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RESUMEN

En las zonas productoras de limon “Persa” del estado de Morelos, una de las
enfermedades de mayor incidencia es la muerte descendente causada por el
patégeno Lasiodiplodia spp. Actualmente el control biol6gico de fitopatégenos con
microorganismos antagonistas representa una alternativa para el manejo de esta
enfermedad. En el presente trabajo se evallo in vitro la capacidad antagénica de
cepas nativas de Trichoderma spp. hacia el patégeno Lasiodiplodia
pseudotheobromae y su sensibilidad frente a dos fungicidas: benomilo y clorotalonil.
Para el aislamiento de Trichoderma se colectaron muestras de suelo de cultivos de
citricos de Tepalcingo, Tlaltizapan y Villa de Ayala del estado de Morelos y el
patdgeno se aislé de plantas enfermas de limén “Persa”. Se calculd el porcentaje
de inhibicién del crecimiento (PIC) mediante la confrontacién dual de Trichoderma
hacia L. pseudotheobromae, y la concentracion inhibitoria 50 (Clso) de las mejores
cepas de Trichoderma frente a los dos fungicidas. El disefio experimental fue
completamente al azar con cinco repeticiones por tratamiento. Los datos obtenidos
se analizaron por medio de ANDEVA y las medias se compararon con la prueba de
Tukey (p<0.05). Para la obtencion de la Clso se llevo a cabo un analisis de regresion
logaritmica mediante el programa estadistico PROBIT. Las cepas de Trichoderma
con mayor capacidad antagonica se identificaron morfologicamente con base en sus

caracteristicas macroscopicas y microscopicas.

Las cepas de Trichoderma que mostraron mayor grado de antagonismo hacia el
patogeno fueron la T1 con 68.6 %, T8 con 62.2% y T7 con 61.1 %. Las cepas
mostraron una sensibilidad diferente hacia los fungicidas evaluados, el benomilo
inhibié completamente su crecimiento. Con el clorotalonil la Clso para la cepa T1 fue
de 1.66 mg/ml, por lo que es moderadamente sensible, para la cepa T7 la Clso fue
de 0.69 y para la cepa T8 fue de 0.49 mg/ml por lo que fueron altamente sensibles.
Las cepas fueron identificadas a nivel morfolégico como T1- T.koningiopsis, T7-T.
atroviride y T8- T. pleuroti. Los resultados muestran que algunas cepas de
Trichoderma spp. presentan gran potencial para el control biolégico de L.

pseudotheobromae.

Vi



Palabras clave: citricos, Trichoderma spp., Lasiodiplodia pseudotheobromae,

clorotalonil, benomilo.
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SUMMARY

In the “Persa” lemon producing areas of the state of Morelos, one of the most
common diseases is dieback caused by the pathogen Lasiodiplodia spp. Currently,
the biological control of phytopathogens with antagonistic microorganisms
represents an alternative for the management of this disease. In the present study,
the antagonistic capacity of native strains of Trichoderma spp. towards the pathogen
Lasiodiplodia psudotheobromae and its sensitivity towards two fungicides was
evaluated in vitro: benomyl and chlorotalonil. For the isolation of Trichoderma, soils
samples were collected from citrus crops of Tepalcingo, Tlaltizapan y Villa de Ayala
in the state of Morelos and the pathogen was isolated from diseased “Persa” lemon
plants. The percentage of growth inhibition (PGI) of Trichoderma towards L.
pseudotheobromae and the inhibitory concentration (ICso) on the best Trichoderma
strains against the two fungicides were evaluated. The experimental design was
completely randomized with five repetitions per treatment, each repetition had a
confrontation. Data were examined by analysis of variance and the means were
compared with the Tukey test (p£0.5). To obtain the ICso, a logarithm regression
analysis was carried out using the PROBIT statistical program. The Trichoderma
strains with the greatest antagonistic capacity were identified morphologically based

on their macroscopic and microscopic characteristics.

The Trichoderma strains that showed the highest degree of antagonism towards the
pathogens were T1 with 68.6%, T8 with 62.2% and T7 with 61.1%. These strains
showed a different sensitivity towards the fungicides evaluated, benomyl completely
inhibited their growth. With chlorotalonil the I1Cso for strain T1 was 1.66 mg/ml, so it
is moderately sensitive, for strain T7 the ICso was 0.69 mg/ml and for strain T8 it was
0.49 mg/ml, so they were highly sensitive. The strains were identified by their
morphology as T. koningiopsis (T1), T. atroviridae (T7) and T. pleuroti (T8). The
results show that some Trichoderma stains have great potential for the biological

control of L. pseudotheobromae.

Keywords: citrus, Trichoderma spp., Lasiodiplodia pseudotheobromae,

chlorothalonil, benomyl.
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1- INTRODUCCION

La citricultura es una de las actividades agricolas de mayor relevancia, a nivel
mundial se estima que se producen 143.7 millones de toneladas de citricos; en
donde los principales paises con mayor produccion son China, Brasil, Estados
Unidos, India y México (FAO, 2021).

A nivel nacional los principales citricos que se producen son: naranja (Citrus
sinensis), limon mexicano (Citrus aurantifolia), limén “Persa” (Citrus latifolia) y
mandarina (Citrus reticulata) (SIAP, 2021). En el caso de limones, México a nivel
mundial mantiene el segundo lugar en producciéon con 2,660,971 toneladas
cosechadas al afio, con un valor de 560,000 millones de délares, esta produccion
esta representada principalmente por dos especies: el limén “Persa” o sin semilla, y
el limén mexicano o con semilla. Actualmente los estados con mayor produccion

nacional son: Michoacan, Veracruz, Colima, Oaxaca y Tamaulipas (SIAP, 2021).

En Morelos, se han establecido alrededor de mil hectareas de citricos, entre los
cuales sobresalen el limon "Persa” y la naranja Valencia, con 60% y 30% de la
superficie establecida (CESVMOR, 2018). Los principales municipios en los que
se desarrollan dichos cultivos son Jojutla, Tepalcingo, Puente de Ixtla, Tlaltizapany
Yautepec. (SIAP, 2018; Alia et al., 2011). Se considera que estos son una alternativa
econdmicamente viable y que representan nuevas ventanas de oportunidad en el

mercado interno y en el de exportacion (Lugo et al., 2009).

Los cultivos de limén “Persa” en ocasiones se ven afectados cuando hay presencia
de enfermedades, una de ellas es la muerte descendente causada por Lasiodiplodia
spp. Este hongo fitopatégeno disminuye la productividad hasta un 60% y la pérdida
anual de arboles puede llegar hasta un 35% (Khanzada et al., 2005; Nagvi et
al.,2015). Sin embargo, en la literatura disponible no existe un estudio que
cuantifique las pérdidas monetarias de este patdégeno (Picos et al., 2015). En
México, se reporta la presencia de Lasiodiplodia spp. en cultivos de cacao,
aguacate, rambutan, yaca, zapote, mango, uva, papaya, citricos, entre otros.
(Picos et al., 2015).



En el 2019 se documento por primera vez en el estado de Morelos, la presencia de
Lasiodiplodia spp. en arboles de limon “Persa” con sintomas de gomosis, cancer,
muerte regresiva de ramas y muerte de arboles (Valle-de la Paz et al., 2019), estos
sintomas se le atribuian en un principio a varias especies de Phytophthora, agente
causal de la gomosis en citricos en otros estados de la Republica Mexicana (Acosta-
Pérez et al., 2012); sin embargo, mediante las pruebas de patogenicidad se
comprobd que Lasiodiplodia spp. era el agente causal de estos sintomas (Valle-de
la Paz et al., 2019).

Para contrarrestar los dafios que ocasionan estas enfermedades se han
desarrollado métodos como el uso de inductores de defensa vegetal, control
bioldgico o fungicidas bioquimicos, ARN de interferencia (ARNI) y fungicidas. Estos
ultimos, aunque son muy eficaces, son conocidos por sus efectos dafinos sobre los
seres vivos, asi como por su toxicidad ambiental (Rasgadle et al., 1994; Steinhaue
etal., 2008). Esto ha despertado el interés de desarrollar métodos mas seguros para
controlar enfermedades que a su vez sean efectivos y causen menos riesgos para
la salud humanay el ambiente. Uno de los métodos viables es el uso de organismos
benéficos, como los hongos antagonistas; Trichoderma es un género de hongos
gue ha sido ampliamente estudiado mostrando resultados prometedores en el
control de enfermedades, ya que presenta caracteristicas que lo hacen un buen
candidato para el control biolégico como es; la competencia por espacio o
nutrientes, antibiosis y micoparasitismo, ademas esta registrado que colonizan
raices, estimulan el crecimiento del sistema radial y actian como biofertilizantes
(Saba et al., 2012; Leon et al., 2018). Se ha documentado que en ocasiones el
efecto antagonico de Trichoderma se ve reducido cuando no se tiene consideracion
sobre su afinidad o compatibilidad con fungicidas quimicos sintéticos que son
aplicados en el mismo cultivo, provocando la inhibicién de los conidios y el
crecimiento del hongo benéfico (Tapwal et al, 2012).

En esta investigacion se plantea la evaluacion de la capacidad antagonica de

especies de Trichoderma sobre Lasiodiplodia sp., asi como determinar la



sensibilidad in vitro de aislamientos de Trichoderma spp. hacia el clorotalonil y

benomilo.

2-OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad antagbnica de cepas nativas de Trichoderma hacia el

patdgeno Lasiodiplodia sp. causante de la muerte descendente en el limén persa.

2.2 Objetivos especificos

1. Identificar cepas nativas de Trichoderma de la rizosfera de arboles de limén

“Persa” del estado de Morelos.

2.Evaluar la capacidad de antagonismo de cepas de Trichoderma hacia el patégeno

Lasiodiplodia en condiciones in vitro.

3. Determinar la sensibilidad in vitro de aislamientos de Trichoderma spp. hacia los

fungicidas clorotalonil y benomilo.

3. HIPOTESIS
1. Una cepa de larizosfera de Trichoderma mostrara antagonismo hacia el patdgeno
Lasiodiplodia sp.

2. Al menos una cepa de Trichoderma mostrara poca sensibilidad a los fungicidas

benomilo y clorotalonil.



4. REVISION DE LITERATURA

4.1 Citricos a nivel mundial

Los arboles de citricos (Familia Rutaceae) producen frutos que a nivel mundial
tienen una alta demanda, esto se debe a que presentan una serie de caracteristicas
como su aroma y sabor que ha permitido que se integren a nuestra dieta, ademas
de su sabor presentan propiedades nutritivas y suministro de energia como la
vitamina C, vitamina B (tiamina, piridoxina, niacina, riboflavina, acido pantoténico y
folato), sacarosa, glucosa y fructosa (Liu et al, 2016; Bastias y Cepero, 2016). Las
naranjas, limones, limas, toronjas y mandarinas son los citricos mas conocidos por
su importancia comercial, cultivandose en mas de 140 paises, siendo China, Brasil,
Estados Unidos, India, México y Espafa los principales productores de citricos del
mundo, representando cerca de dos tercios de la produccion mundial (FAO, 2021).

En México en el 2019 se produjeron 8.4 millones de toneladas de citricos,
predominando naranjas (4.7 millones de toneladas), limones y limas (2.7 millones
de toneladas), seguidos de toronjas (488 mil toneladas), mandarinas y tangerinas
(486 mil toneladas) (SIAP, 2020; FAO, 2021).

4.2 Importancia del [imén en México

El limén se posiciona en el segundo lugar en importancia por su consumo en fresco
y su uso industrial. México ocupa el segundo lugar en produccién mundial de
citricos, siendo el limén “Persa” o sin semilla (Citrus latifolia Tanaka) y el limén
mexicano o con semilla (Citrus aurantifolia) las principales especies que se
producen. Datos obtenidos en el 2020 muestran que la produccion del limén “Persa”
ha aumentado en los ultimos afios, alcanzando un volumen de 2 millones 851 mil
toneladas, 7.2% mas respecto a 2019 y 19,8% mas comparado con el promedio de
los dltimos 10 afios, generando un valor de produccion alrededor de 24.4 millones
de pesos. Los estados con mayor producciéon de este fruto son Michoacéan,
Veracruz, Oaxaca, Colima y Tamaulipas (Cuadro 1) (SIAP, 2021).



Cuadro 1. Principales entidades productoras del limén “Persa”

Entidad federativa Region Volumen

(toneladas)

1 Michoacéan Centro-Occidente 798,252
2 Veracruz Sur-Sureste 788,555
3 Oaxaca Sur-Sureste 281,559
4 Colima Centro-Occidente 274,486
5 Tamaulipas Noreste 116,853
6 Jalisco Centro-Occidente 103,952
7 Tabasco Sur-Sureste 86,097
8 Guerrero Centro 80,064
9 Yucatan Sur-Sureste 79,940
10 San Luis Potosi Centro- Occidente 45,630

Resto 196,039

Fuente: Elaboracion propia basado de SIAP (2021).

4.3 Enfermedades en citricos

Los citricos como cualquier especie bajo condiciones de monocultivo no estan
exentos de ser atacados por diversas plagas y enfermedades. Desde el punto de
vista agrondmico, las enfermedades pueden disminuir los rendimientos de un 20
hasta un 40% y en ocasiones, las perdidas pueden ser totales. Los agentes
causales de enfermedades de las plantas son distintos tipos de microorganismos
como hongos, bacterias, oomicetos, nematodos, virus, entre otros, conocidos como
fitopatdgenos. Estos patdgenos pueden ocasionar, cancros, necrosis, pudriciones
de raices, pedunculos y frutos, marchitez, lesiones en las hojas, muerte de ramas,
disminucion del vigor y la produccion del arbol y muerte regresiva (McBride et al.,
2010; Orozco et al., 2013; Adesemoye et al., 2014; Showler, 2017).



4.4 Enfermedades fungicas en el limén

Las plantas con enfermedades ocasionadas por hongos fitopatégenos manifiestan
marchitez, desfiguracion y tejido dafiado, reduciendo su valor comercial y por ende
generan grandes pérdidas econdmicas en la produccion agricola (Lindsey et
al.,2020). Las principales enfermedades fungosas de mayor importancia en los
citricos, son la gomosis causada por Phytophthora spp.; la mancha grasienta,
causado por Mycosphaerella citri; la antracnosis causada por Colletotrichum
acutatum; la rofia causada por Elsinoe fawcetti; la melanosis causada por Diaporthe
citriy la muerte descendente causada por especies de Lasiodiplodia spp. (Mufioz
et al., 2015; Rodriguez et al., 2016; Garcia-Martin et al., 2018).

4.5 Caracteristicas de Lasiodiplodia spp.

El género Lasiodiplodia pertenece a la familia Botryosphaeriaceae, presentan
picnidios, parafisis y estriaciones longitudinales en conidios maduros (Figura 1a).
Estas caracteristicas lo distinguen de otros géneros cercanamente relacionados.
Los conidi6foros son hialinos, simples. Las células conidiogénicas son hialinas, de
pared gruesa, lisas, cilindricas a sub-obpiriformes, holoblasticos, con una o dos
anillaciones. Los conidios son subovoides a elipsoidales de paredes gruesas, en un
principio hialino y aseptados, convirtiéndose a café oscuro una vez maduros, con
un septo, presentan depositos de melanina en la superficie interior de la pared
dispuestos longitudinalmente dando una apariencia estriada con medidas de 21.5-
31-5 x 13-17 um y una proporcion de 1.9 Largo/Ancho (Phillips et al., 2013). Las
colonias en medio de cultivo son moderadamente densas, con micelio aéreo,
inicialmente blancas tornandose gris-olivo a los 7 dias y a medida que pasa el
tiempo se oscurecen (Figura 1b). La temperatura ideal para su crecimiento son 15

°C minima, 28 °C como Optima y 40 °C como maxima (Alves et al., 2008).



Clasificacion del género Lasiodiplodia Ellis y Everh (1896):

Reino Fungi
Divisién Ascomycota
Subdivisién Pezizomycotina
Clase Dothideomycetes
Orden Botryosphariales

Familia Botryosphariaceae

Género Lasiodiplodia

Figura 1. Lasiodiplodia sp. a) Conidios jévenes y maduros b) Colonia a los 7 dias de crecimiento
a 25°C en medio de cultivo PDA.

4.6 Lasiodiplodia spp. como agente causal de enfermedades en cultivos

El género Lasiodiplodia spp. es conocido a nivel mundial por su asociacion como
causantes de enfermedades de varias especies vegetales, principalmente la muerte
regresiva presentando exudacion de goma, pudricion, momificacion de frutos, entre
otros. (Phillips et al., 2013; Polanco et al., 2019; Flores et al., 2021).

En México se ha reportado la presencia de este patdégeno en una gran diversidad
de cultivos por toda la Republica Mexicana, como en los cultivos de citricos Citrus



spp. en los estados de Tamaulipas, Morelos y Veracruz (Polanco et al., 2019;
Flores-Hernandez et al., 2021; Leyva-Mir et al.,2021), mango (Mangifera indica L.)
en los estados de Michoacan y Guerrero (Sandoval et al., 2013), zapote mamey
(Pouteria zapota) en el estado de Guerrero (Tovar- Pedraza et al., 2012), en vid
(Vitis vinifera) L. en Baja California (Nieblas, 2012) y yaca (Artocarpus heterophyllus
Lam.) (Medina-Tiznado et al., 2018), en el estado de Nayarit, causando pérdidas

econdémicas en las distintas etapas de la produccion.

En el estado de Morelos, se tienen registros de varias especies de Phytophthora
como agentes causales de la gomosis en citricos (Acosta-Pérez et al., 2012). Los
sintomas causados por Phytophthora observados en arboles de limon “Persa” son
similares con los causados por Lasiodiplodia spp. en varias especies de arboles
(Abdollahzadeh et al., 2010), por lo que es comun confundirlos. Recientemente se
identificd a Lasiodiplodia citricola, L. pseudotheobromae y L. theobromae, causando
muerte descendente en arboles de limon “Persa” (Valle- de la Paz et al., 2019). Este
nuevo reporte sugiere que el impacto de las especies de hongos de la familia
Botryosphaeriaceae sobre los citricos no se ha investigado suficientemente, por lo
gue es posible, gue la diversidad de hongos de esta familia en citricos no se conoce
con certeza y, es posible que causen mas dafio de lo que se conoce (Adesemoye
etal., 2014).

5. Control de Lasiodiplodia spp.

5.1 Control quimico

El manejo de esta enfermedad consiste principalmente en aplicaciones de
fungicidas de origen sintético como el metil tiofanato, tiabendazol, clorotalonil,
mancozeb, entre otros. Se ha probado que el uso de tiabendazol combinado con
tratamiento fisico (lavado) para el control de la L. theobromae que ocasiona la
muerte descendente de varetas injertadas de zapote mamey, disminuye la
incidencia de la enfermedad hasta un 81%. Otros fungicidas como la mezcla pre-
formulada de ciprodinil + fludioxonil evaluados in vitro han mostrado inhibir el



crecimiento micelial de L. theobromae con valores de ECso= 0.0043 pg mLY,
seguido por piraclostrobina + boscalida, procloraz y tebuconazole con ECso < 0.1 g
mL-1, e iprodiona y tiabendazol con valores ECso < 1.0 ug mL*. (Tovar-Pedraza et
al.,2013).

Aungue la aplicacion de estos quimicos para controlar el crecimiento de
fitopatdbgenos ha sido satisfactoria, en la mayoria de los casos pueden causar
efectos adversos para la salud de los seres humanos y del ambiente (Kleinstreuer
et al., 2013; Andrade-Hoyos et al., 2019). Asi, hoy en dia se plantea la sustitucion
total o parcial del control quimico con otras alternativas que no presenten estos
dafnos colaterales y al mismo tiempo equilibren las perturbaciones ecologicas

provocadas por los agroquimicos.

5.2 Control biolégico con microorganismos antagonistas

El control biologico se puede definir como la accion para mantener a una poblacion
de organismos plaga en baja densidad disminuyendo sus efectos, con la ayuda de
depredadores, parasitos, patégenos, microorganismos, 0 agentes de control que

pueden estar presentes de manera natural o ser introducidos (Baron et al., 2019).

En afios recientes, se ha obtenido ventaja de los antagonismos bioldgicos naturales
y se han desarrollado estrategias que permiten aplicar eficazmente el control
bioldgico contra diferentes enfermedades de plantas, obteniendo resultados muy
satisfactorios (Sanchez et al.,, 2008). Las caracteristicas que presentan estos
microorganismos y por lo cual los hace excelentes agentes de control biologico es
la capacidad que tienen de colonizar superficies y persistir; capacidad de adaptacion
y sobrevivencia; una mayor habilidad para adquirir nutrientes; estabilidad genética;
eficacia en bajas concentraciones; bajos requerimientos de elementos nutricionales
especiales y eficacia en una amplia gama de microorganismos patdgenos (Ulloa-
Ogaz et al., 2015). Algunos hongos, nematodos, bacterias y virus han mostrado
disminuciones significativas de las poblaciones de plagas y enfermedades.

Trichoderma spp., Gliocladium spp., Pseudomonas spp., Bacillus spp.,
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Paecilomyces spp., y Verticillium spp., son los microorganismos de biocontrol mas
estudiamos por su capacidad antagonica. (Boland y Kuykendall, 1998; Sanchéz y
Ramirez, 2022).

5.3 Generalidades de Trichoderma spp.

El género Trichoderma (teleomorfo Hypocreae, Ascomycota, Hypocreales), fue
descrito por Persoon hace mas de 200 afios. Actualmente incluye mas de 400
especies en diversas regiones geogréficas y zonas climéticas del mundo, (Bissett
et al., 2015; Cai y Druzhinina, 2021). En México se han reportado 42 especies de
Trichoderma a nivel morfolégico (Allende-Molar et al., 2022) y es uno de los hongos
mas comunes que habitan en la madera en descomposicion, en el suelo y también
se pueden encontrar asociados con las plantas de manera enddfita. La temperatura
ideal para su crecimiento abarca los 25-30°C (Sandle, 2014; Samuels y Hebbar,
2015). Algunas especies de Trichoderma son aprovechadas ampliamente por el ser
humano como T. reesei que es utilizado como productor industrial de enzimas; T,
atroviride utilizada para la produccién de metabolitos secundarios, como el aroma
de coco 6-pentil-a-pirona (Dodd et al., 2003 ), mientras que T. harzianum, T. virens.
T. atroviride y T. asperellum son utilizados ampliamente como agentes de biocontrol
contra diferentes enfermedades de cultivos (Harman et al., 2004 ). Aunado a esto,
se ha documentado que este género promueve el crecimiento de las plantas,

estimula su inmunidad y remedia los contaminantes del suelo (Deganiy Dor, 2021).
Clasificacion del género Trichoderma. Persoon (1794):

Reino Fungi
Divisién Ascomycota
Subdivisién Pezizomycotina
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales

Familia Hypocraceae
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5.4 Trichoderma spp. como antagonista

La facil manipulacion, versatilidad y la gran capacidad de adaptabilidad a diferentes
ambientes, ha permitido el uso de Trichoderma spp. en el control bioldgico,
especialmente contra fitopatdgenos nativos del suelo como Fusarium oxysporum
(Zhou et al., 2020), Phytophthora spp.(Nath et al., 2014) y Pythium graminicola
(Dubey et al., 2020), entre otros. Trichoderma spp. presenta multiples mecanismos
de accion, como la antibiosis, el micoparasitismo, la competencia por espacio y
nutrientes, y la produccion de metabolitos secundarios. (Verma et al., 2007; Mesa-
Vanegas et al., 2020). Cabe destacar, que estos atributos pueden depender méas de
las cepas que de la especie, ya que pueden presentar modos de accion diferentes,
aun perteneciendo a la misma especie. Por ello, es importante realizar una
adecuada seleccién de los aislamientos con relacion a sus dianas y ambientes, para
tener resultados prometedores en condiciones de campo, debido a esto, los
ensayos in vitro para determinar antagonismo son una herramienta buena y
confiable para conocer el potencial como agente de biocontrol de las cepas

evaluadas (Larralde et al., 2008).

5.5 Compatibilidad de fungicidas con Trichoderma spp.

La actividad antagonica de los hongos, en ocasiones se ve afectada cuando hay
presencia de agroquimicos en los agroecosistemas, esto se debe a que pueden
presentar sensibilidad ante estos quimicos, incidiendo en su desempefio como
agentes de control. Se ha reportado que Trichoderma spp. ha mostrado tolerancia
a la presencia de plaguicidas como CURACARB® (carbendazim) y MANZATE®
(mancozeb) (Pineda-Zambrano y Gonzéalez-Garcia, 2020) , sin embargo, esta
capacidad al igual que sus mecanismos de accion, no pueden generalizarse; ya que
depende de la cepa que se evallUe. Bajo este panorama es importante saber el nivel

de sensibilidad de la cepa que deseamos utilizar, ya que la mayoria de los
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agroecosistemas estan contaminadas con residuos quimicos utilizados en las

practicas convencionales de manejo de enfermedades (Saito y Suzuki, 2009).

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Lugar de estudio

El estudio se llevo a cabo en el estado de Morelos, México. Las muestras de suelo
y plantas enfermas de limén “Persa” se colectaron en los municipios de Tepalcingo,
Tlaltizapan y Villa de Ayala. Las muestras fueron procesadas en el laboratorio de
Entomologia y Fitopatologia del Centro de Investigaciones Biologicas de la

Universidad Auténoma del Estado de Morelos UAEM.

6.2 Aislamiento de especies de Trichoderma de las muestras de suelo

Para el aislado de cepas de Trichoderma, se colectaron 5 muestras de suelo de los
tres municipios y se procesaron por medio del método de dilucion en placa (Figura
2) (Khalili et al., 2012). Los aislamientos se realizaron en medio de cultivo Papa
Dextrosa Agar (PDA) (Bioxon™) adicionado con acido lactico para inhibir el
crecimiento de bacterias. Las colonias seleccionadas fueron las que presentaron
las caracteristicas propias del hongo Trichoderma (color y crecimiento de la colonia,
forma de conidioforos, conidios, etc.), posteriormente, se obtuvieron cultivos
monosporicos de Trichoderma y se almacenaron para su posterior uso en los

bioensayos.

6.3 Colecta de ramas de limon “Persa” enfermas con sintomas de gomosis y
muerte descendente de los municipios de Tepalcingo, Tlaltizapan y Villa de
Ayala

Se colectaron muestras de ramas primarias, secundarias y troncos de arboles con

sintomas de exudacién de goma, cancros, manchas negras y muerte descendente.
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Las ramas se colocaron en bolsas de polietileno limpias, se anotaron los datos de
colecta y se llevaron al laboratorio de Entomologia y Fitopatologia del Centro de

Investigaciones Bioldgicas de la UAEM para su procesamiento (Figura 3a-b).

6.4 Aislamiento del hongo patdgeno Lasiodiplodia sp.

De las muestras de ramas con sintomas de gomosis se tomaron fragmentos de 0.5
cm?. Estos fragmentos se desinfectaron superficialmente por inmersiéon en una
solucién de hipoclorito de sodio al 2% durante 2 min y posteriormente se lavaron
con agua destilada estéril por 2 minutos cada uno. Después se secaron en papel
filtro estéril con la finalidad de eliminar el exceso de agua. Una vez realizado esto,
se colocaron seis fragmentos en cada caja Petri con medio de cultivo PDA. (Figura
3c) y se incubaron. Cuando comenzaron a crecer las colonias de los hongos se
reaislaron y se purificaron. Los cultivos puros se obtuvieron sembrando puntas de
hifas en PDA (Figura 3d).

Figura 2. a) Muestras de suelo b) Dilucidon en placa con las muestras de suelo previamente
mezcladas c) Cultivo de Trichoderma spp. con las diluciones obtenidas d) Colonias crecidas a las 48
horas de cultivo.
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Figura 3. a-b) Material vegetal obtenido de &rboles enfermos de limén “Persa” c) Crecimiento de
cepas del patégeno en medio de cultivo PDA d) Hifas de Lasiodiplodia sp.

6.5 Evaluacién in vitro del antagonismo de los aislamientos de Trichoderma
hacia el patdgeno Lasiodiplodia sp.

Para esta evaluacion se utilizé la técnica de cultivo dual (Dolatadabi et al., 2012)
gue consistié en cortar discos de micelio de 5 mm de diametro de Lasiodiplodia sp..,
se colocaron en un extremo de la caja Petri con medio de cultivo PDA y
posteriormente se colocaron discos de micelio de 5 mm de Trichoderma en el
extremo opuesto de la caja Petri (Figura 4). Cada 24 horas se midi6 con una regla
milimétrica el crecimiento micelial de ambos hongos con la finalidad de registrar su
crecimiento. El bioensayo se concluy6 cuando el micelio del antagonista con el del

patégeno se toparon.

El porcentaje de inhibicion del crecimiento (PIC) de Trichoderma hacia Lasiodiplodia

spp. se calculé por medio de la siguiente formula:
PIC=[(A-B/A)]*100 donde:
A: crecimiento radial de Lasiodiplodia sp. como testigo

B: crecimiento radial de Lasiodiplodia sp. junto con Trichoderma spp.
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Los datos del PIC, expresados en porcentaje se transformaron con el angular
arcoseno, para la comparacion de los tratamientos se utilizd6 un disefio
completamente al azar con cinco repeticiones. Los datos obtenidos para cada uno
de los ensayos se sometieron a un andlisis de varianza y se utilizé una prueba de
comparacion de medias multiples. Para el caso de porcentaje de inhibicion del
crecimiento (PIC) se utilizé la prueba de Diferencia minima significativa (DMS) (p<
0.05). Dichos datos se analizaron con el paquete estadistico SAS version 9.0 para

Windows.

En cuanto la evaluacién cualitativa se realiz6 a los 13 dias y se evalud6 el grado de
antagonismo de acuerdo con la clasificacion propuesta por Bell et al., (1982) y
modificada por Avila et al., (2001). (Cuadro 2). Se realizo un desefio completamente
al azar. Los datos obtenidos se sometieron a un analisis de varianza y se realiz6 la
prueba de Tukey para la comparacion de medias de los tratamientos. El bioensayo

se hizo por duplicado.

Cuadro 2. Escala utilizada para evaluar el grado de antagonismo de Trichoderma spp. hacia
Lasiodiplodia sp. (Modificada por Avila et al., 2001)

Grado Interpretacion

1 El fitopatdgeno ocupa completamente la superficie del medio y crece sobre Trichoderma.

2 El fitopatégeno coloniza el 75% de la superficie del medio entremezclandose con

Trichoderma e inhibiéndolo.

3 El fitopatégeno y Trichoderma crecen el 50% deteniendo ambos su crecimiento.
4 Trichoderma sobrecrece al fitopatégeno inhibiéndolo y ocupando el 75% de la caja.
5 Trichoderma sobrecrece al patégeno ocupando el 100% de la caja.
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Figura 4. Cultivo dual de Lasiodiplodia (flecha negra) sobre Trichoderma (flecha verde).

a) dia 1 b) dia 2

6.6 Identificacion morfoldgica de las especies de Trichoderma antagénicas a
Lasiodiplodia sp.

Las cepas de Trichoderma con mayor capacidad antagoénica se identificaron
morfolégicamente con base en sus caracteristicas macroscopicas y microscopicas
Para la identificaciéon a nivel de especie se utilizé el manual de Samuels y Hebber
(2015).

Las observaciones morfologicas se hicieron en diferentes medios de cultivo
siguiendo el protocolo indicado por Samuels y Hebber (2015), a saber, Agar Papa
Dextrosa (PDA) Difco ™ y Agar Sintético bajo en Nutrientes (SNA). Para obtener la
tasa de crecimiento de las cepas se incubaron a 25 y 35°C, con un ciclo de
luz/oscuridad de 12 h durante 72 h, cada cepa tuvo 5 repeticiones. Cada 24 h se
tomaron los datos de crecimiento del micelio., cuando las cepas cubrieron la
superficie del medio se registraron las caracteristicas de las colonias como el color,
presencia o ausencia de olor, produccion de pustulas, micelio aéreo y pigmentacion

del medio.

Para la observacion microscopica de las estructuras fungicas se realizaron
preparaciones temporales con KOH (3%). Se utilizé un microscopio compuesto y se

midieron 30 unidades de las siguientes estructuras: longitud (L) y ancho (A) de
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conidios, fialides (longitud, ancho y la base); ancho de la célula que da origen a la
fidlide; y clamidosporas (longitud y ancho). Finalmente, se obtuvieron imagenes de
las estructuras analizadas utilizando un microscopio 6ptico (Nikon H550L) equipado

con camara digital Lumenera 1.

6.7 Evaluacién de la sensibilidad de Trichoderma spp. hacia los fungicidas
benomilo y clorotalonil

De acuerdo con los resultados obtenidos de la evaluacion in vitro de Trichoderma
spp., hacia Lasiodiplodia sp. se seleccionaron las cepas que mostraron un mayor
efecto antagdnico, para la evaluacion in vitro de la compatibilidad de los
aislamientos de Trichoderma spp. hacia 9 concentraciones diferentes de ANTRAK
® 50 PH y TITANIC ® 72 PH, fungicidas utilizados para el control preventivo de

enfermedades fungosas en plantas (Cuadro 3).

La variable evaluada fue la inhibicion del crecimiento micelial del hongo
Trichoderma. Para llevar a cabo estas evaluaciones los fungidas se mezclaron con
el medio de cultivo PDA, de manera similar al método descrito por Russel et al.,
(2004), y se utilizaron las concentraciones de 0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50, 100
mg/ ml, con 8 repeticiones para cada tratamiento con su respectivo control (sin

fungicida).

Cuadro 3. Descripcién de los fungicidas quimicos evaluados hacia Trichoderma spp.

Producto Grupo Ingrediente Concentracién Caracteristicas

comercial guimico activo (i.a) (i.a)

ANTRAK ® 50 Bencimidazol benomilo 50% De amplio espectro que

PH controla una gran
cantidad de

enfermedades, sistémico,
preventivo y curativo.

TITANIC ® 72 Aromatico Clorotalonil 75% De amplio espectro, de
aplicacion foliar y no
sistémico, con un tipo de
accioén por contacto.

PH policlorado

17



A las 24 horas de la preparacion del medio, los discos miceliales (5 mm de diametro)
de cada aislado se colocaron boca abajo en el centro de cada caja de Petri, se
sellaron con cinta Parafilm y posteriormente se incubaron a 25 + 2 y fotoperiodo de
12 h durante siete dias. Cada 24 h se midio el crecimiento de los dos diametros
perpendiculares con una regla milimétrica hasta que el crecimiento de la colonia del
tratamiento control alcanzé el borde de la caja Petri (Figura 5). Para determinar el
efecto de los fungicidas sobre el crecimiento de cada cepa de Trichoderma, se
tomaron los datos obtenidos de los crecimientos de las colonias control como

referencia y se usoé la siguiente formula descrita por Reza- Asef et al., (2008).
Fuente: Ficha técnica productores

PI=(C-T) /C x 100

Dénde:

Pl: Porcentaje de inhibicion

C: Diametro del crecimiento de la colonia testigo

T: Didmetro del crecimiento de la colonia tratamiento

Posteriormente los porcentajes de inhibicion (Pl) fueron transformados a
porcentajes de compatibilidad [PC=100-PI] (Khirallah et al., 2016).

Donde:
PC: Porcentaje de compatibilidad
PI. Porcentaje de inhibicidon

Se utilizé un disefio completamente al azar con 8 repeticiones para cada tratamiento
y su respectivo control. La unidad experimental fue una caja Petri adicionada con la
concentracion de fungicida e inoculada con una rodaja del aislamiento de
Trichoderma. Los datos obtenidos del crecimiento micelial y los porcentajes de
inhibicién para cada uno de los ensayos se sometieron a un analisis de varianza y
para la comparacion de medias se uso la prueba de Tukey(p<0,05), Dichos datos

se analizaron con el paquete estadistico SAS version 9.0 para Windows.

18



Asi también, se clasifico la toxicidad de cada concentracion de los fungicidas con
los valores de inhibicion del crecimiento de las colonias a las 96 h, utilizando la
escala de clasificacion establecida por la Organizacién Internacional de Lucha
Biologica (OILB) (Cuadro 4). Finalmente, se llevd a cabo un analisis de regresion
logaritmica mediante el programa estadistico PROBIT para obtener la
concentracion inhibitoria 50 (Clso) de cada fungicida, la cual inhibe el 50% del

crecimiento micelial de los aislamientos de Trichoderma.

Figura 5. Evaluacion de sensibilidad de Trichoderma sp. a diferentes concentraciones del fungicida
benomilo. a) rodaja de Trichoderma sp en medido toxificado b) tratamiento control a las 96 horas.

Cuadro 4. Clasificacion de la toxicidad de los plaguicidas segtn el valor de inhibicion sobre el
crecimiento de la colonia de los hongos de acuerdo con OILB.

Inhibicion del crecimiento (%) Clasificacion
<30% Inofensivo
30-75 % Ligeramente toxico
75-90% Moderadamente Toxico
>90% Téxico
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Aislamiento de especies de Trichoderma de las muestras de suelo

En este trabajo, se aislaron diferentes cepas de Trichoderma de la rizosfera de
arboles de limén “Persa. Se ha reportado que este género es cosmopolita y que se
encuentra naturalmente en diferentes ambientes, especialmente en aquellos que
contienen materia organica o desechos vegetales en descomposicion; no obstante,
Michel Aceves et al., (2001) mostré que las poblaciones de Trichoderma varian
significativamente entre suelos y estados, esto concuerda con los resultados
obtenidos en este bioensayo, ya que a pesar de que se procesaron varias muestras
de suelo de tres municipios del estado del Morelos, las poblaciones de Trichoderma
fueron bajas. En el Cuadro 5, se muestra el nimero de cepas aisladas de
Trichoderma por cada municipio, aislandose un total de 15 cepas. Cabe mencionar
que uno de los problemas que se nos presentd fue la contaminacion de las cepas
obtenidas de los municipios de Tepalcingo y Puente de Ixtla, por lo que se optod en
realizar nuevamente aislamientos de Trichoderma spp., utilizando Unicamente
muestras de suelo del municipio de Tlaltizapan obtenidas de diferentes localidades.
De este modo, se obtuvieron 10 cepas y se etiquetaron de la siguiente manera para

su posterior evaluacion (Cuadro 6).

20



Cuadro 5. Resultados de los aislamientos de Trichoderma spp. de los diferentes municipios.

Localidad Municipio Campo Productor Numero Total de Colonias Cepas de
de aislamientos crecidas Trichoderma
muestras
Zacapalco Tepalcingo, Pochotillo Enrique 5 45 20 1
Morelos Leana
Trejo
San Rafael Tlaltizapan, Pefade Noel 5 45 57 2
Morelos la virgen Perdomo
Garcia
Huatecalco Tlaltizapan, Acamilpilla  ---------- 5 45 13 4
Morelos
Ticuman  Tlaltizapan,  ------------=  —-eemeee- 5 45 11 4
Morelos
------------- Puente de Pefa- Alvaro
Ixtla, Coco Villa 5 45 42 4
Morelos

Cuadro 6. Cepas de Trichoderma obtenidas de diferentes localidades del municipio de Tlaltizapén,

Morelos.

Cepas Localidad
T1 Huatecalco
T2 Ticuman
T3 Ticuman
T4 San Rafael
T5 Huatecalco
T6 Ticuman
T7 Huatecalco
T8 Ticuman
T9 San Rafael

T10 Huatecalco
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7.2 Aislamiento de Lasiodiplodia sp.

De los 88 fragmentos de tallos de arboles con sintomas de gomosis y muerte
regresiva, solo se logr6 aislar a Lasiodiplodia sp. en las muestras obtenidas del
municipio de Puente de Ixtla (Cuadro 7). Estos resultados difieren con los obtenidos
por Valle de la paz et al., (2019) donde aisl6 a Lasiodiplodia sp. en el municipio de
Tlaltizapan. El aislamiento de este patdgeno en un municipio del estado de Morelos,
donde no se habia aislado resulta relevante, Mullen et al., (1991) mencionan que
algunos factores que pueden influir para que la enfermedad se produzca es el estrés
por sequia, por lo que es posible que algunas especies patdgenas pueden estar
presentes en los cultivos como saprofitas o enddfitas sin causar ningun tipo de
sintomas, hasta que se presentan las condiciones favorables para causar la
enfermedad. Mohali et al., (2015) mencionan que Lasiodiplodia spp. presenta estos
comportamientos, por lo que, es posible que este patdgeno este presente en mas
municipios del estado de lo que se estima, incluso podria estar dafiando otros
cultivos. Las caracteristicas macroscopicas y microscopicas del aislamiento
obtenido de los tejidos enfermos de limoén “Persa” corresponden a la descripcion de

Lasidiodiplodia pseudotheobromae proporcionada por Chen et al. (2021).

Cuadro 7 . Resultados de los aislamientos de Lasiodiplodia sp. de los diferentes municipios

Municipio Fragmentos de Colonias crecidas Fitopatégenos
tallos aislados aislados
Tepalcingo 48 27 Colletotrichum spp.
Tlaltizapan 28 14 Alternaria spp.
Puente de Ixtla 12 5 Lasiodiplodia spp.

7.3 Inhibicion del crecimiento (PIC) y sobrecrecimiento de Trichoderma spp.
hacia el patégeno Lasiodiplodia sp.
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Las pruebas de confrontacion dual mostraron que las cepas de estudio tienen una
respuesta antagonica de competencia por espacio y nutrientes, ya que el
crecimiento de las colonias de fitopatdogenos fue detenido por el desarrollo de las
colonias de Trichoderma spp. Adicional a esto, las cepas se crecieron de manera
individual y se incubaron a 25°C en PDA, con el objetivo de conocer el crecimiento
gue presentan cuando se cultivan individualmente. En la Figura 6 se puede ver que
tanto las cepas de Trichoderma como las del patdbgeno presentaron un crecimiento
exponencial, siendo el patdgeno el que presento el mayor crecimiento con alrededor
de 70 mm a las 96 h después de la inoculacién. En cuanto las tres cepas de
Trichoderma, presentaron un crecimiento similar con alrededor de 60 mm a las 96
h. Estos datos comprueban el efecto antagdnico de Trichoderma spp. sobre
Lasiodiplodia sp., ya que-cuando el patégeno se inocula solo su crecimiento en la
caja Petri es superior que las cepas del hongo antagonista, mientras que cuando se

inoculan en la misma caja Petri su crecimiento es afectado por Trichoderma spp.

Crecimiento a 25° en PDA

80

70

60

50

40

30

crecimiento en mm

20

10

dia 1l dia 2 dia 3 dia 4

=Ty 1 Tr7 Tr8 e=@==|asiodiplodia

Figura 6. Crecimiento radial a las 96 horas de las cepas de Trichoderma y Lasiodiplodia sp. en
medio PDA incubadas a 25°C
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Lo que respecta del primer bioensayo de antagonismo, se observaron diferencias
en el crecimiento micelial de Lasiodiplodia sp. cuando se confrontd con las cepas
de Trichoderma. El porcentaje de inhibicién de crecimiento de las diferentes cepas
evaluadas de Trichoderma hacia el fitopatdogeno fue del rango de 49.1 al 68% a las
72 h. En la Figura 7 se observa que las cepas que mostraron un mayor PIC fueron
T1 -68%, T8 -62.2%, T7- 61.1%, T2 -60.5% y T6-60.3% siendo la T1 la Unica cepa
gue mostro diferencias estadisticamente significativas respecto a las demas (DMS
P<0.05). La cepa que mostré menor porcentaje de inhibicion fue la cepa T4 con 49.1
%. Se observd que el patdgeno dejo de crecer cuando el micelio de Trichoderma
entr6 en contacto con este y comenzé a sobrecrecerlo. En cuanto al
sobrecrecimiento, las cepas que mostraron gran capacidad para sobrecrecer al
patégeno de un 95 a 100% a los 13 dias de la evaluacion fueron las cepas T2, T4,
T1, T6, T8 y T7 clasificandose en grado 5, en tanto las cepas T5, T3 y T10 se
clasificaron en grado 4 al sobrecrecer al patégeno en un 80%, mientras que la cepa

T9 presento menor capacidad para sobrecrecerlo con un 65% quedando de esta

ec;.:s 60.36 il .o 39 e en
AB B oo W 5476 § 54.39
BC BC N 49.17
C
2 6 3 TS 9 T10 T4

Cepas de Trichoderma

manera en grado 3 (Cuadro 8).
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Figura 7. Porcentaje de inhibicién de Trichoderma spp. hacia Lasiodiplodia sp. *Las letras diferentes
significan diferencias significativas entre las cepas (DMS P<0.05)
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Cuadro 8. Sobrecrecimiento de las cepas de Trichoderma spp. hacia Lasiodiplodia sp.

Cepa % N° de escala Grupos

T2 100 5
T4 100 5 A
T1 95 5 A
T6 95 5 A
T8 95 5 A
T7 90 5 AB
T5 80 4 AB
T3 80 4 AB

T10 80 4 AB
T9 65 3 B

*Tiempo de observacién 13 dias. Las letras diferentes significan diferencias significativas entre los
aislados (Tukey P<0.05).

En el segundo bioensayo las cepas de Trichoderma mostraron un efecto inhibitorio
de un 46.8 a 57.8%, siendo las cepas T8, T5, T6, T3y T7, las que mostraron mayor
capacidad para inhibir el crecimiento del patégeno, sin embargo, no hubo
diferencias estadisticamente significativas entre ellas (DMS P<0.05) (Figura 8). En
cuanto al sobrecrecimiento las cepas evaluadas mostraron resultados mas
favorables con un 75 a 100% de sobrecrecimiento a los 13 dias, siendo las cepas
T3,T6, T8, T7 y T2, clasificadas en grado 5 (Cuadro 9), por su gran capacidad de
colonizar y esporular sobre el patégeno. En lo que respecta a la cepa T10, fue la
gue mostro menor sobrecrecimiento con un 75%, clasificAndose de esta manera en

grado 4.
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Figura 8. Porcentaje de inhibicién de Trichoderma spp. hacia Lasiodiplodia sp. Las letras diferentes

significan diferencias significativas entre las cepas (DMS P<0.05)

Cuadro 9. Sobrecrecimiento de las cepas de Trichoderma spp. hacia Lasiodiplodia sp.

Cepa % N° de Grupos
escala

T3 100 5 A
T6 100 5 A
T8 100 5 A
T7 95 5 A
T2 95 5 A
T9 90 5 AB
T4 90 5 AB
T1 85 4 AB
T5 75 4 B
T10 75 4 B

*Tiempo de observacion 13 dias. Las letras diferentes significan diferencias significativas entre los

aislados (Tukey P<0.05)
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Estos resultados muestran que las cepas evaluadas presentan gran capacidad para
inhibir y sobrecrecer al patdgeno. Estos resultados difieren con el trabajo realizado
por Nieblas (2012) en donde mostré que T. atroviride tuvo un efecto inhibitorio de
crecimiento alrededor del 30% sobre L. theobromae. Estos resultados de los autores
mencionados son menores a los obtenidos en este trabajo, esto quiere decir que las
cepas nativas de la rizosfera de arboles de limon “Persa” evaluadas en este trabajo
presentan mayor capacidad de inhibir a Lasiodiplodia sp. En otro estudio similar
realizado por Jagraj et al. (2018) se reporté un PIC de 55.6% para cepas de
Fusarium. oxysporum aisladas de plantas de jitomate frente a T. koningiopsis:,. En
cuanto al sobrecrecimiento Michel-Aceves et al., (2019) obtuvieron un antagonismo
grado Il en la escala propuesta por Bell et al., (1982) sobre F. oxysporum con T.

harzianum, que fueron resultados similares a los obtenidos en el presente trabajo.

Andrade-Hoyos et al., (2019) evaluaron el efecto antagénico de Trichoderma spp.,
en confrontaciones in vitro mediante cultivos duales, tres especies de Trichoderma
provenientes de la rizosferas de arboles de aguacate, T. viride, T. harzianumy T.
asperellum y tres fitopatdbgenos Phythopthora capsici, Fusarium oxysporum vy
Rhizoctonia solani obtenidos de las raices de plantas de chile con sintomas de la
marchitez. Los tres hongos antagonistas presentaron alto porcentaje de inhibicion,
T. asperellum mostré el 88.25%, T. viride 87.22% y T. harzianum con 87.8%.
Mostrando el efecto antagonico eficiente de Trichoderma spp. hacia los patégenos
gue causan la marchitez del chile. De la misma manera, Halifu et al., (2020)
evaluaron a T. virens ZT0O5cual mostré un efecto antagonico significativo contra R.
solani. Inhibiendo su crecimiento en un 42.82% a las 48 h. Otra investigacion
realizada por Barco et al., (2020) al evaluar a T. asperellum, T. harzianum y T.
koningiopsis, registr0 que estas especies fueron capaces de retrasar
significativamente el desarrollo micelial de L. theobromae in vitro, con reducciones
maximas de 75,4 y 64,1 % confrontadas con T. asperellum BRS-1y T. harzianum

BRS-respectivamente.

De lamisma forma Langa-Lomba et al., (2022) evaluaron la capacidad de dos cepas

de Trichoderma aisladas de la vid frente a los patégenos Neofusicoccum parvum y

27



Rhizoctonia solani. Los resultados que obtuvieron en las confrontaciones en placa
mostraron que los diferentes aislados de T. harzianum utilizados fueron mas
efectivos para inhibir el crecimiento micelial de N. parvum con valores de PIC entre
44,65y 51,32% para R. solani para el cual se obtuvieron valores de PIC entre 20,57
y 28,04%.

En los trabajos analizados anteriormente se evidencia de manera notable que el
porcentaje de inhibicion es variable de acuerdo con la cepa de Trichoderma vy al
patogeno confrontado. Estos hallazgos sugieren que las especies de Trichoderma
tienen una tasa de incorporacion de nutrientes y un metabolismo superior a los
patogenos confrontados, permitiendo aprovechar mejor los nutrientes del medio y

privar al patdgeno de utilizar los recursos (Michel-Aceves et al., 2005).

La importancia de realizar este tipo de evaluaciones en el laboratorio es que permite
la seleccién adecuada de cepas antagonicas eficientes de Trichoderma para
realizar su evaluacién posterior en condiciones de campo y asi tener resultados

confiables para su aplicacion.

7.4 Sensibilidad de Trichoderma spp. hacia los fungicidas benomilo y
clorotalonil

Se sabe que la efectividad de los hongos benéficos habitantes del suelo depende
de varios factores, como la sensibilidad ante la presencia de plaguicidas en los
agroecosistemas. Por ello, se planteé evaluar la sensibilidad de cepas nativas de
Trichodema a dos fungicidas utilizados ampliamente para el control de Lasiodiplodia

spp., en las huertas de citricos del estado de Morelos, México.

Para esta etapa se seleccionaron las cepas de Trichoderma que mostraron mayor
grado de antagonismo en los ensayos previos fueron la T1, T2, T3, T6, T7 y T8 (
Figura 9), de las cuales se seleccionaron las tres mejores para esta evaluacion,
tomando en cuenta sus caracteristicas culturales con la finalidad de evaluar cepas
diferentes, debido a que algunas presentaron la misma coloracién y crecimiento.

Por lo tanto, para este bioensayo se utilizaron las cepas T1, T7 y T8.
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Figura 9. Cepas de Trichoderma que mostraron mayor grado de antagonismo

7.4.1 Sensibilidad de Trichoderma spp. hacia el fungicida benomilo

El fungicida benomilo en las diferentes concentraciones evaluadas inhibi6o el
crecimiento micelial de las tres cepas de Trichoderma mostrando que estas cepas
son altamente sensibles a este producto (Cuadros 10-12). Por lo que, de acuerdo
con la Organizacion Internacional de Lucha Biologica OILB este fungicida se

clasificd como toxico a las diferentes concentraciones para Trichoderma spp.

El benomilo es un fungicida que actla dentro de la célula fungosa interfiriendo en la
sintesis del ADN, inhibiendo la formacién de B-tubulina en la mitosis y el mecanismo
de transmision de mensajes genéticos del ADN al RNA (De Lifian, 2012; FRAC,
2019).
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La sensibilidad de Trichoderma spp. sobre benomilo ya ha sido probada en varios
trabajos, por ejemplo, Muifio et al. (2001) reporté que el benomilo a las dosis de 50
y 10 mg i. a. L't Trichoderma spp. presenta mortalidad del 100 %, por lo que se
considera toxico; esto concuerda con el presente estudio debido a que en la cepa
T1, T7y T8 su crecimiento fue nulo. Otro trabajo realizado por Nieblas (2012), donde
evaluo la sensibilidad de cepas de Trichoderma sobre diferentes concentraciones
de benomilo a saber 0.25, 0.5y a 0.75 pug/ml. Las cepas lograron crecer en todas
las concentraciones presentando rangos de inhibicién en la concentracion de 0.25
pg/ml de 40.3%, en 0.5 ug/ml de 30.6-57.6% y en la concentracion mas alta de 0.75
pg/ml la mayor inhibicion con alrededor del 69 %. Si bien las cepas evaluadas fueron
capaces de crecer a las diferentes concentraciones, el porcentaje de inhibicién en
la concentracion mas baja utilizada esta por arriba del 30% y es probable que
cuando se sometan a las concentraciones que utilizamos en estas evaluaciones, las
cepas sean inhibidas en su totalidad por este fungicida. Asimismo, Rojas (2020)
evalio la sensibilidad de Trichoderma spp. hacia benomilo, utilizando la
concentracion minima recomendada de la etiqueta (0.3g/l), registr0 que este
fungicida tiene gran capacidad para inhibir el crecimiento de Trichoderma
asperellum (TFR3) con 99.76%, Trichoderma harzianum (TA4) con 99.83%,
Trichoderma barbatum (SS2) con 99.87% y Trichoderma tomentosum (SS1) con

100%; lo mencionado el referido autor concuerda con el presente estudio.
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Cuadro 10. Efecto de las diferentes concentraciones de benomilo hacia T1

Concentracion (% de inhibicion Compatibilidad Clasificacion de
de crecimiento) la toxicidad

(mg/ml) (OILB)
0.01 100 0 Toxico
0.05 100 0 Tbxico
0.1 100 0 Toxico
0.5 100 0 Tbxico

1 100 0 Toxico

5 100 0 Téxico

10 100 0 Toxico
50 100 0 Tbxico
100 100 0 Toxico

Cuadro 11. Efecto de las diferentes concentraciones de benomilo hacia T7

Concentracién (% de inhibicidn Compatibilidad Clasificacion de
de crecimiento) la toxicidad

(mg/ml) (OILB)
0.01 100 0 Toxico
0.05 100 0 Téxico
0.1 100 0 Téxico
0.5 100 0 Téxico

1 100 0 Toxico

5 100 0 Toxico

10 100 0 Téxico
50 100 0 Toxico
100 100 0 Téxico




Cuadro 12. Efecto de las diferentes concentraciones de benomilo hacia T8

Concentracion (% de inhibicion Compatibilidad Clasificacion de
de crecimiento) la toxicidad

(mg/ml) (OILB)
0.01 100 0 Toxico
0.05 100 0 Téxico
0.1 100 0 Téxico
0.5 100 0 Toxico

1 100 0 Toxico

5 100 0 Téxico

10 100 0 Toxico
50 100 0 Téxico
100 100 0 Téxico

7.4.2 Sensibilidad de Trichoderma spp. hacia el fungicida clorotalonil

Para el caso de las evaluaciones con el clorotalonil, los resultados fueron diferentes,
como se observa en las Figuras 10,11 y 12 las cepas crecieron en la mayoria de las
concentraciones resultando diferencias estadisticamente significativas (p>0,05)
sobre el crecimiento micelial de las cepas evaluadas (Cuadro 13). Las cepas que
mostraron menor sensibilidad a las concentraciones mas bajas fueron la T7 a 0.01
mg con 4.6%, la T1 a 0.01 mg con 5.9%, la T1 a 0.05 mg con 7.3%, la T7 a 0.05 mg
con 10.4% y la T8 a 0.05 mg con 15.3%, clasificando de esta forma al clorotalonil a
concentraciones bajas como inofensivo para las cepas de estudio, de acuerdo con
la OILB. Por otra parte, las cepas que presentaron mayor sensibilidad a las
concentraciones mas altas evaluadas fueron la T7 a 100 mg con 98.7%, la T7 a 50
mg con 96.1%, la T8 a 100 mg con 94.1% y la T8 a 50 mg con 90.4%quedando de

esta manera clasificado el fungicida a concentraciones altas como toxico. Asi
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mismo, se determind que la concentracion inhibitoria media (Clso) para la cepa T1
fue de 1.66 mg/ml, para la cepa T7 fue de 0.69 mg/ml y para la cepaT8 la Clso fue
de 0.49 mg/ml. (Cuadros 14, 15y 16).

En las Figuras 13, 14 y 15, se observa el crecimiento de cada una de las cepas de
Trichoderma hacia las diferentes concentraciones de los fungicidas. Se observo que
a las concentraciones altas del clorotalonil las cepas fueron afectadas
negativamente en su crecimiento y a medida que la concentracion fue
disminuyendo, las cepas tuvieron un mayor crecimiento, incluso en las
concentraciones mas bajas tuvieron el crecimiento similar a las del control (sin

fungicida) a las 72h después de la inoculacion.

Figura 10. Crecimiento de T1 en medio toxificado con diferentes concentraciones de clorotalonil a
las 72 h después de la inoculacién.
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Figura 11. Crecimiento de T7 en medio toxificado con diferentes concentraciones de clorotalonil a
las 72 h después de la inoculacién.

Figura 12. Crecimiento de T8 en medio toxificado con diferentes concentraciones de clorotalonil a
las 72 h después de la inoculacion.
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Efecto de los fungicidas sobre T1
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Figura 13. Crecimiento radial de T1 a las diferentes concentraciones de benomilo y clorotalonil
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Figura 14. Crecimiento radial de T7 a las diferentes concentraciones de benomilo y clorotalonil
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Efecto de los fungicidas sobre T8
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Figura 15. Crecimiento radial de T8 a las diferentes concentraciones de benomilo y clorotalonil
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Cuadro 13. Inhibicion del crecimiento micelial de Trichoderma spp. a las diferentes concentraciones
de clorotalonil.

concentracion | %inhibicion | Grupo
T7100 98.7 A
T750 96.1 AB
T8100 94.1 ABC
T850 90.4 BC
T1100 86.7 BCD
T710 86.1 ED
T810 82.3 FE
T150 81.6 FE
T85 78.3 FG
T75 77.6 FG
T110 72.2 HG
T15 67.8 H
T71 66.6 H
T81 64.9 H
T11 55.9 |
T80.5 41.1 J
T80.1 34.7 JK
T70.5 32.8 KL
T10.5 27.8 KL
T70.1 26.2 L
T10.1 23.2 MN
T80.01 17.8 NO
T80.05 15.3 @)
T70.05 10.4 P
T10.05 7.3 P
T10.01 5.9 P
T70.01 4.6 P

*Las letras diferentes significan diferencias significativas entre los aislados (Tukey P<0.05)
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Cuadro 14 . Efecto del clorotalonil hacia la cepa T1

Concentracion % de inhibicion % Compatibilidad  Clasificacion de
de crecimiento la toxicidad
(mg/ml) (OILB)
0.01 5.91 94.09 Inofensivo
0.05 7.37 92.63 Inofensivo
0.1 23.26 76.74 Inofensivo
0.5 27.81 72.19 Inofensivo
1 55.95 44.05 Ligeramente toxico
5 67.85 32.14 Ligeramente toxico
10 72.25 27.74 Ligeramente toxico
50 81.67 18.33 Moderadamente
toxico
100 86.78 13.21 Moderadamente
toxico

Cuadro 15. Efecto del clorotalonil hacia la cepa T7

Concentracion % de inhibicion % Compatibilidad Clasificaciéon de
de crecimiento la toxicidad
(mg/ml) (OILB)
0.01 4.6 95.4 Inofensivo
0.05 10.4 89.6 Inofensivo
0.1 26.2 73.8 Inofensivo
0.5 32.8 67.2 Ligeramente téxico
1 66.6 334 Ligeramente toxico
5 77.6 22.4 Moderadamente
toxico
10 86.1 13.9 Moderadamente
toxico
50 96.1 3.9 Toéxico
100 98.7 1.3 Toéxico
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Cuadro 16. Efecto del clorotalonil hacia la cepa T8

Concentracion % de inhibicion % Compatibilidad Clasificacién de
de crecimiento la toxicidad
(mg/mi) (OILB)
0.01 17.8 82.1 Inofensivo
0.05 15.3 84.6 Inofensivo
0.1 34.7 65.2 Ligeramente toxico
0.5 41.0 58.99 Ligeramente toxico
1 64.9 35.0 Ligeramente toxico
5 78.3 21.6 Moderadamente
toéxico
10 82.3 17.6 Moderadamente
téxico
50 90.4 9.5 Toéxico
100 94.1 5.8 Toéxico

En relacién con el clorotalonil Garcia (2019) sostuvo que Trichoderma spp.
presentan alta sensibilidad en presencia de este fungicida inhibiendo su crecimiento
alrededor del 88% a las 120 h. Por otro lado, Douira et al., (2016) evaluaron tres
cepas de T. harzianum (Tcomp, TH1 y TH3) y una cepa de T. viride a las
concentraciones 375, 500 750, 1125 pmm de clorotalonil. Registraron que después
de la segunda semana a 500 ppm el fungicida mostré buena compatibilidad con
Tcompy TV1 (51,9 y 48,2 %) y todas las cepas probadas excepto TH1 se volvieron
moderadamente compatibles (43,5 — 72,2 %) con las diferentes concentraciones
después de 24 dias. Estos datos coinciden con los de este trabajo, presentando alta
compatibilidad en las concentraciones de 0.01,0.050.1 y 0.5 mg/ml

respectivamente.

El uso combinado de antagonistas como control biolégico, junto con productos
qguimicos sintéticos, en la actualidad ha llamado mucho la atencion como forma de
obtener efectos sinérgicos o aditivos en el control de patdgenos del suelo, por ello

este tipo de evaluaciones nos permite determinar el comportamiento de las cepas
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nativas de este género con la finalidad de buscar estrategias que integren el uso de

agentes de biocontrol con los fungicidas mas usados en el cultivo de citricos.

7.4.3 Concentracion inhibitoria media (Clso) del fungicida clorotalonil hacia
Trichoderma spp.

Los ensayos de concentracidén minima inhibitoria de las cepas estudiadas para
clorotalonil se muestran en la Cuadro 17. En reportes de otros autores se tienen
datos diferentes de las Clso en cepas de Trichoderma. Maraschi et al. (2019) citan
valores altos de Clso en nueve cepas de Trichoderma pertenecientes a la coleccion
del Instituto Biolégico de Sao Paulo, Brazil. De acuerdo con la escala de Edington
etal. (1971) los autores mencionados encontraron que tres especies son resistentes
al fungicida clorotalonil: T. asperelloides (Cl 215), T. asperellum (Cl 244) y T.
koningiopsis (Cl 215). En contraste, Xufei et al. (2023) en su estudio reportan
especies moderadamente sensibles al clorotalonil: T. citrinoviridae (CI 8.9), T.
guizhouense (Cl1 4.9), T. ganodermatiderum (ClI 3.3) y especies altamente sensibles
al clorotalonil: T. asperellum (ClI 0.5), T. virens (Cl 0.35), T. amatum (Cl 0.04), T.
paratroviridae (CI 0.04), T. harzianum (CI 0.008) y T. koningiopsis (Cl 0.006). Estos

altimos datos concuerdan a los que se obtuvieron en el presente estudio.

Cuadro 17 . Concentracion inhibitoria media (Clso) del clorotalonil sobre las cepas de Trichoderma
spp.

Cepa Cl s Intervalo confianza
T1 1.66 mg/ml 1.22-2.27 mg/mi
T7 0.69 mg/ml 0.35-0.88 mg/ml
T8 0.49 mg/ml 0.36-0.66 mg/ml
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7.5 Identificacion morfolégica de las especies de Trichoderma con mayor
capacidad antagoOnica hacia el fitopatdogeno Lasiodiplodia sp.

Las cepas seleccionadas para su identificacion a nivel morfologico fueron la T1, T7
y T8. Todas las cepas evaluadas presentaron un crecimiento acelerado cubriendo
la caja Petri en su totalidad a las 96 h después de la inoculacion en los medios de
cultivo PDA y SNA a 25°C, sin embargo, su crecimiento se vio afectado cuando se
incubaron a 35°C en ambos medios de cultivo. La cepa T1, fue la Unica que produjo
un pigmento de color amarillo en el reverso de la caja Petri en PDA y ninguna de las
tres cepas estudiadas presentaron el aroma a coco. Sobre PDA las colonias fueron
ligeramente algodonosas, con anillos conceéntricos, los conidiéforos y conidios
crecieron agregados en diminutas pustulas. En cuando la esporulacién sobre SNA

fue escasa, formando diminutas pustulas de color verde oscuro.

La cepa T1 (Figura 16). Presento un crecimiento de 56.2 mm a 25°C en PDA Difco
™ y a 35°C no hubo crecimiento. En SNA a 25°C su crecimiento fue de 70.8 mmy

a 35°C su crecimiento fue de 1.4 mm.

La colonia presentd una coloracion blanca en un principio y a medida que
transcurrieron los dias se torn6 de color amarilla, presentando anillos (2-3)
concéntricos y esporulacion abundante en PDA. Los conidiéforos presentaron una
ramificacion tipo piramidal con un eje principal conspicuo con ramas laterales cortas,
frecuentemente apareadas, ramas laterales mas largas con la distancia desde la
punta, volviéndose a ramificar y produciendo fialides directamente hacia la punta.
Las fialides en SNA presentaron forma lageniforme, observandose mas cortas e
hinchadas cuando estan aglomeradas, a menudo muy poco espaciadas formando
un pseudoverticilo. Sus medidas fueron 7.72 um de largo, 2.44 um de ancho, L/A
3.16 um. Célula soporte 2.22 um de ancho; proporcién de la longitud de la fidlide a
la anchura de la célula de soporte 3.4 um; relacion entre el ancho de la fidlide y el
ancho de la celda de soporte 1.09 um. Los conidios elipsoidales, 3.18 um de largo
y 2.54 um de ancho, L/A 1.24 um, con coloracion verde y consistencia lisa.

Clamidosporas escasas en medio SNA con 10 dias de crecidas y abundantes en
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PDA en medios de cultivo con 30 dias de crecimiento, globosas, subglobosas,
intercalares y terminales. Se observé formacion de cristales en cepas cultivadas en
PDA con 30 dias de crecidas. Las caracteristicas macroscépicas y microscopicas
de esta cepa corresponden a la especie T. koningiopsis de acuerdo con las

descripciones de Samuels y Hebbar (2015).

La cepa T7 (Figura 17). Presento un crecimiento a 25°C de 59.6 mm en PDA Difco
™y a 35°C no hubo crecimiento. En SNA a 25°C su crecimiento fue de 58.4 mmy

a 35°C su crecimiento fue nulo.

La coloracién de la colonia en los primeros dias fue hialina y a medida que
transcurrieron los dias tomo una coloracion verde oscuro y amarillento, con anillos
concéntricos (3-4) bien definidos en toda la caja Petri. El patron de ramificacion que
presentaron los conidioforos fue tipo piramidal con fialides sostenidas en verticilos
divergentes de tres o cuatro surgiendo individualmente cerca de la punta del eje
principal, se pudieron observar conidioforos etiolados con ramas muy espaciadas.
Las fidlides presentaron forma ampuliforme cuando estan muy cerca entre si y
lageniformes cuando estan mas distantes. Sus medidas fueron 8.55 um de largo,
2.80 um de ancho, L/A 3.05 um. Célula soporte 2.62 um de ancho; proporcién de la
longitud de la fialide a la anchura de la célula de soporte 3.25 um; relacién entre el
ancho de la fidlide y el ancho de la celda de soporte 1.06 um. Los conidios formados
en pustulas que se forman alrededor de los anillos concéntricos de 1-2mm de
diametro, algodonosas a compactas, de color verde oscuro. La forma de los conidios
fue subglobosa a ovoide, 4.12 um de largo y 3.34 um de ancho, L/A 1.24 um, con
coloracion verde y consistencia lisa. No se observaron clamidosporas (Figura 17).
Las caracteristicas macroscoépicas y microscopicas de esta cepa corresponden a la
especie Trichoderma atroviridae de acuerdo con las descripciones de Samuels y
Hubber (2015).

Finalmente, la cepa T8 (Figura 18). Present6 un crecimiento de 63.4 mm a 25°C en
PDA Difco ™ y a 35°C no hubo crecimiento. En SNA a 25°C su crecimiento fue de

69.8 mmy a 35°C no hubo crecimiento.
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La coloracion de la colonia fue blanquecina en los primeros dias y a medida que
transcurrieron los dias presento una coloracion verduzca, con anillos concéntricos
(2-3) y esporulacion abundante en PDA. El patrén de ramificacion de los
conidiéforos fue tipo Gliocladium; mas o menos discretos, con un pie bien
ramificado, cada rama terminando en una cabeza de fidlides. Se observo que los
conidiéforos produjeron de tres a cuatro ramas fértiles cortas o fialides solitarias
desde la punta. Las fialides presentaron forma de lageniforme a ampuliforme, con
medidas de 8.72 um de largo, 3.19 um de ancho, L/A 2.72 um. Célula soporte 2.66
um de ancho; proporcion de la longitud de la fidlide a la anchura de la célula de
soporte 3.2 um; relacion entre el ancho de la fidlide y el ancho de la celda de soporte
1.19 um. Los conidios elipsoidales, 5.01 um de largo y 3.72 um de ancho, L/A 1.34
um, con coloracion verde y consistencia lisa. Se observaron clamidosporas a los 10
dias de crecimiento en SNA con forma subglobosa, terminales e intercalares (Figura
18). Las caracteristicas macroscoépicas y microscopicas de esta cepa corresponden
a la especie Trichoderma pleuroti de acuerdo con las descripciones de Samuels y
Hubber (2015).
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Figura 16. T. koningiopsis. a- crecimiento en PDA a 25°C, b- crecimiento en SNA a 25°C, c-pigmentacion
producida en medio PDA, d- pustulas, e-f conidioforos, g-fidlides y conidios, h-clamidosporas, i-cristales
producidos en PDA.
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Figura 17. T. atroviride a- crecimiento en PDA a 25°C, b-crecimiento en SNA a 25°C, c-pustulas, d-
conidioforo etiolado, e-f conidiéforos y fidlides, g- conidios.
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Figura 18. T.pleuroti. a- crecimiento en PDA a 25°C, b- crecimiento en SNA a 25°C, c- conidiéforos, d-
clamidosporas, e-f- fidlides y conidioforos, g-conidios.
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Trichoderma es un género que se puede identificar facilmente por su morfologia
distintiva, como el rapido crecimiento, pigmentos conidiales con coloracion
verde brillante o blanco y un conidi6éforo ramificado (Kubicek y Harman, 2002.).
En esta investigacion las caracteristicas observadas para las tres cepas de
Trichoderma concuerdan con los criterios de identificacion de Samuels y
Hebber (2015).

Las caracteristicas macroscopicas y microscopicas observadas para T.
koningiopsis fueron similares con las obtenidas por Kumar et al., (2020).En su
trabajo reportaron que T. koningiopsis presento en PDA pigmentacion amarilla
al reverso de la caja Petri y no percibieron algan aroma. La coloracion de los
conidios fue verde claro con forma elipsoidal y sus medidas de 3.1-3.4x 2.8-3.1
pMm. Las caracteristicas macroscopicas, asi como las medidas de las diferentes
estructuras estan dentro del rango a las obtenidas en este trabajo para esta
especie, de la misma forma Samuels et al.,( 2006) mencionan que las colonias
de T.koningiopsis cultivadas en SNA en la oscuridad o en la luz durante 96 h
producen abundante micelio aéreo, en nuestro trabajo no observamos estas
caracteristicas en SNA , esto se puede deber a que no todas las cepas aun
sean la misma especie se comportan de la misma manera, aunado a esto
mencionan que en SNA no se difunde pigmento a través del agar y no
presentan olor distintivo, estas caracteristicas macroscoépicas coindicen con las
observadas en este trabajo. En cuanto a las caracteristicas microscopicas
registraron medidas de las fialides de 7.2-7.5 ym de largo, 3.1-3.2 ym de ancho,
conidios elipsoidales con medidas de 3.9-4 de largo y 2.6-2.7 de ancho um. Las
medidas de las fiadlides son muy parecidas a las que obtuvimos, esto significa
gue estas estructuras pueden presentar mas homogeneidad en su tamafio en
comparacién con los conidios que presentan diversos tamafios influyendo en
las medias, sin embargo, entran dentro del rango para esta especie.

En contraste Samuels y Hebber (2015). Mencionan que T. atroviride presenta
un aroma similar al coco, en el trabajo realizado no percibimos ningun olor para
todos los aislados de la cepa, esto concuerda con Kumar et al., (2020) donde

menciona que las cepas no presentaron el olor caracteristico de esta especie.
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Esto se debe a que no todas las cepas son capaces de producir dicho aroma
(6 - pentil - a — pirona). En cuanto a las caracteristicas microscopicas registraron
que las fialides presentaron la forma de ampuliforme con medidas de 6.2-
11.2x2.4-3.1 ym, forma de los conidios subglobosos con medidas de 2.8-
3.1x2.4-3.1 ym, esto concuerda con los criterios de identificacion utilizados por
Samuels y Hebber (2015).

En cuanto Trichoderma pleuroti, es facilmente reconocible por los conidioforos
tipo gliocladium ramificados peniciliadamente, sin embargo, se puede confundir
con T. virens. Samuels y Hebber (2015) mencionan que una de las
caracteristicas que los diferencia es que T. pleuroti no forma clamidosporas en
SNA y presenta conidios mas pequefios, ademas a temperatura de 35°C en
PDA y SNA su crecimiento puede ser afectado, en comparacion con T. virens
de la misma forma Talavera-Ortiz et al., (2020) documentaron fialides con
medidas de (11.5-)11.9-12.0(-12.2) x (2.5 -)2.6-2.7(-2.8) umy conidios en forma
elipsoidal con coloracion verde y consistencia lisa, lo que coincide con las

caracteristicas que presenté la cepa T8 identificada como T. pleuroti.
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8. CONCLUSIONES

e Las cepas de Trichoderma spp. aisladas de la rizosfera de arboles de
limén “Persa” del municipio de Tlaltizapan, Morelos, presentaron
capacidad antagonica al inhibir el crecimiento y sobrecrecer a
Lasiodiplodia sp. in vitro en las confrontaciones duales.

e Las cepas de Trichoderma presentaron alta sensibilidad hacia el
benomilo a todas las concentraciones evaluadas. En cuanto al
clorotalonil presentaron menos sensibilidad a las concentraciones mas
bajas (0.01,0.05,0.1,0.5 mg/ml)

e Las cepas con mayor grado de antagonismo se identificaron como T1-
Trichoderma koningiopsis, T7- Trichoderma atroviride y T8-Trichoderma

pleuroti.

9. PERSPECTIVAS

Para tener un conocimiento mas amplio de las cepas de Trichoderma
evaluadas sera necesario hacer su identificacion molecular, asi como realizar
evaluaciones de antagonismo in vivo y realizar mas estudios en conjunto con
los fungicidas, para determinar su compatibilidad y permitir la propuesta de
estrategias para que en un futuro se pueda minimizar los impactos ambientales

negativos que ocasionan el uso excesivo de fungicidas.
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