilos cortos en cadena dobles (cocobacilos) -
A46 Cocos en cadena (estreptococos) +
R11 Cocos en cadena (estreptococos) +
R44 Cocos en cadena (estreptococos) -
BSP1.1 Cocos en cadena (estreptococos) -
OLS-SF3 Cocos en cadena (estreptococos) -
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6.2. Control in vitro de Rhizoctonia spp.

6.2.1 Experimento 1. Confrontacion in vitro de Trichoderma spp. vs Rhizoctonia

spp. cepa (R2)

En la evaluacion de los cultivos duales de las cepas (R39, R40, R41, R44 y GT5)
de Trichoderma spp. sobre la cepa (R2) del patdbgeno Rhizoctonia spp. bajo
condiciones in vitro. Al tercer dia de la confrontacion se observé la interaccidon
fisica entre las hifas de ambos hongos. Al respecto Arzate-Vega et al. (2006)
reportaron contacto a las 24 h después de haber inoculado las cepas de
Trichoderma spp, todas las cepas hicieron contacto con Mycosphaerella fijiensis y
el nimero de dias al primer contacto entre las hifas fue el mismo para las 8 cepas
estudiadas. De acuerdo a los analisis estadisticos, se encontraron diferencias
altamente significativas (P=0.01) entre las especies de Trichoderma en su
habilidad para inhibir el crecimiento de Rhizoctonia spp. Al evaluar el porcentaje
de area ocupada por el antagonista (PAOA), fue estadisticamente diferente entre
las cepas ensayadas. Al quinto dia se observo que (GT5) logro colonizar la placa
al 100 % sobre el patdgeno que inicialmente fue sembrado. Asi mismo R39 y R41
tuvieron un crecimiento estadisticamente similar al invadir el 43.52 y 45.48 %,
diferenciandose de R40 al cubrir el 39.60 % del area de la placa, colonizadas
inicialmente con el patégeno, seguidas por R44 con el 36.46% del espacio de la
placa que inicialmente fue sembrada, sobre el patdgeno. Al evaluarse el
crecimiento diario de las cepas ensayadas de Trichoderma spp.; R39, R40, R41,

R44 y GT5, se incremento desarrollando un halo miceliar de 36, 35, 38, 31y 85
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mm respectivamente, a diferencia del crecimiento micelial del patégeno; 27, 37,
40, 44 y 39 mm, hasta el tercer dia, momento en el que acurre el contacto fisico
entre organismos. Asi mismo Torres et al. (2008) al evidenciar a 28°C el
crecimiento diario de hongos antagonistas, se incremento obteniéndose que en
cinco dias Thichoderma harzianum, Trichoderma viride y Trichoderma virens,
desarrollaron un halo miceliar de 90, 88 y 80 mm respectivamente a diferencia del
patdgeno Cladosporium fulvum que tuvo un desarrollo de 8 mm. Transcurridos
nueve dias del enfrentamiento el PAOA; R39 y R41 fue estadisticamente igual, al
colonizar el 99.21 y 98.82 %, a si mismo R40 ocupo el 87.05 %, en contraste con
R44 al invadir el 64.30 % del espacio de la placa, con un crecimiento miceliar de
84, 84, 74 y 54 mm respectivamente, quedando reducido el desarrollo del

patdgeno en comparacion con el control (Cuadro 6y 7).
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Cuadro 6. Efecto antagénico de Trichoderma spp. sobre el crecimiento micelial de

Rhizoctonia spp., en cultivos duales.

Cepas de Trichoderma Diametro de la colonia (PCRA)
spp. (mm)

3dde |5dde 9dde | 3dde S5dde | 9dde
GT5 35 85 85 41.56a | 100a 100a
R41 34 38 84 39.99a | 45.48b | 98.82a
R39 30 36 84 35.29ab | 43.52b | 99.21a
R40 27 34 74 31.76b | 39.60c | 87.05b
R44 27 31 54 32.54b | 36.46d | 64.30c

(PCRA)= Porcentaje de Crecimiento Radial del Antagonista.

dds= dias después del enfrentamiento.

Medias en cada columna seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes

Tukey (P= 0.05)
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Cuadro 7. Crecimiento radial de Rhizoctonia spp. en cultivos duales en presencia

de diferentes cepas de Trichoderma spp.

Tratamientos Diametro de la colonia (mm) (PCRP)
3dde 5dde 3dde S5dde
R2 46 85 54.90a 100a
R2-R44 44 44 51.76a 51.76b
R2-R41 40 40 47.44a 47.44b
R2-GT5 39 39 46.66a 46.66b
R2-R40 37 37 44.31ab 44.31bc
R2-R39 27 27 32.15b 32.15c

(PCRP)= porcentaje de crecimiento radial del patégeno.
dds= dias después del establecimiento.

(R2)= Cepa de Rhizoctonia spp.

(R40, R44, R41, R39 y GT5)=Cepas de Trichoderma spp.

Columnas con la misma letra no tienen diferencia estadistica significativa (Tukey, P=0.05)

A través de los bioensayos se observo inhibicién, con una pigmentacion (amarrillo-
café) en la zona de interaccion acompafiado de la destruccién del micelio fangico,
debido a que Trichoderma produce antibidticos y enzimas degradadoras de la
pared celular. Para dar lugar a un marcado efecto hiperparasitico, que se
manifiesta en la reduccion del desarrollo micelial del patégeno. Por lo tanto los
resultados encontrados en la investigacibn, muestran que las cepas de
Trichoderma spp. ejercieron antagonismo sobre el patégeno Rhizoctonia spp.

mediante el mecanismo de accién tipo micoparasitismo que se pudo observar, ya
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gue las cinco cepas ensayadas crecieron sobre el patdgeno colonizandolo y
degradando sus paredes celulares, mediante actividades enzimaticas, que
anteceden al micoparasitismo. Michel et al. (2005) encontraron diferencias en la
produccién de enzimas; Trichoderma harzianum (Thzcf-9, Thzcf-6 y Thzcf-2)
produjeron la mayor cantidad de quitinasas presentando un efecto antagonico, al
inhibir del 19 al 33 % y del 20 al 35 % el crecimiento del micelio de Fusarium
oxysporum y Fusarium subglutinas, respectivamente. Para glucanasas,
Trichoderma Koningii (TKcf-2) y Trichoderma harzianum (Thzcf-6) logrando la
produccidon mas alta y manifestaron mayor efecto de inhibicion, al reducir entre el
27y 34 % y del 20 al 35 % el crecimiento miceliar de Fusarium oxysporum y
Fusarium subglutinas, respectivamente. (Ezziyyani et al., 2004; Suarez et al.,
2008), quienes mencionan que el micoparasistismo es el principal mecanismo de
Trichoderma spp. el cual envuelve a su hospedero y secreta enzimas que
degradan la pared celular, luego continua la retraccibn de la membrana
plasmatica y finalmente la desorganizacion del citoplasma. Lo cual corrobora que
las cepas usadas en los bioensayos poseen habilidades antagénicas debido al
sinergismo de sus mecanismos de accién, que juegan un papel importante en la

reduccién y destruccidon de patégeno Rhizoctonia spp. (Figura 6).
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Figura 6. Bioensayos de antagonismos in vitro de Trichoderma spp. frente a Rhizoctonia

spp. Se puede observar que el antagonista ejercié actividad de biocontrol por
encima del testigo, sobrecreciendo en su area de accion al inhibir el avance de
crecimiento de la colonia del patdgeno debido a la secrecion de sustancias
(antibidticos y enzimas) para dar lugar al micoparasitismo.
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6.2.2 Experimento 2. Confrontacion in vitro de Trichoderma spp. vs Rhizoctonia

spp., cepa (R5)

Durante la evaluaciéon de las cepas de Trichoderma spp. (R39, R40, R41, R44 y
GT5), mostraron efecto antagdnico contra Rhizoctonia spp. cepa (R5) en los
cultivos duales realizados previamente in vitro, a los tres dias de la confrontacién
se observo el contacto entre las hifas de ambos organismos. Asi mismo Michel-
Aceves et al. (2009), reportaron que las hifas de Fusarium tuvieron contacto con
las hifas de Trichoderma en diferentes tiempos; ambas especies de Fusarium, a
pesar de que se les dieron tres dias de ventaja por su crecimiento lento, se
observo que Trichoderma se comporté como hiperparasito, los valores oscilaron
entre 2 y 3 dias en el caso de Fusarium subglutinans y entre 3 y 4 para Fusarium
oligrandum. Al evaluar el Porcentaje de Crecimiento Radial del Antagonista
(PCRA), se obtuvieron diferencias altamente significativas (P=0.01), en cada
enfrentamiento. Al quinto dia el (PCRA) fue estadisticamente diferente, se observo
gue GT5, colonizo la placa en un 100 % sobre el patbgeno que inicialmente fue
sembrada, ademas R39 y R41, tuvieron un crecimiento similar estadisticamente
del 47.05 y 45.09 %, respectivamente, asi mismo R40 con el 38.43 % del area de
la placa colonizadas inicialmente con el patdégeno, diferenciandose de R44 al
invadir el 36.07 % del espacio de la placa que inicialmente fue sembrada sobre el
patégeno, el radio de crecimiento de las cepas de Trichoderma spp.; R39, R40,
R41, R44 y GT5, aumento desarrollando un halo miceliar de 40, 32, 38, 30 y 85
mm, mientras que el crecimiento del patdgeno mostro un diametro miceliar de 37,
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31, 30, 31 y 28 mm respectivamente hasta el tercer dia, momento en el que se
observo el contacto fisico con el antagonista. (Alarcon et al., 2005) demostraron
que Trichoderma. harzianum presentd in vitro, una elevada actividad antagénica e
hiperparasitica contra Rhizoctonia solani y Pyricularia grisea al colonizar
totalmente a ambos patégenos 120 h después de su siembra. Nueve dias después
del enfrentamiento el (PCRA); R40 y R41 presento diferencias estadisticamente, al
colonizar el 89.80 y 99.60 % respectivamente, de la misma manera R39 ocupo el
85.87 %, a diferencia de R44 al invadir el 81.95 % del diametro de la placa, con
un crecimiento miceliar de 73, 84, 72 y 70 mm respectivamente, quedando
reducido el desarrollo del patbgeno en comparacion con el testigo (Cuadro 8 y 9).
Rivas y pavone, (2010), sefalan que las cepas TVC36 (Trichoderma
theobromicola, Trichoderma koningiopsis, Trichoderma ovalisporum, Trichoderma
asperellum) y TVC37 (Trichoderma virens); lograron colonizar toda la placa en el
menor tiempo (9 dias) mientras que las cepas TVC18 (Trichoderma harzianum) y
TVC56 (Trichoderma koningiopsis, Trichoderma ovalisporum) solo colonizaron

parte de la colonia de Crinipellis perniciosa entre los 9 y 16 dias.
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Cuadro 8. Efecto antagonico de Trichoderma spp., sobre el crecimiento micelial

de Rhizoctonia spp. a través de bioensayos.

Cepas de Trichoderma Diametro de la colonia (PCRA)
spp. (mm)

3dde |5dde 9dde | 3dde 5dde 9dde
GT5 42 85 85 49.79a | 100a 100a
R41 28 39 84 33.33b | 45.09bc | 99.60a
R40 30 33 76 35.68b | 38.43cd | 89.80b
R39 33 40 73 39.21ab | 47.05b | 85.87bc
R44 26 30 70 31.37b |36.07d | 81.95c

(PCRA)= Porcentaje de Crecimiento Radial del Antagonista.

dde= dias después del enfrentamiento.

Medias en cada columna seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes

de acuerdo a la prueba de Tukey (P= 0.05)
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Cuadro 9. Crecimiento radial de Rhizoctonia spp. en cultivos duales en presencia

de diferentes cepas de Trichoderma spp.

Tratamientos Diametro de la colonia (mm) (PCRP)

3dde 5dde 7dde 3dde 5dde 7dde
RS 35 52 85 41.95a 61.95a 100a
R5-R40 31 31 31 36.07a 36.07b 36.07b
R5-R44 31 31 31 36.07a 36.07b 36.07b
R5-R41 30 30 30 35.68a 35.68b 35.68b
R5-R39 37 37 37 34.50a 34.50b 34.50b
R5-GT5 28 28 28 32.93a 32.93b 32.93b

(PCRP)= Porcentaje de Crecimiento Radial del Patogeno.
dde= dias después del enfrentamiento.

(R5)= Cepa de Rhizoctonia spp.

(R40, R44, R41, R39 y GT5)=Cepas de Trichoderma spp.

Columnas con la misma letra no tienen diferencia estadistica significativa (Tukey, P=0.05)

Lo que se observo a través de los bioensayos fue la inhibicién, acompafiada de
una pigmentacion (amarrillo-café) en la zona de confrontacion seguida de la
destruccion micelial, ya que Trichoderma produce antibiéticos y enzimas que
dafnan la pared celular, seguido de un efecto hiperparasitico, que se manifiesta por
el crecimiento miceliar sobre el patbgeno. Nuestros resultados estan de acuerdo
con los publicados por otros autores Ezziyyani et al. (2004). Observaron en
ensayos in vitro que Trichoderma harzianum aumenta la actividad antifngica

sobrecreciendo y reduciendo la colonia del patdgeno, Phytophthora capsici.
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invadiendo su campo de crecimiento, quedando a los cuatro dias la colonia del
patdgeno totalmente reducida en comparacion con el control, efecto que se debe a
la actividad enzimatica. Por consiguiente Suarez et al. (2008) Mencionan la
importancia de la actividad enzimatica al degradar la pared celular del hospedero,
dicho proceso limita el crecimiento y la actividad del hongo patégeno y algunas
especies de Trichoderma. son conocidas por producir elevadas concentraciones
de enzimas antecedidas al micoparasitismo. Esto se debi6 probablemente a que,
como lo propone. Howel, (2003). El micoparasitismo se puede analizar en
preparaciones al microscopio electronico de barrido donde se observan las hifas
de Trichoderma harzianum enrollando a las del patégeno e impidiendo su
crecimiento. Lo que permite concluir que las cepas utilizadas en los bioensayos
poseen habilidades antagoénicas, debido a la actividad de sus mecanismos de

accion, que intervienen en el biocontrol de Rhizoctonia spp. (Figura 7).
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Figura 7. Capacidad antagénica de Trichoderma spp. sobre Rhizoctonia spp. al inhibir el
crecimiento del patégeno en comparacion con el testigo, atribuido a la
secrecion de sustancias antifungicas (enzimas y antibidticos) permitiendo
sobrecrecer y esporular en su campo de accion seguido de la actividad del

micoparasitismo.
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6.2.3 Experimento 3. Enfrentamiento in vitro de ocho cepas bacterianas con

potencial antagdnico vs Rhizoctonia spp., cepas R2 y R5.

A través de bioensayos in vitro, se evalud la confrontacion entre cepas
bacterianas (A46, P14, P23, P61, R11, R44, BSP1.1 y OLS-SF3) sobre cepas (R2
y R5) del patdbgeno Rhizoctonia spp. Al evaluar el Porcentaje de Inhibicién del
Crecimiento del Patégeno (PICP), unicamente las cepas (A46, P61 y OLS-SF3)
mostraron efecto antagénico al inhibir el crecimiento de Rhizoctonia spp., con
efecto altamente significativo (P= 0.01), al cuarto dia del enfrentamiento, en todos
los casos las bacterias; A46, P61 y OLS-SF3, se establecieron 72h antes que
Rhizoctonia spp.; R2 y R5, al realizar la separacion de medias el (PICP) fue
estadisticamente diferente en cada tratamiento con el 46.79 y 37.43 %, asi mismo
se observo el 47.29 y 36.47 % diferenciandose del 31.17 y 32.94 %
respectivamente frente al patégeno (Cuadrol0). Resultados parecidos obtuvo
Valencia-Cantera et al. (2005), a través de ensayos de antibiosis: cepa ZUM80
Pseudomonas fluorescens, ademas de cuatro cepas mutantes; ZUM8011Sid-,
ZUMB8026Sid-, ZUM8078Sid- y ZUM80111Sid- inhibieron el crecimiento de
Fusarium oxysporum, en forma directamente relacionada con el tiempo de ventaja
gue tuvieron para establecerse en la caja Petri antes que el hongo. En todos los
casos, cuando las bacterias se sembraron 72 6 48 h antes que el hongo, la

inhibicién sobre éste fue practicamente total.
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Cuadro 10. Inhibicién del crecimiento micelial de Rhizoctonia spp. por cepas

bacterianas en cultivos duales.

Cepas bacterianas Diametro de la colonia (PICP)
(mm)
4dde
R2 R5 R2 R5
A46 39 32 46.79ab 37.43ab
P61 40 31 47.29a 36.47ab
OLS-SF3 26 26 31.17b 32.94ab

(PICP)= Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento del Patdgeno.

dde= dias después del enfrentamiento

(R2 y R5)= Cepas de Rhizoctonia spp.

Letras iguales en los renglones no tienen diferencia estadistica significativa (Tukey,
P=0.05)

Debido a lo anterior podemos mencionar que el porcentaje de inhibicion ejercido
sobre Rhizoctonia pudo observarse a través de los bioensayos debido al
establecimiento temprano de las bacterias en cada ensayo, ademas se observo
gue las colonias del patégeno, no entraron en contacto fisico con las bacterias,
acompafiado de un cambio en la pigmentacién del micelio fangico. Lo anterior
indica la existencia de metabolitos que requirieron tiempo para ser producidos y
dispersarse en el medio de cultivo, repercutiendo en la reduccién del crecimiento
seguido de la destruccion miceliar del patdgeno en comparacion con el testigo
(cuadro 11). Reyes et al, (2011), evidenciaron que la cepa CBCKO08 de Bacillus
sp. produce metabolitos en medio artificial PDA, lo que permitio la inhibicion del

crecimiento de Macrophomina phaseolina. Adicionalmente la cepa, mostro tener

actividad antifungica in vitro contra Fusarium sp., Alternaria sp. y Colletotrichum
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sp. al inhibir el desarrollo miceliar con el 40, 35, 33 y 32 % respectivamente. La
cepa inhibié a los fitopatdbgenos por competencia de espacio, asi como por la
produccién de metabolitos difusibles en el medio, debido a la observacion de halos

de inhibicién que no permitieron el contacto entre los microorganismos.

Cuadro 11. Crecimiento radial de Rhizoctonia spp. en presencia de diferentes

cepas bacterianas a través de bioensayos.

Tratamientos Diametro de la colonia (PCRP)
(mm)
4dde 5dde 4dde 5dde
R2 67 83 79.81a 98.21a
R5 56 75 66.33b 88.66b
R2-OLS-SF3 42 42 49.80c 49.80c
R5-OLS-SF3 39 39 45.87c 45.87c
R5-A46 38 38 44.70c 44.70c
R2-P61 36 36 42.35c 42.35c
R5-P61 36 36 42.34c 42.34c
R2-A46 35 35 41.95c 41.95c

(PCRP)= Porcentaje de Crecimiento Radial del Patdgeno.

dde= dias después del enfrentamiento.

(R2 y R5)= Cepas de Rhizoctonia spp.

(A46, P61y OLS-SF3)= Cepas bacterianas.

Letras iguales en la misma columna no difieren los porcentajes estadisticamente de

acuerdo con la prueba de Tukey (P=0.05)
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Por lo anterior, las cepas bacterianas con efecto antagonico para el patégeno
fueron P61, A46 y OLS-SF3. La evidencia de que las bacterias redujeran el
crecimiento de Rhizoctonia demuestra el potencial antagénico ejercido por las
cepas bacterianas ensayadas, debido a los dias de ventaja sobre el patégeno
dando tiempo a difundir sus metabolitos en el medio de cultivo al inhibir el

crecimiento micelial, seguido de la destruccion del patégeno (figura 8)

OLS-SF34_ [ Testigo

OLS-SE3 <

Figura 8. Enfrentamiento in vitro de cepas bacterianas sobre Rhizoctonia spp., al inhibir

el crecimiento miceliar, debido a la producciébn de sustancias toxicas
(antibiosis), que al difundirse a través del medio de cultivo, frenaron el
crecimiento del patdgeno en comparacién con el testigo.
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6.2.4 Experimento 4. Enfrentamiento in vitro de tres cepas bacterianas

antagodnicas vs Rhizoctonia spp., cepas R3, R4y R6
Las cepas bacteriana con efecto antagonico fueron enfrentadas a través de
bioensayos in vitro con cepas del patégeno Rhizoctonia spp., al evaluar el radio de
crecimiento del patéogeno (RCP), fue diferente el grado de inhibicion del
crecimiento miceliar. En todos los eventos, el establecimiento de las bacterias
(A46, P61 y OLS-SF3) se realizo 72 h antes que las cepas del patégeno (R3, R4y
R6), durante la evaluacion del (RCP) hubo diferencias altamente significativas
(P=0.01) en cada tratamiento a los cuatro dias de la confrontacion, se obtuvieron
diferencias estadisticas al realizar la comparacion de medias con el 32.59, 33.70y
34.46 % asi mismo se observo el 37.50, 38.42 y 38.88 % diferenciandose del
28.24, 30.50 y 32.04 % respectivamente (Cuadro 12). Los resultados del presente
trabajo coinciden con otros reportados en la literatura sobre el biocontrol de
Rhizoctonia sp. en los que emplean cepas bacterianas. Reinoso et al. (2007)
tuvieron resultados semejantes a los presentes en el control in vitro mediante
cepas de Bacillus spp., al evaluar el efecto antifingico, la mayoria de las cepas
antagonistas produjeron metabolitos que inhibieron en mas de 55% el crecimiento
de Rhizoctonia solani. Bajo estas condiciones experimentales los metabolitos
producidos por las cepas Q4 y Q5 fueron los de menor efecto inhibitorio sobre el

crecimiento de este hongo fitopatégeno.
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Cuadro 12. Efecto de inhibicién de las cepas bacterianas sobre el crecimiento

micelial de Rhizoctonia spp.

Cepas bacterianas Diametro de la colonia (PICP)
(mm)
4dde
R3 R4 R6 R3 R4 R6
A46 27 28 29 32.59ab | 33.70ab | 34.46ab
P61 32 33 33 37.50a | 38.42a | 38.88a
OLS-SF3 24 26 31 28.24b | 30.50b | 32.04ab

(PICP)= Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento del Patdgeno.

dde=dias después del enfrentamiento.

(R3, R4 Y R6)=Cepas de Rhizoctonia spp.

Medias con letras iguales no presentan diferencias estadisticas significativas (Tukey,
P=0.05)

El porcentaje de inhibicion del crecimiento miceliar, ejercido sobre Rhizoctonia
spp. pudo evidenciarse a través de los cultivos duales, debido al tiempo de ventaja
de las bacterias en cada bioensayo, ademas se observo que las hifas del
patdgeno, no entraron en contacto fisico con las bacterias, seguido de un cambio
en la pigmentacién miceliar del hongo, esto se debio a la secrecion de metabolitos
a través del medio de cultivo, ocasionando inhibicién micelial del patdogeno en
comparacioén con el testigo (Cuadro 13). Por otra parte Montealegre et al. (2003).
Evaluaron a través de bioensayos in vitro tres cepas del genero Bacillus spp.
sobre Rhizoctonia solani, observaron un halo de inhibicion acompafiado de un
cambio de la pigmentacion del micelio, ademas de no existir el contacto fisico
entre ninguna de las bacterias y el fitopatdbgeno, debido a la presencia de
metabolitos secretados por las bacterias.
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Cuadro13. Crecimiento radial de Rhizoctonia spp. en cultivos duales en presencia

de diferentes cepas bacterianas.

Tratamientos Diametro de la colonia (PRCP)
(mm)

4dde 5dde 4dde 5dde
R3 72 84 84.58a 99.70a
R4 60 77 70.34b 90.19b
R6 59 76 69.17b 89.41b
R3-OLS-SF3 45 45 52.94c 52.94c
R4-OLS-SF3 45 45 52.15cd 52.15cd
R6-OLS-SF3 44 44 51.75cd 51.75cd
R3-A46 42 42 49.79cde 49.79cde
R3-P61 41 41 48.23cde 48.23cde
R6-A46 41 41 48.23cde 48.23cde
R4-P61 40 40 47.84cde 47.84cde
R4-A46 40 40 47.04de 47.04de
R6-P61 39 39 45.48e 45.48e

(PCRP)= Porcentaje de Crecimiento Radial del Patdgeno.

dde= dias después del enfrentamiento.

(R3, R4 y R6)= Cepas de Rhizoctonia spp.
(A46, P61 y OLS-SF3)= Cepas bacterianas.

Las medias seguidas por una letra comin en cada columna no son significativamente

diferentes (Tukey, P=0.05)

Sin embargo la inhibicion del crecimiento miceliar de Rhizoctonia spp. ejercido por

las bacterias ensayadas, demuestra el potencial que poseen como agentes de

biocontrol, debido a su establecimiento temprano dando tiempo a difundir sus

metabolitos en el medio de cultivo, para intervenir en la inhibicion y destruccién

del micelio del patdgeno (figura 9).
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QLS -SF3 Testigo

OLS-SF3 Testigo

R4 R4

OLS-SF3 Testigo

Figura 9. Bioensayos in vitro de cepas bacterianas sobre Rhizoctonia spp., al inhibir el

crecimiento miceliar, debido a la accién de antibiosis (produccion de
matabolitos), que al difundirse sobre el medio de cultivo, frenaron el desarrollo
del patdgeno, en comparacién con el testigo.

70



6.2.5 Experimento 5. Enfrentamiento in vitro de Rhizoctonia spp. vs cepas

bacterianas antagonicas, dispuestas una semana antes del patégeno

El efecto antagdnico ejercido por las bacterias se evidencio a través de cultivos
duales in vitro sobre cepas de Rhizoctonia spp., al evaluar el porcentaje de
inhibicion del crecimiento radial se observaron diferencias en la inhibicion del
diametro de crecimiento miceliar de las cepas del patogeno (R2 y R5), debido al
tiempo de ventaja de las bacterias (A46, P61 y OLS-SF3). En todos los
tratamientos el establecimiento de las bacterias se realizo 7 dias antes que el
patdgeno, al analizar el porcentaje de inhibicién del crecimiento del patégeno
(PICP) hubo diferencias altamente significativas (P=0.01), en cada tratamiento al
tercer dia del enfrentamiento, al realizar la comparacién de medias entre las
variables, se obtuvieron diferencias estadisticamente; con el 52.85 y 60.10 %, asi
mismo se observo el 66.16 y 62.62 % a diferencia del 50.00 y 49.28 %
respectivamente (Cuadro 14). Al respecto Orbera et al. (2009). Al evaluar la curva
de inhibicion del crecimiento de hongos fitopatdgenos frente a cinco aislados
bacterianos mostrando en todos los casos actividad inhibitoria al evidenciar
alteraciones morfologicas que aparecen en las colonias fungicas tales como el
engrosamiento de los bordes en contacto con la zona de inhibicion del crecimiento
y la formacion de regiones de lisis interna, similares a la autdlisis que aparece en
colonias en fase de decadencia. El porcentaje de inhibicion del crecimiento de los
hongos oscilé entre el 51,69 y el 72,22%, valores alcanzados con los aislados

SR/B-8 sobre Colletotrichum sp. CH-6 y SR/A-17 sobre Fusarium oxysporum CL-
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20, respectivamente. El porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de los
hongos patdgenos, revel6 que los aislados SR/A-1 y SR/B-16 poseen actividad
inhibitoria similar y superior al resto; un segundo grupo homogéneo se conformo
con las bacterias SR/B-17 y SR/A-17. El aislado SR/B-8, el cual mostré los

menores valores de porcentaje de inhibicion del crecimiento in vitro de los hongos.

Cuadro 14. Efecto de inhibicion de las cepas bacterianas en el crecimiento

micelial de Rhizoctonia spp.

Cepas bacterianas Diametro de la colonia (PICP)
(mm)
3dde
R2 R5 R2 R5
A46 44 51 52.85hc 60.10abc
P61 56 53 66.16a 62.62ab
OLS-SF3 43 42 50.00c 49.28c

(PICP)= Porcentaje de inhibicién del crecimiento del patdgeno.
dde=dias después del enfrentamiento.
(R2 y R5)=Cepas de Rhizoctonia spp.

Medias seguidas por letras diferentes indican diferencias significativas (Tukey P=0.05).

La inhibicion ejercida sobre Rhizoctonia spp. a través de los cultivos duales fue
evidente, respecto al margen de tiempo del establecimiento de las bacterias en
cada evento, esto se debid a la secrecion de compuestos toxicos (metabolitos),
ademas de la actividad enzimatica al observar inhibicion del crecimiento radial del
hongo sin un contacto entre las cepas, acompafado de un cambio en la coloracién
micelial en la zona de confrontacion en comparaciéon con el testigo. (Cuadro 15).

Cazorla et al. (2006) mencionan que a través de un estudio en laboratorio, al
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evaluar la cepa PCL1606 de Pseudomonas fluorescens; evidenciaron la capacidad
gue posee para producir enzimas como; lipasas y proteasas ademas de
metabolitos con propiedades antimicrobiana. Asi mismo Weller (2007) evalu6 la
capacidad que presenta Pseudomonas fluorencens en la produccion de

matabolitos como el pyrrolnitrin y pyoluteorin, con actividad antifungica.
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Cuadro 15. Crecimiento radial de Rhizoctonia spp. a través de bioensayos en

presencia de diferentes cepas bacterianas.

Tratamientos Diametro de la colonia (PCRP)
(mm)
3dde 4dde 3dde 4dde
R2 50 67 58.81a 79.21a
R5 45 56 53.33ab 66.66b
R2-OLS-SF3 42 42 49.80ab 49.80c
R5-A46 39 39 45.87b 45.87c
R5-OLS-SF3 38 38 44.70b 44.70c
R2-P61 36 36 42.35b 42.35c
R5-P61 36 36 42.34b 42.34c
R2-A46 35 35 41.95b 41.95c

(PCRP)= Porcentaje de crecimiento radial del patdgeno.

dde= dias después del enfrentamiento.

(R2 y R5)= Cepas de Rhizoctonia spp.

(A46, P61y OLS-SF3)= Cepas bacterianas.

Letras distintas en las columnas presentan diferencia estadistica significativa (Tukey,
P=0.05)

La evidencia de que las bacterias hayan inhibido el crecimiento radial de
Rhizoctonia spp. demuestra el potencial antagdnico ejercido por las cepas
bacterianas ensayadas, debido a los dias de ventaja sobre el patdgeno dando

tiempo a difundir sus metabolitos a través del medio de cultivo para intervenir en la

reduccién y destruccion del micelio del hongo (Figura 10).
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OLS-SF3 Testigo

OLS-SF3 n Testigo

Figura 10. Fenémeno de biocontrol in vitro de cepas bacterianas sobre Rhizoctonia spp.,
ejercido por la produccion de sustancias antifungicas (antibiosis), al inhibir el
desarrollo del patégeno en comparacion con el testigo.
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6.2.6 Experimento 6. Enfrentamiento in vitro de Rhizoctonia spp. vs cepas

bacterianas antagonicas, dispuestas a un mes antes del patdégeno.

A través de bioensayos in vitro se observo el efecto antagonico ejercido por las
bacterias sobre cepas de Rhizoctonia spp. en medio de cultivo PDA, incubadas a
28° C, al evaluar el porcentaje de inhibicion del crecimiento del patégeno (PICP)
se observaron diferencias en la inhibicion del diametro de crecimiento miceliar,
debido al tiempo de ventaja de las bacterias; A46, P61, y OLS-SF3, el
establecimiento de las bacterias se realizo 30 dias antes que el patégeno (R2 y
R5), se observaron diferencias altamente significativas (P=0.01) entre los
tratamiento a los dos dias después de la confrontacion, al comparar las medias de
las variables no existieron estadisticamente diferencias en el (PICP), obteniendo el
93.58 y 89.71 %, asi mismo se observo el 95.19 y 93.58 % a diferencia del 86.71y
61.60 % respectivamente (Cuadro 16). Por otra parte Laguna-Laguna et al. (2001),
evaluaron la inhibicion del crecimiento de Phytophthora capsici in vitro utilizando
los aislamientos B2, B3 y B10 de Bacillus. Ambas cepas redujeron de manera
significativa (P=0.05) el crecimiento del patégeno; B2 inhibio el crecimiento del

patégeno en un 41%, B3 en 34% y B10 en 33%.
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Cuadro 16. Capacidad de inhibicién de las cepas bacterianas en el crecimiento

micelial de Rhizoctonia spp.

Cepas bacterianas Diametro de la colonia (PICP)
(mm)
2dde
R2 R5 R2 R5
A46 79 79 93.58a 86.71a
P61 81 79 95.19a 93.58a
OLS-SF3 73 52 86.71a 61.60a

(PICP)= Porcentaje de inhibicién del crecimiento del patdgeno.

dde=dias después del enfrentamiento.

(R2 y R5)=Cepas de Rhizoctonia spp.

Medias en cada columna seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes

de acuerdo a la prueba de Tukey (P=0.05).

El porcentaje de inhibicién ejercido sobre Rhizoctonia a través de los bioensayos
fue evidente, debido al tiempo de ventaja de las bacterias en cada evento, esto se
debié a la produccién de compuestos difusibles (antibiosis), ademas de la
actividad enzimatica al observar la inhibicion del crecimiento radial del hongo sin
un contacto entre las cepas, acompafiado de un cambio en la pigmentacion y
destruccion del micelio en comparacion con el control (Cuadro 17). Por
consiguiente Rojas-Ruiz et al. (2010), evidenciaron el efecto antagénico ejercido
por bacterias pigmentadas Pseudomonas fluorescens sobre varias cepas de
Bacillus. thuringiensis y otros Bacillus in vitro debido a la secrecién de algun
compuesto téxico; metabolitos, entre estos estan los clasificados como antibiéticos

y los de tipo bacteriocina.
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Cuadro 17. Crecimiento radial de Rhizoctonia spp. en cultivos duales en presencia

de diferentes cepas bacterianas.

Tratamientos Diametro de la colonia (PCRP)
(mm)
2dde 3dde 2dde 3dde
R2 12 38 14.503a 45.097a
RS 11 35 12.936a 41.173a
R5-OLS-SF3 8 8 9.223b 9.223b
R5-A46 7 7 8.235b 8.123b
R2-OLS-SF3 7 7 8.235b 8.123b
R2-A46 4 4 4.700c 4.700c
R5-P61 4 4 4.700c 4.700c
R2-P61 3 3 3.523c 3.523c

(PCRP)= Porcentaje de crecimiento radial del patdgeno.
dde= dias después del enfrentamiento.

(R2 y R5)= Cepas de Rhizoctonia spp.

(A46, P61y OLS-SF3)= Cepas bacterianas.

Medias con letras iguales no presentan diferencias estadisticas diferentes (Tukey, P=0.05)

Los resultados confirman lo documentado en la literatura, respecto al sinergismo
gue ejercen los mecanismos de accion involucrados en la interaccién antagonista-
patégeno debido a que afecta el crecimiento y actividad del fitopatbgeno para
beneficio del agente (antagonista). Sin embargo el hecho de que las bacterias

hayan reducido el crecimiento de Rhizoctonia spp. demuestra la capacidad
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antagonica que poseen las bacterianas ensayadas, debido al tiempo de ventaja
sobre el patégeno dando tiempo a la secrecion de sustancias toxicas (antibiosis), a
través del medio de cultivo, frenando el avance de crecimiento, seguido de la

destruccion micelial de Rhizoctonia spp. (Figura 11).

OLS-SF3 Testigo

Testigo

Figura 11. Confrontacion de Rhizoctonia spp con cepas bacterianas a través de
bioensayos in vitro, al inhibir el crecimiento del patégeno, debido a la
produccion de sustancias antifungicas (antibiosis), en comparacion con el

testigo.

79



7. CONCLUSIONES
La caracterizacién macro y microscopica de los organismos involucrados en

el estudio, permitié su plena identificacion facilitando su manejo.

Las pruebas bajo condiciones de laboratorio determinan la capacidad
antagbénica de los microorganismos, para posteriores ensayos en los

sistemas agricolas.

La temperatura de 28°C permitio el crecimiento optimo de Trichoderma spp.
asi como para las bacterias, ademas de una buena interaccion antagonica

frente al patbgeno Rhizoctonia spp.

La cepa GT5 de Trichoderma spp. mostro el mayor efecto hiperparsitico

sobre Rhizoctonia spp.

Las cinco cepas de Trichoderma spp. mostraron actividad antagonica in

vitro, contra Rhizoctonia spp.
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En la interaccibn hongo antagonista-hongo patdégeno en condiciones in

vitro, el micoparasitismo fue el principal mecanismo de accion.

De las ocho cepas bacterianas A46, P61 y OLS-SF3, se seleccionaron

como promisorias para el control biolégico in vitro del hongo Rhizoctonia

spp.

En la relacion bacteria antagonista-hongo patégeno en condiciones in vitro,

la antibiosis es el principal mecanismo de accion.

El tiempo de pre-exposicion de la bacteria con el hongo, es un factor

fundamental para que la inhibicion del patégeno se lleve a cabo.

81



8. RECOMENDACIONES

Realizar estudios que comprueben el biocontrol de los antagonistas
utilizados en la investigacién, frente a los aislamientos del patdégeno

estudiado mediante pruebas de invernadero y campo.

Evaluar a través de pruebas cuantitativas que permitan determinar dosis
eficientes de estos biocontroladores en el cultivo de lechuga, y su
capacidad protectora a través del tiempo sin encarecer los costos de

produccioén.
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10.1 Anélisis de varianza

10.1.1 Experimento 1.

Clase Niveles

TRA 6

Variable dependiente: PCA3dds

Fuente DF
Modelo 5
Error 12

Total correcto

R-cuadrado

0.981694

Variable dependiente: PCA5dds

Fuente DF
Modelo 5
Error 12
Total correcto 17
R-cuadrado
0.998987

Informacién del nivel de clase

Valores
GT5-R2 R39-R2 R40-R2 R41-R2 R44-R2 R2
NUmero de observaciones 18

Cuadrado de
la media

Suma de

cuadrados
3512.964761 7024 .592952
65.506400 5.458867

17 3578.471161

Coef Var Raiz MSE

7.738347 2.336422

Suma de Cuadrado de

cuadrados la media
15450.94823 3090.18965

15.6706716480 1.30589
15466.61889

Coef Var Raiz MSE

2.586621 1.142755

F-valor Pr > F

128.71 <.0001

PCA3dds Media

30.19278
F-Valor Pr > F
2366.35 <.0001

PCA5dds Media

4417944
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Variable dependiente:

Fuente

Modelo

Error

Total correcto

PCA9dds

DF

5

12

17

R-cuadrado

0.998237

10.1.2 Experimento 2

Clase

TRA

Variable dependiente:

Fuente

Modelo

Error

Total correcto

Variable dependiente:

Fuente

Modelo

Error

Total correcto

Nivele

PCA3dds

DF

5

12

17

R-cuadrado

0.959326

PCA5dds

DF

12

17

Suma de
cuadrados

22989.49732

40.60813

23030.10545

Coef Var

2.456087

Cuadrado de
la media

4597.89946

3.38401

Raiz MSE

1.839568

Informacién del nivel de clase

S Valores

F-valor Pr > F

1358.71 <.0001

PCA9dds Media

74.89833

6 GT5-R5 R39-R5 R40-R5 R41-R5 R44-R5 R5

NUimero de observaciones 18

Suma de
cuadrados

4221.826178

178.999867

4400.826044

Coef Var

12.23595

Suma de
cuadrados

15525.61425

94.16480

4400.826044

Cuadrado de
la media

844.365236

14.916656

Raiz MSE

3.862209

Cuadrado de
la media

3105.12285

7.84707

F-valor Pr > F

56.61 <.0001

PCA3dds Media

31.56444

F-Valor Pr > F

395.70 <.0001
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R-cuadrado

0.993971
Variable dependiente: PCA9dds
Fuente DF
Modelo 5
Error 12
Total correcto 17

R-cuadrado

0.998598

10.1.3 Experimento 3.

Coef Var

6.303233

Suma de
cuadrados

21697.466660

30.45220

21727.91880

Coef Var

2.090382

Raiz MSE

2.801262

Cuadrado de
la media

4339.49332

2.53768

Raiz MSE

1.593011

PCA5dds Media

4444167
F-vValor Pr > F
1710.02 <.0001

PCA9dds Media

76.20667

Informacién del nivel de clase

Clase Niveles Valores
TRA 8 A46-R2 A46-R5 OLS-R2 OLS-R5 P61-R2 P61-R5 R2 R5
Numero de observaciones 24
Variable dependiente: PIP4dds
Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 7 7441 .810741 1063.115820 33.25 <.0001
Error 16 511.617698 31.976106
Total correcto 23 7953.428439
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE PIP4dds Media
0.933837 8.223130 5.654742 29.01443
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10.1.4 Experimento 4.

Clase Niveles Valores

TRA 12

Informacién del nivel de clase

NUmero de observaciones 36

Variable dependiente: PIP4dds

Fuente DF
Modelo 11
Error 24
Total correcto 35
R-cuadrado
0.984243

10.1.5 Experimento 5

Suma de
cuadrados

8143.549691

130.369570

8273.919261

Coef Var

9.128651

Cuadrado de
la media

740.322699

5.432065

Raiz MSE

2.330679

Informacién del nivel de clase

Clase Niveles Valores

TRA 8

Variable dependiente: PIP3dds

Fuente DF
Modelo 7
Error 16
Total correcto 23
R-cuadrado
0.984236

NUimero de observaciones

Suma de
cuadrados

35845.35686

5729.53721

41574 .89407

Coef Var

9.029126

Cuadrado de
la media

5120.76527

358.09608

Raiz MSE

3.699866

24

F-Valor Pr > F

136.29 <.0001

PIP4dds Media

25.53147

A46-R2 A46-R5 OLS-R2 OLS-R5 P61-R2 P61-R5 R2 R5

F-valor Pr > F

14.30 <.0001

PIP3dds Media

42.67175

A46-R3 A46-R4 A46-R6 OLS-R3 OLS-R4 OLS-R6 P61-R3 P61-R4 P61-R6 R3 R4 R6
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10.1.6 Experimento 6.

Informacién del nivel de clase

Clase Niveles Valores
TRA 8 A46-R2 A46-R5 OLS-R5 OLSR2 P61-R2 P61-R5 R2 R5
NUimero de observaciones 24

Variable dependiente: PIP2dds

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-valor Pr > F
Modelo 7 35845.35686 5120.76527 14.30 <.0001
Error 16 5729.53721 358.09608
Total correcto 23 41574.89407
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE PIP2dds Media

0.962188 8.26073 1.92343 64.67175



