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l. RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en torno a las enfermedades de raiz y de semilla que
afectan la calidad y rendimiento del cultivo de cacahuate (Arachis hypogaea L.) y la evaluacion de
cinco cepas del género Trichoderma y su efectividad en el control de estas enfermedades con el
objetivo de implementar el control bioldgico con Trichoderma como una alternativa agroecologica
en pequefas zonas productoras de cacahuate en el municipio de Chietla, Puebla; manteniendo un
enfoque equilibrado en los tres principales pilares de la agroecologia. El cultivo de cacahuate es un
cultivo muy importante en temas nutricionales, ya que aportan del 25-30% de proteina a la dieta
humana, ademas de vitaminas y minerales. Asi mismo al ser una leguminosa y fijar nitrogeno
enriquece los suelos y es adecuado para rotaciones con maiz; grano indispensable en nuestra dieta.
La pajay la cascara de cacahuate son ideales para alimentar ganado, ya que también contienen una
buena cantidad de proteina. Los resultados mostraron que las cinco cepas de Trichoderma; T-K11,
T-AS1, T-A12, T-H3 y Th-Ah fueron eficientes en la inhibicion de Macrophomina phaseolina,
Fusarium equiseti, F. oxysporum y Diaporthe sp., en condiciones in vitro evaluadas mediante la
técnica de cultivos duales, donde se obtuvieron porcentajes de inhibicion del crecimiento radial
(PICR) de 50% hasta 94%. Los hongos fitopatdgenos fueron aislados de cacahuate e identificados
molecularmente por secuenciacion de regiones ITS y gen beta-tubulina. La evaluacion en campo
mostr6 que el fitopatdgeno F. oxysporum tuvo potencial para establecerse en el suelo en
comparacion con los otros fitopatdgenos, ya que fue el tratamiento que tuvo los valores mas bajos
en la evaluacion de las variables: peso de planta, peso fresco de vainas y peso seco de vainas,
mostrando diferencias estadisticas significativas (p<0.05) con el tratamiento que se in6culo con F.
equiseti el cual no afecto a las variables evaluadas, posiblemente no logré adaptarse a las
condiciones. Para futuras evaluaciones del biocontrol de Trichoderma sobre fitopatdgenos del
cacahuate se pretendera evaluar mas variables para asegurar con mayor certeza la efectividad de
las especies de Trichoderma sobre patdgenos importantes del cacahuate. De igual forma evaluar la

aplicacion periddica de los antagonistas durante el ciclo completo de cultivo.



1. ABSTRACT

The research consisted of study the effectiveness of five characterized Trichoderma spp.,
isolates to control different soilborne pathogens of peanut (Arachis hypogaea L.). The diseases
induced by fungi can affect the quality and crop yield, but Trichoderma is considered an
agroecological alternative to control them in production areas from Chietla municipality, Puebla
state. Fungal soilborne pathogens were isolated and molecularly identified by sequencing ITS
regions and beta-tubulin genes. The results showed that Trichoderma strains; T-K11, T-AS1, T-
Al12, T-H3 and Th-Ah were efficient to inhibit growth of Macrophomina phaseolina, Fusarium
equiseti, Fusarium oxysporum and Diaporthe sp., under in vitro conditions according to dual
culture technique. Radial growth inhibition percentages (PICR) were obtained from 50% to 94%.
Additionally, field evaluation considering the plant weight, fresh and dry weight of pods, they
showed that the F. oxysporum is the principal phytopathogen, because it induced the lowest values
of the analyzed variables (p <0.05) when it was compared to the other studied pathogens.
Contrarily, F. equiseti, did not affect the crop in the studied area. Trichoderma biocontrol of soil
borne peanut phytopathogens were effective, but future research is needed under field conditions,
considering additional crop variables and periodic Trichoderma applications during the complete

crop cycle.



1. INTRODUCCION

El cacahuate (Arachis hypogaea L.) pertenece a la familia Fabaceae es un cultivo anual,

valorado a nivel mundial. Presente en la dieta de gran parte de la poblacion como la India, China,
Nigeria, Indonesia, Canada y México. Constituye y aporta una fuente importante de proteinas desde
25 hasta 30%, lipidos (Zapata et al., 2012; Settaluri et al., 2012) y minerales, como hierro, calcio,
fésforo, magnesio, selenio y zinc; ademas de las vitaminas E, B6, riboflavina, tiamina y niacina
(Savage y Keenan, 1994; Muimba-Kankolongo, 2018; ljaz et al., 2020). En México es una especie
invaluable por su resistencia a la sequia, por conservar la fertilidad del suelo al incorporar nitrogeno
atmosférico, y por sus cualidades excepcionales para la alimentacion de la poblacién del area rural;
se considera un sustituto econémico de la carne para los campesinos que carecen de recursos
economicos (Akram et al., 2018). Asi mismo, las plantas de cacahuate son leguminosas que tienen
la capacidad de enriquecer el suelo cuando la materia vegetal se incorpora y se descompone.
Ademas, pueden crecer bien en suelos pobres donde no hay suficiente nitrogeno fijo para soportar
otros tipos de plantas. Los agricultores aprovechan esta fertilizacion natural rotando cultivos con
leguminosas. La fijacion de nitrogeno por medios naturales reduce el uso de fertilizantes
artificiales, reduciendo asi los costos para los agricultores, ademas de mitigar los problemas
provocados por el uso excesivo de fertilizantes comerciales de nitrégeno y amoniaco, como la
eutrofizacién de rios y lagos, la generacion de lluvia &cida y el crecimiento excesivo de tierras
agricolas para cultivos no alimentarios (Muimba-Kankolongo, 2018).
Puebla forma parte de los principales estados productores de cacahuates ocupando el tercer lugar
a nivel nacional con 9,313 ton (SIAP, 2021). Sin embargo, la produccion nacional sigue siendo
insuficiente, ya que México es uno de los principales paises importadores de este alimento; China
Estados Unidos, y Brasil son sus principales proveedores segun datos del USDA (por sus siglas en
inglés: United States Department of Agriculture) (USDA, 2021).

Las limitantes principales a nivel mundial en el cultivo del cacahuate son las enfermedades foliares
y de raiz que afectan al cultivo durante sus diferentes etapas de desarrollo, asi como durante el
almacenamiento (Pal et al., 2014). Otro factor importante es la temperatura, la que facilita la
propagacion y gravedad de las enfermedades y los patégenos (Colhoun, 1973). Estas enfermedades
se encuentran afectando la calidad y rendimiento de las plantas. El desequilibrio en la diversidad
de la microbiota a causa del uso de pesticidas y a la simplificacion del agroecosistema de acuerdo

con Altieri (2002) son causas principales para el desarrollo de estos problemas fitosanitarios. Esto
3



tiene un impacto directo con el decrecimiento que el cultivo esta teniendo a nivel nacional, el cual

es considerado por los agricultores como poco rentable.

IV. JUSTIFICACION

El cacahuate se introdujo a México desde la época prehispanica; data del 2,000 a. p.,
teniéndose el registro en Tehuacan, Puebla. Desde entonces su cultivo ha sido adoptado en diversos
estados del pais. Siendo un cultivo con requerimientos minimos de nutrientes y una gran
adaptabilidad a temperaturas altas. Sin embargo, para el afio 2019 México importd 149,389 ton de
cacahuates pelados y preparados y produjo solo 81,413 ton. Esto puede adjudicarse a que el cultivo
es sembrado en condiciones de temporal y en zonas marginadas, donde su produccion es destinada
para el autoconsumo y venta local principalmente. Por otro lado, los problemas fitosanitarios
causados por hongos fitopatdgenos impactan negativamente a la produccion y calidad de los
cacahuates provocando pérdidas econdmicas y necesidad de insumos agroquimicos. En cacahuate,
recientemente se han reportado los patogenos Aspergillus niger, A. flavus, Rhizoctonia solani,
Verticillium dahliae, Sclerotium rolfsii Sacc., Alternaria spp., Pestalotiopsis spp., Drechslera spp
y Cylindrocladium spp. (Thiessen y Woodward, 2012; Pal et al., 2014). Estos hongos causan
enfermedades desde la emergencia de plantas hasta su almacenamiento. No obstante, al ser un
cultivo que esta adaptado a diversas zonas de nuestro pais y que tiene un rendimiento de 1.7128
ton/ ha mayor al obtenido en India; pais que ocupa el segundo lugar en produccion de cacahuate a
nivel mundial con una produccién de 6,727,180 ton. El cultivo de cacahuate puede ser una
alternativa de cultivo sostenible y desarrollo econdmico en zonas rurales productoras y abastecer
las demandas nacionales. Por lo anterior, este trabajo tiene el objetivo de evaluar la capacidad
antagonista de diferentes especies de Trichoderma frente a hongos fitopatdgenos del cultivo de
cacahuate, asi como su efecto en el rendimiento, generando una alternativa agroecologica para el
manejo de las enfermedades en este cultivo en las zonas productoras del municipio de Chietla,
Puebla.



V. MARCO TEORICO

5.1.0rigen de Arachis hypogaea

Arachis hypogaea conocido cominmente como cacahuate, mani, nuez pegajosa, nuez de
mono Yy nuez de tierra, por su desarrollo bajo el suelo, es un fruto seco perteneciente a la familia
Fabaceae, es un cultivo anual que mide unos 30-50 cm de altura (Figura 1F). Su origen es
sudamericano reportandose como centros de origen; el sur de Bolivia y el noreste de Argentina
(Kochert et al., 1996; Simpson et al. 2001; Sanders, 2003, Suchoszek-Lukaniuk, et al., 2011).

5.2.Taxonomia

La clasificacion taxondmica del cacahuate segun el Departamento de Agricultura de los Estados

Unidos (USDA, por sus siglas en inglés).

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Fabales
Familia: Fabaceae
Género: Arachis L.
Especie: Arachis hypogaea L.

5.3.Fenologia

El cacahuate presenta crecimiento herbaceo indeterminado, su altura puede alcanzar entre 45 y 60
cm con 4 a 5 ramificaciones de importancia, sus hojas son tetrafoliadas de tamafio y tonalidad
variables con la variedad botanica y las condiciones ambientales (Faiguenbaum, 1983). Las flores
de esta especie estan dispuestas en inflorescencias que se desarrollan en nudos foliares sobre las
ramificaciones y/o tallo principal dependiendo de la variedad botéanica (Leon, 2000). La floracion
abarca el 80% del ciclo evolutivo de la especie superponiéndose con la fructificacion; una vez
ocurrida la fecundacion se produce la elongacion del ovario fecundado hasta penetrar en el suelo
donde se desarrollan los frutos (Figura 1) (Leon, 2000). Debido a su habito de crecimiento
indeterminado, esta especie produce hojas continuamente, sustituyendo las que mueren en
detrimento del crecimiento de los frutos o semillas (Fernandez et al., 2006). La acumulacién de

biomasa en la planta describe una curva sigmoidea tipica que puede caer al final de la estacion de
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crecimiento por condiciones ambientales menos favorables o por altas densidades (Giayetto et al.,
2006).

Crecimiento del ovario

Figura 1. Arachis hypogaea L. (kohler, 1887). (A) tipos de ramificacion, (B) flor, (C) corte
transversal del fruto, (D) corte transversal del pericarpio, (E) corte parcial de la semilla.

5.4. Enfermedades causadas por hongos en cacahuate

Las enfermedades causadas por hongos son diversas, la gran mayoria de hongos patégenos no
requieren de vectores mdviles tales como insectos o acaros, principalmente se dispersan por el
viento, la lluvia o el suelo (Purcell, 2009). Su distribucion es amplia y causan pérdidas importantes
en diversos cultivos alrededor del mundo incluido el cacahuate. Todas las partes de la planta de
cacahuate son susceptibles a enfermedades, estas pueden ser atacadas durante el ciclo de cultivo o
durante el almacenaje, como se presenta el hongo A. flavus que es productor de aflatoxinas
reportadas como carcinogénicas (Pildain et al., 2008; Pal et al., 2014; Norlia et al., 2019). Entre
las enfermedades flangicas foliares, las manchas foliares (temprana y tardia) y la roya son
econdémicamente importantes y pueden causar pérdidas de rendimiento arriba de 57% asi como
pérdida de la calidad del aceite (Mondal y Badigannavar, 2015). Otras enfermedades fangicas
foliares como el tizén de la hoja (Alternaria sp.), antracnosis (Colletotrichum spp.), mancha de la
hoja (Phomopsis sp.), mancha negra (Phyllosticta sp.), mancha de la hoja (Pestalotiopsis sp.),
enfermedad de la hoja (Phoma sp.), tizon de la hoja (Myrothecium roridum ), tizén de la hoja
(Drechslera sp.), mancha de la hoja (Cylindrocladium sp.) y moho polvoriento (Botrytis cinerea),
actualmente no son patégenos econdémicamente importantes; segin lo reportado en paises

productores como India, Estados Unidos y China (Pal et al., 2014).
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Las enfermedades transmitidas por el suelo y las semillas se encuentran ampliamente distribuidas
en el cultivo de cacahuate y son consideradas las mas importantes. La pudricion del tallo causada
por Sclerotium rolfsii Sacc., damping off (Rhizoctonia solani), pudricion de raiz (Verticillium
dahliae, Fusarium spp.), pudricién carbonosa (Macrophomina phaseolina), tizén (Sclerotinia
minor), pudricion de la corona (Aspergillus niger) cascara o vaina negra (Theilaviopsis basicola)
y pudricién de vainas (R. solani, Fusarium sp., Phytium spp.) (Sanogo y Puppala, 2012; Jadon et
al., 2015) son las enfermedades mas cominmente reportadas en zonas productoras de cacahuate.

5.5. Control biolégico

El término control bioldgico fue usado primero por Smith (1919), para describir la introduccion de
enemigos naturales para la supresion permanente de insectos plaga. Desde entonces se ha aplicado
ocasionalmente para incluir todas las medidas de control de plagas, excepto la aplicacion de
plaguicidas quimicos, fitomejoramiento para resistencia a plagas, controles autocidas, aplicaciones
de semioquimicos y controles culturales (Harman, 2006). Segun Stenberg et al. (2021), el control
bioldgico siempre debe involucrar a los siguientes tres actores separados: 1) un agente de control
bioldgico, 2) una plaga y 3) un interesado que se beneficia del servicio de control de plagas
proporcionado por el agente de control bioldgico. Generalmente, se conocen cuatro tipos diferentes
de control biolégico: control bioldgico natural, de conservacion, clasico y aumentativo (Cock et al.
2010).

1. El control biolégico natural es un servicio de los ecosistemas (Millennium Ecosystem
Assessment, 2005), por el cual los organismos benéficos naturales reducen los organismos
plaga. Esto ocurre en todos los ecosistemas del mundo sin ninguna intervencion humana.

2. EI control biologico clasico, se centra en las plagas invasivas, de modo que un enemigo
natural se recoge en el lugar donde se origina la plaga y se introduce en el nuevo entorno
para controlar las especies de plagas invasoras; la expectativa es que el organismo
introducido se establecera permanentemente (Bale et al., 2008).

3. El control biolégico aumentativo consiste en la produccion masiva del enemigo natural y
una amplia distribucion en el ambiente para suprimir la plaga sin la colonizacion
permanente del agente de biocontrol liberado (el enfoque es similar a la forma en que se
emplean la mayoria de los insecticidas quimicos estandar). existen dos formas de liberacion



en el control biolégico aumentativo; liberacion inundativa y liberacion inoculativa
estacional.

e Liberacion por inundacion, implica la recoleccion, cria en masa y liberacion
periddica en grandes cantidades de los enemigos naturales para obtener un control
inmediato de la plaga. El control se obtiene principalmente de los enemigos
liberados y no de sus descendientes.

e Liberacion por inoculacién, el proceso es similar al anterior, sin embargo, en este
caso la liberacion de los enemigos es periddica (6-12 meses), en los cuales ocurren
muchas generaciones de plagas.

4. El control biologico de conservacion tiene como objetivo a los enemigos naturales que ya
se encuentran habitando esa zona (Blackburn et al., 2016). Esto incluye la implementacion
de préacticas que mantengan y mejoren la reproduccion, supervivencia y eficacia de los
enemigos naturales (depredadores, parasitoides y patdgenos) de las plagas. Los enfoques
para la conservacién de estos enemigos naturales implican evitar practicas perjudiciales

para ellos, asi como la adopcidn de practicas que los beneficien (McCravy, 2008).

El objetivo del control bioldgico es proveer proteccion a la planta durante su periodo de cultivo sin
dejar residuos toxicos que dafien al ambiente y la salud humana (Gawai, 2018). No obstante,
algunos agentes de control biolégico tienen la capacidad de promover el crecimiento de las raices
y a su vez aumentar el rendimiento de los cultivos. El control bioldgico es un componente

importante para la produccion agricola sostenible (Bale et al., 2008).

Diversos organismos han sido investigados como potenciales agentes de control bioldgico,
incluidos parasitoides de insectos, depredadores y entomopatogenos, que incluyen bacterias, virus,
hongos y nematodos. Muchos de estos organismos se producen comercialmente y tienen un uso
generalizado para el control bioldgico inoculativo e inundativo (Chandler et al., 2011; Shapiro-llan
et al., 2002; Vega y Kaya, 2012). En el control de enfermedades se ha usado en varias ocasiones
para el manejo de patdgenos importantes como; Rhizoctonia solani, R. baticola, Fusarium solani,
F. oxysporum, F. verticilliodes, Sclerotium rolfsii, S. sclerotiorum, Macrophomina phaseolina,
Pythium ultimum y Botrytis cinerea (Dubey et al. 2007; Singh y Singh, 2012; Ghazanfar et al.,
2018).



5.6. El género Trichoderma

Reino: Fungi
Divisién: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Género: Trichoderma

Trichoderma es un género de hongos tipicos anaerobios facultativos y cosmopolitas
distribuidos ampliamente en suelos agricolas, forestales, tropicales, y en otros sustratos como
madera en descomposicion (Samuels, 1996; Hermosa et al., 2014). Pertenecen a la subdivision
Deuteromycetes, cuyos miembros no tienen o no exhiben un determinado estado sexual ya que la
mayoria de las cepas se adaptan a un ciclo de vida asexual (Harman, 2004). Se caracterizan por un
crecimiento rapido, considerdndose como competidores agresivos; sin embargo, Wardle et al.
(1993) encontraron que estas propiedades dependen de la especie. Existen alrededor de 90 especies
en el género Trichoderma (Sandle, 2014). De acuerdo con lo mencionado por Samuels et al., (2002)
la mayoria de las especies del género tienen un rango 6ptimo de temperatura 25-30 °C, mientras
que otras crecen bien arriba de los 35°C. Los medios de cultivo mayormente empleados para su
crecimiento son agar papa dextrosa y harina de maiz, en el primero las colonias aparecen de color
blanco y en el segundo las colonias aparecen mas transparentes (Shah et al. 2012). Algunas especies
secretan un pigmento amarillo en el agar, el cual esta relacionado con las capacidades antagonistas
de T. reesei contra otros hongos y su pérdida afecta la estabilidad de los conidios segun estudios
de Atanasova et al. (2013), asi mismo algunas especies producen un olor caracteristico a dulce o
coco (Schuster y Schmoll, 2010).

Morfolégicamente presentan conidios de color verde brillante y una estructura de conidiéforos
(Figura 2 A, B) repetidamente ramificada (Gams y Bissett, 1998), compacta, a menudo formados
en distintos anillos concéntricos, o soportados a lo largo de la escasa hifa aérea. El conidiéforo
tipico de Trichoderma con ramas emparejadas asume un aspecto piramidal. Las fialides
generalmente estan agrandadas en el medio, pero pueden ser cilindricas o casi subglobosas (Zin y
Badaluddin, 2020). Las clamidosporas pueden ser producidas por todas las especies; son

tipicamente subglobosas unicelulares y terminan en hifas cortas (Sandle, 2014).



Figura 2. (A) Colonia de Trichoderma harzianum, (B) estructura microscopica de Trichoderma
spp.

5.7.Mecanismos de accion

Trichoderma spp., son hongos muy populares entre la comunidad cientifica dedicada al
estudio de nuevas alternativas de control de enfermedades causadas por diversos hongos
fitopatogenos, con el fin de disminuir el uso de pesticidas sintéticos. Esto se debe a los diferentes
mecanismos de accidn que presenta como agente de control biolégico contra patégenos de la raiz
y semillas, ademas de su capacidad para promover el crecimiento de las plantas (Singh et al., 2011).
Se han desarrollado principalmente como agentes de control bioldgico para enfermedades fungicas
que afectan a las plantas. Sin embargo, su papel no sélo es ese, tiene otras funciones como;
estimular la colonizacién de la rizésfera (Vinale et al., 2008; Harman, 2004), potenciar el
crecimiento y desarrollo de la planta mediante la produccién de moléculas promotoras del
crecimiento, asi como induciendo la resistencia sistémica de la planta contra patogenos de la raiz
y foliares (Shoresh et al., 2010). Los mecanismos que emplean las diferentes especies de
Trichoderma incluyen competencia por espacio y nutrientes, antibiosis, micoparasitismo,
produccion de metabolitos secundarios (Mukherjee et al., 2013). Entre las interacciones positivas
a favor del crecimiento y defensa de la planta se encuentra la competencia por nutrientes entre
estos el nitrégeno, carbohidratos no estructurales (azicares y polisacaridos como almiddn,
laminarina, pectinas, entre otros) y microelementos (Hernandez-Melchor et al., 2019).
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5.7.1. Competencia por nutrientes

La competencia por nutrientes es uno de los mecanismos mas conocidos ejercidos por especies del
género Trichoderma, estd relacionada con su alta velocidad de crecimiento y facilidad para
desarrollarse sobre un sinfin de sustratos (Singh et al., 2014). La competicién entre
microorganismos ocurre Unicamente cuando las fuentes de nutrientes y espacio estan limitadas
(Nusaibah y Musa, 2019). La captacion de hierro mediante la secrecion de sideroforos es llevada a
cabo cuando existe una deficiencia de este mineral o se encuentra de forma insoluble en el suelo.
Lehner et al. (2013) mencionan que existen mas de 10 diferentes sider6foros producidos por
Trichoderma spp. El &cido harzianico es un sideréforo producido por T. harzianum, Vinale et al.
(2009) reportaron que promovio el crecimiento en plantulas de canola, asi mismo mostré inhibicion
del crecimiento de R. solani en ensayos in vitro. Lo anterior sugiere que la quelacion de Fe* en la
rizosfera podria tener un efecto simultaneo como proveedor de Fe*® a las plantas y como inhibidor
de la absorcion de Fe*® por los fitopatdgenos (Sanchez-Espinoza et al., 2020). Por otra parte, las
especies de Trichoderma tienen una alta capacidad para movilizar y utilizar nutrientes, esto esta
relacionado con la produccién de acidos inorganicos como; acidos citrico, glucénico y fumarico,
los cuales bajan el pH del suelo e incrementan la solubilizacion del fosfato y micronutrientes entre

ellos hierro y manganeso (Vinale et al., 2008).
5.7.2. Sideroforos

Los sider6foros (Gk.sidero-hierro, phores-portador) son quelantes especificos de iones férricos de
alta afinidad con un peso molecular bajo de menos de 10 KDa, excretados bajo inanicion de hierro
por varios microorganismos como bacterias, hongos y también por algunas plantas (Khan et al.,
2018). Estos se pueden clasificar segun su naturaleza quimica como; hidroxamato, carboxilato y
catecolato, algunos pueden ser mezclados. En las bacterias son principalmente producidos por
Escherichia coli y Pseudomonas florenscens y solo son producidos extracelularmente. Por parte
de los hongos Aspergillus fumigatus y A. nidulans son los mas estudiados en la produccion de
siderdforos reportandose hasta 55 tipos similares de estos. Las moléculas quelantes de Fe** pueden
ser beneficiosas para las plantas porque pueden solubilizar el hierro que de otro modo no estaria
disponible y pueden suprimir el crecimiento de microorganismos patdgenos al privar a los
patdgenos de este micronutriente necesario (Leong, 1986). A pesar de que no es un mecanismo de
accion de Trichoderma muy estudiado es importante para algunos cultivos que se encuentran en
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suelos donde el hierro no se encuentra disponible para absorberlo, como ocurre con las gramineas
en suelos calcareos. Es aqui donde surge la importancia de los siderdforos producidos por
Trichoderma con funcion de promocién de crecimiento y por otra parte como un mecanismo de

accion para el control de hongos fitopatdgenos.

Vinale et al. (2013) demostraron que el acido harzianico producido por T. harzianum tuvo un efecto
sobre la promocion del crecimiento de canolay el crecimiento de diferentes hongos patégenos que
depende de su concentracién, lo que comprueba la importancia de los sideréforos tanto en el

antagonismo como en la promocién del crecimiento.
5.7.3. Antibiosis

La antibiosis es el proceso por el cual compuestos difusibles de bajo peso molecular interacttan y
reducen el crecimiento de otros organismos (Sood et al., 2020). La antibiosis es un proceso llevado
a cabo por diversos agentes de control biolégico (BACs) como Sptreptomyces spp., Bacillus spp.,
Pseudomonas spp. y Trichoderma spp. (Nehra et al., 2021). Estos compuestos son metabolitos
secundarios; pequefias moléculas que no son directamente esenciales para su crecimiento. Las
especies del género Trichoderma producen una gran cantidad de estos compuestos, siendo
reportados a lo largo del estudio de los modos de accion de especies del género Trichoderma. La
actividad de la gliotoxina fue observada por Weindling (1934), describiéndola como “un principio
letal”, secretado alrededor del medio, permitiendo la actividad parasitica del antagonista. Hoy dia
ha sido demostrado que la especie productora de gliotoxina es T. virens no T. lignorum como habia
reportado Weindling (1934) citado por Howell y Stipanovic (1983) ), quien para 1983 describi6 un
nuevo antibiotico de T. virens, la gliovirina con capacidad inhibitoria sobre Phythium ultimum y
especies de Phytophthora. Otros antibidticos producidos por especies de Trichoderma son
glisoprenina, acido heptelidico, koningininas, antraquinonas, tricodermamidas, peptaiboles,
policetidos, terpenoides, polipéptidos, tricotecenos, tricodermaidas, azafilonas, harzialactonas
(Cardoza et al., 2005).

5.7.4. Micoparasitismo

El micoparasitismo describe el ataque directo de un hongo por otro el cual tiene el objetivo de
explotar al otro como fuente de nutrientes (Moreno- Ruiz et al., 2020). El proceso de mico

parasitacion se describe en cuatro fases; en la primera ocurre el crecimiento quimiotrofico del
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micelio del antagonista hacia el hongo fitopatdgeno seguido del segundo paso que es el

reconocimiento. En la tercera etapa ocurre el ataque y degradacion de la pared celular de los

fitopatogenos, mediada por la produccion de enzimas tales como quitinasas, celulasas y proteasas

(Harman et al., 2004). Adicionalmente inactivan las enzimas de los hongos fitopatgenos, lo cual

evita la colonizacion y penetracion de las plantas. Finalmente, en la fase cuarto ocurre la

penetracion de las células del fitopatdgeno; durante esta etapa ocurren cambios morfoldgicos, lo

que lleva al enrollamiento y estrangulacion de hifas por parte del antagonista (Lu et al., 2004; Ram
y Singh, 2018).

VI.
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VIil. OBJETIVOS

7.1. Objetivo general

Evaluar la capacidad antagonica de diferentes especies de Trichoderma spp., frente a hongos
fitopatdgenos de raiz, asi como su efecto en el crecimiento y rendimiento de plantas de cacahuate
(Arachis hypogaea L.) en Buenavista de Benito Juarez, Chietla, Puebla.

7.2. Objetivos especificos

1. Aislar a los hongos patogenos de raiz y fruto de cacahuate e identificar morfologica y

molecularmente.

2. Realizar pruebas de patogenicidad de los hongos aislados.

3. Evaluar la capacidad antagénica in vitro de Trichoderma spp. frente a los hongos

fitopatdgenos aislados del cacahuate.

4. Evaluar la estimulacion de las cinco cepas de Trichoderma en el crecimiento de raiz y

produccion de cacahuate.
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VIII. HIPOTESIS

8.1. Hipdtesis general

Las especies de Trichoderma que sean mas efectivas en la inhibicion de los hongos fitopatdgenos

de Arachis hypogaea L. en condiciones in vitro mostrardn un mayor crecimiento y rendimiento en

campo.

8.2. Hipdtesis particulares

1.

El porcentaje de inhibicidn del crecimiento radial (PICR) de las diferentes especies de
Trichoderma sobre los hongos fitopatdgenos presentaran diferencias estadisticas
significativas.

Las especies de Trichoderma que mayor PICR obtengan in vitro, serdn mejores
antagonistas en campo frente a los hongos fitopatdgenos de A. hypogaea L.

La produccion de A. hypogaea L., serd& mayor en plantas inoculadas con las cepas de

Trichoderma a diferencia de plantas no inoculadas con los antagonistas.
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CAPITULO I: IDENTIFICACION Y PRUEBAS DE PATOGENICIDAD

. INTRODUCCION

Las enfermedades causadas por hongos fitopatdégenos y oomicetes contintian causando pérdidas en
diversos cultivos de importancia horticola alrededor del mundo (Savary et al., 2012). El cultivo de
cacahuate (Arachis hypogaea) no es la excepcion, en los paises productores de este fruto seco se
reporta una alta incidencia de enfermedades, causadas en su mayoria por hongos; disminuyendo su
calidad y rendimiento (Pal et al., 2014). Entre las enfermedades méas importantes se reportan
algunas especies del género Fusarium, las cuales afectan el sistema vascular de las plantas,
evitando el paso de nutrientes y causando marchitez en las plantas y eventualmente su muerte (Pal
etal., 2014; Rajeswari, 2014). En Argentina se ha reportado incidencia del 95% de Fusarium solani
causando pudricion de raices, tallo, corona y vainas (Rojo et al., 2007). La especie F. oxysporum
se ha encontrado causando marchitez en campos de cacahuate en la India, Brasil, Iran, Libia,
Tanzania y Zimbawe (Farr y Rossman, 2021). Macrophomina phaseolina es un hongo con un
amplio rango de hospedantes entre ellos el cacahuate, afectando desde la emergencia de las plantas
(damping-off), pudricién del tallo, raices y vainas (Shanmugan et al., 2003; Rao y Kishore, 2016).
Aspergillus niger y Sclerotium rolfsii son dos fitopatdgenos importantes para el cultivo de
cacahuate, causando dafios en el cuello de la planta, asi mismo pueden causar infeccién en la
preemergencia de las plantulas y los dafios pueden prevalecer en climas calidos (Eslami et al.,
2015).

En México se ha puesto poca atencién a las enfermedades de la raiz en el cultivo de cacahuate al
no ser cultivado en grandes extensiones como el caso del maiz y aguacate por mencionar algunos.
Por ello es necesario estudiarlas para asi tener una estrategia de manejo adecuada, reducir las
pérdidas y evitar la diseminacion hacia otras zonas productoras. En este capitulo el objetivo fue
identificar a los hongos asociados a enfermedades de la raiz de cacahuate en parcelas localizadas

en el municipio de Chietla, Puebla.
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1. MATERIALES Y METODOS

2.1. Area de estudio

Buenavista de Benito Judrez es una comunidad rural perteneciente al municipio de Chietla en el
estado de Puebla, México (Figura 1). Ubicada entre los paralelos 18° 31’ 09” y 18° 33’ 15” de
latitud norte y entre los meridianos 98° 31°40” y 98° 34’ 42” de longitud oeste a una altitud media
de 1128 metros sobre el nivel del mar. El clima es célido subhdimedo con lluvias en verano (89%)
A(w); la temperatura media anual es de 23.1 °C. La precipitacion media anual es de 700 mm
(INEGI, 2021).

A y ®  Localidades rurales
@l ///, Localidades urbanas

V-
0 4650 9,300 18,600 Meters
L 1 L 1 | 1 1 1 |

Figura 1. Mapa de ubicacion del area de estudio. Buenavista de Benito Juarez, Chietla,
Puebla.
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2.2. Muestreo de material vegetal

El muestreo de plantas de cacahuate se realiz6 de forma dirigida, es decir de plantas con sintomas
causados por hongos (Figura 2). El periodo de colecta fue en el mes de septiembre del afio 2019,
previo a la cosecha. Cada planta se extrajo con raiz del suelo y se colocd en bolsas plésticas
rotuladas, mantenidas en frio hasta su traslado al laboratorio de hongos y patologia vegetal, ubicado

en el edificio Vall-Ecocampus Valsequillo, de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla,

México.

Figura 2. (A) Parcela con cultivo de cacahuate con sintomas de marchitez Buenavista de Benito
Juarez, Chietla, Puebla, (B) sintomas de pudricidn y necrosis en tallo de una planta muestreada.

2.3. Aislamiento a partir de tejido

Los hongos se aislaron a partir de tejido sintomatico de raices y de tallos de las plantas colectadas.
Las muestras de raiz y de tallo se lavaron con agua del grifo para eliminar el suelo, enseguida se
sumergieron en hipoclorito de sodio al 1% (NaOCI) durante 3 minutos. Las muestras se enjuagaron
con agua destilada estéril por un lapso de 2-3 minutos, posteriormente, el tejido vegetal se colocd
en papel filtro esteril para retirar el exceso de agua. Las raices se cortaron en fragmentos de 5-10
mm con un bisturi estéril y se colocaron cinco fragmentos en cajas Petri (90 x 15 mm) con medio
de cultivo agar papa dextrosa (PDA, Bioxon ®) y cloranfenicol al 1% para evitar el crecimiento de
bacterias. Finalmente, los cultivos se incubaron en oscuridad a 28 + 1°C durante 3 dias y se
purificaron por punta de hifa para la obtencién de cultivos axénicos (Gémez-De La Cruz et al.,

2017).
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2.4. ldentificacién molecular

2.4.1. Extraccion de ADN

Este procedimiento se realiz6 por el método CTAB 2% (Tris-HCL 10 Mn; H.O 20 Mm, pH 8;
CTAB 2%; NaCl 1.4 M a 60 £ 2 °C) con algunas modificaciones (Rivera-Jiménez et al., 2018). El
DNA se resuspendio en 100 pL de agua HPLC estéril y se cuantifico por espectrofotometria en un
Nanodrop 2000 C (Termo Scientific, MA, USA) para determinar la calidad del DNA, la cual debera
ser de Azsor280 - A230/260 NM, Se sugiere encontrar entre 1.8 y 2.2 de pureza. Finalmente, el DNA se

diluy6 a 20 ng pL y se almaceno a -20 + 2 °C para la amplificacion de los productos de PCR.

2.4.2. Reaccion en cadena de la polimerasa de regiones ITS y gen B-tubulina

Para la identificaciobn molecular de las cepas aisladas del cacahuate; FM, FS, RG y PUE 4.0 se
utilizé la amplificacion de genes mediante PCR, se utilizaron los iniciadores ITS5 (5'-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAA GG-3) e ITS4 (5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3)
(White et al., 1990). La mezcla de reaccion se prepard en un volumen final de 15 pl con: 1 x Taq
buffer DNA polymerasa, 0.18 um dNTPs, 20 ng/uL de DNA, 0.18 uL de cada primer y 0.90 U de
enzima GoTaq (Promega, Madison, WI, USA) para cada aislamiento. La amplificacion de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realizd en un termociclador de DNA Peltier PTC-
200 (BioRad, CA, USA) con un control de desnaturalizacién inicial a 95 °C durante 4 min, 35
ciclos de desnaturalizacién a 95 °C durante 1 min, recorrido a 56 °C. Los productos de PCR
amplificados se verificaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1.5 % (Seakem, CA,
USA), se limpiaron utilizando EXoSAP-IT (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). En las secuencias
de dos hebras se us6 el Kit de secuenciacién de ciclos BigDye Terminator v3.1 (Applied
Biosystems, USA) en un secuenciador analizador genetico 3130 (Applied Biosystems, USA) en el
Colegio de Postgraduados, Montecillos, Texcoco, Edo. de México (Rivera-Jiménez et al., 2018;
Fuentes-Aragon et al., 2018).

Para la amplificacion del gen B-Tubulina-2 se utilizaron los primers T1 (T1-F 5" AAC ATG CGT
GAG ATT GTAAGT 3)y T2 (T2-R5 TAG TGA CCC TTG GCC CAGT TG 3") (O’Donnell
Cigelnik, 1997) con el siguiente programa de PCR: desnaturalizacion inicial 94°C por 3 minutos,
10 ciclos a 94°C por 30 segundos de desnaturalizacion, 46°C por 30 segundos de alineacion, 72°C

por 1 minuto de extension; 25 ciclos a 94°C por 30 segundos de desnaturalizacion, 57°C por 30
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segundos de alineacion, 72°C por 1 minuto de extension y una extension final de 72°C por 10
minutos, utilizado el equipo termociclador MiniAmp Plus (Applied Biosystems™) (Sanchez-
Lopez et al., 2020).

2.5. Identificacion Morfoldgica

Las cepas aisladas se crecieron en medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA) para evaluar sus
caracteristicas cualitativas de coloracion de la colonia en el anverso y reverso, textura, tipo de
crecimiento del micelio y abundancia, evaluandose visualmente y se documentaron por fotografias.
Posteriormente se realizd la caracterizacion morfométrica de los aislamientos mediante la
elaboracion de microcultivos para cada uno de los aislamientos y su observacion en un microscopio
Optico compuesto (Leica, DM550®). La identificacion a género considerd la presencia y
dimensiones de fialides, conidios, forma de las hifas y pigmentacion, las cuales se describieron con
ayuda de las claves taxondmicas especializadas: Barnett y Hunter (1998); Burgess et al. (1994);
Leslie y Summerell (2006). Por ultimo, se evalu6 la tasa de desarrollo de cada cepa, para ello; en
placas con medio PDA se inoculé con un disco de 5 mm de micelio activo en el centro por
triplicado. Se incubaron en oscuridad a 28 °C + 1 °C (Duarte-Leal et al., 2016). Las mediciones del

crecimiento se realizaron cada 24 h durantel0 dias.

2.6. Preparacion de in6culos para pruebas de patogenicidad

Los cuatro aislados fueron crecidos en medio PDA durante tres semanas para promover la
produccidn de conidios y estructuras infectivas. Para Fusarium equieti y F. oxysporum el micelio
de cada uno fue cosechado por inundacion con agua destilada estéril, frotando la superficie del
medio con una espatula estéril y se colocaron en matraces con 250 mL de agua destilada estéril
(Rivera-Jiménez et al., 2018). Las concentraciones de conidios se ajustaron con la camara de
Neubauer a una concentracion de 1x10° conidios mL™. Para el caso de Macrophomina phaseolina
y Diaporthe sp., se colocaron palillos esterilizados sobre las placas de medio PDA donde se puso

a crecer al hongo para ser colonizados, y estos sirvieron como fuente de inéculo.
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2.7. Pruebas de patogenicidad

Las pruebas de patogenicidad se hicieron para las cuatro especies de hongos aisladas; Fusarium
equiseti, F. oxysporum, Macrophomina phaseolina y Diaporthe sp. Se usaron vasos de 1 L de
volumen que contenian una mezcla de peat most y agrolita (relacion 1:1) esterilizado en autoclave
por 2 h a 115 Ib de presion. Las semillas de cacahuate se desinfestaron sumergiéndolas en una
solucion de hipoclorito de sodio al 1% durante 3 minutos y con sulfato de cobre al 1% durante 3
minutos, finalmente se enjuagaron con agua destilada estéril y se sembraron dos semillas por cada
vaso, se regaron y colocaron en el invernadero hasta su desarrollo. Pasado un mes cada una de las
plantas fue inoculada (Punjay Parker, 2000; Benaouali et al., 2014). Cinco grupos de cinco plantas
fueron colocadas en un disefio experimental completamente al azar y como control se us6 un grupo
de cinco plantas inoculadas con agua destilada estéril. Se regaron periédicamente hasta la aparicion
de sintomas. Para corroborar que el agente causal de la enfermedad fue el hongo inoculado
previamente, se hicieron reaislados de los tejidos que mostraron sintomas para su debida

identificacion.

IIl. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Identificacién morfoldgica

Cuatro cepas fitopatdgenas del cultivo de cacahuate etiquetadas como PUE 4.0, RG, FM y FS
fueron identificadas a género mediante sus caracteristicas morfométricas y culturales. La cepa RG,
pertenece al género Diaporthe sp. La colonia present6 un crecimiento lento en medio PDA, micelio
aereo moderado, con textura fibrosa, su coloracion fue blanco cuando la colonia era joven y con
areas de color amarillo verdoso claro después de los 7 dias. (Figura 3A, B). Microscopicamente se
observaron ascosporas con un tamafio promedio 8.9-11.4 x 2.1-3.1 um (Figura 3B, C). La cepa
FM fue identificada como Fusarium oxysporum, la colonia desarrollada en medio PDA mostré
coloracion violeta en el centro de la colonia y blanco en el micelio circundante, al reverso se
observo la misma coloracion (Figura 4A, B), hifas septadas y micelio algodonoso abundante. Los
macroconidios de 3-4 septos ligeramente curveados de ambos extremos en forma de medialuna o
bananas como lo indico Link (1809), con un tamafio de 31- 45 x 4.5- 6 um (Figura 4C). Los
microconidios elipsoidales a cilindricos con un septo y no septados 5-14.5 x 3-4.5 um sostenidos

en cabezas falsas y monofialides cortas (Figura 4D). Para el caso de F. equiseti se observéd una
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colonia con coloracién salmoén en el centro y al reverso, micelio abundante con crecimiento
arrosetado (Figura 5A, B). Hifas hialinas septadas con presencia de macroconidios curveados con
3-4 septos con un tamafio 14.67-24.768 x 2.031- 3.093 um (Figura 5C). No se observaron
microconidios y las clamidosporas se produjeron en las hifas, se encontraron solitarias, pares y en
cadena con un tamafio aproximado entre 5. 825-11.743 um (Figura 5D) (Leslie y Summerell,
2006). Estos datos coinciden con lo descrito por Hami et al. (2021) para las especies F. equiseti y
F. oxysporum, las cuales fueron halladas por primera vez causando marchitez en Chile en
Cachemira. Finalmente, la cepa PUE 4.0 fue identificada como Macrophomina phaseolina, esta
present6 un crecimiento rapido, cubriendo la superficie del medio completamente en 3 dias a 28
°C. La colonia fue de color gris claro inicialmente en el medio PDA y al envejecer se torné a gris
oscuro (Figura 6A). Se observaron microesclerotias de color negro azabache con un tamario de 90-
110 um incrustadas dentro de las hifas (Figura 6B), lo cual concuerda con la caracterizacion de M.
phaseolina reportada por Pandey et al. (2019) y Marquez et al. (2021). M. phaseolina se ha
reportado como agente causal de la podredumbre del carbdn, pudricion de raices, tallos y dampling-
off de plantulas (Ghosh et al., 2018). Es considerado un fitopatoégeno necrotréfico importante para
diversos cultivos de interés, afectando al menos 500 especies de plantas en méas de 100 familias
(Kumar et al., 2017; Marquez et al., 2021).

Figura 3. Caracteristicas morfoldgicas de Diaporthe sp., cepa RG. (A) colonia color verde-grisacea
de 15 dias, (B) acercamiento de la colonia, (C, D) ascosporas.
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Figura 4. Caracteristicas morfoldgicas de Fusarium oxysporum cepa FM. (A) colonia con
pigmentacion violeta en el centro, (B) reverso de la colonia, (C) microconidias en monofialides
cortas, (D) macroconidias.

Figura 5. Caracteristicas morfologicas de Fusarium equiseti cepa FS. (A) colonia con crecimiento
arrosetado y pigmentacion salmon en el centro, (B) macroconidios, (C) reverso de la colonia, (D)
clamidosporas.
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Figura 6. Caracteristicas morfoldgicas y microscépicas de Macrophomina phaseolina cepa PUE
4.0. (A) colonia obscura creciendo en medio PDA, (B) microesclerotias, (C) apresorios e hifas.

Los resultados de la tasa de desarrollo de cada cepa aislada y caracterizada se muestran en el Cuadro
1, aqui se observa que la tasa de desarrollo mas alta fue la del hongo M. phaseolina con un valor
de 14. 9 mm/dia, mientras que F. equiseti, F. oxysporum y Diaporthe sp., tuvieron valores menores

a 6 mm/dia y no mostraron diferencias estadisticas significativas entre si.

Cuadro 1. Caracteristicas culturales de los hongos aislados de plantas de cacahuate.

Especie Cepa Color Micelio *Tasa de desarrollo

aéreo (mm dia?)
Diaporthe sp. RG  Blanco- café Normal 5.487 £ 0.09245 b
Fusarium oxysporum FM  Blanco-violeta Abundante 5.435 + 0.02564 b
Fusarium equiseti FS Blanco-naranja Abundante 5.641 + 0.06783 b
Macrophomina PUE  Gris-negro Abundante 14.904 + 0.04783 a
phaseolina 4.0

*Valores con la misma letra no son significativamente diferentes (Tukey HDS, p<0.05).

Con la amplificacion de la region ITS ribosomal se corroboraron las identidades de los hongos

antes descritos. Se obtuvo un producto de 602 pb con 100% de maxima identidad con M.

phaseolina, la secuencia de la cepa se encuentra depositada en el GenBank (accesion MW585378),

segun lo mencionado por Zhang et al. (2011) las regiones ITS son de utilidad para identificar a M.

phaseolina. De la misma forma para la cepa RG un producto de 596 pb con 98.99% de maxima
28



identidad con Diaporthe sp., en este caso no se encontré similitud con alguna especie por lo que se
supone gue se trata de una nueva especie. Para Fusarium equiseti se obtuvo un producto de 533 pb
con 100% de méxima identidad. Adicionalmente se realiz6 la amplificacion del gen beta-tubulina
(TUB2) para F. equiseti se obtuvo un fragmento de 549 pb y para F. oxysporum 538 pb presentando
una identidad del 97.58% basados en la similitud de secuencia, verificado mediante la herramienta
BLASTnN del GenBank. Las secuencias de las cepas mencionadas se incluyeron en la base de datos

del Centro Nacional de Informacion Biotecnologica (NCBI por sus siglas en inglés).

3.2. Pruebas de patogenicidad

Las pruebas de patogenicidad de las cuatro cepas ensayadas mostraron que la cepa PUE 4.0
identificada como M. phaseolina, fue la que mostré mayor severidad en cuanto a los sintomas; se
observo necrosis en el cuello de la raiz externa e internamente (Figura 7A, B), lo que provoco
marchitez general de las plantas, empezando por las hojas méas cercanas al suelo. Estos sintomas
coindicen con los mencionados por Pal et al. (2014). Posterior se realiz6 la siembra de trozos del
cuello de la raiz para verificar que se encontrara la cepa inoculada como agente causal, la cual

muestra caracteristicas morfoldgicas parecidas (Figura 7C).

Figura 7. Necrosis en cuello de raiz de cacahuate causada por M. phaseolina, (A) dafio externo,
(B) dafio interno, (C) aislamiento del cuello del tallo de una planta enferma.

Las plantas incoculadas con F. oxysporum presentaron sintomas de marchitez gradual (Figura 8A),
donde las hojas se mostraron tostadas de la mitad hacia el apice (Figura 8B), algunas hojas
mostraron clorosis hasta desprenderse del tallo (Subrahmanyam et al., 2012). Sin embargo, la

infeccion no fue tan invasiva, de modo que las plantas no murieron; esto quizé se deba a que las
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plantas usadas son menos susceptibles a esta cepa de F. oxysporum. Este patogeno ha sido
reportado causando graves dafios en raices y frutos de cacahuate en China, esto debido a la gran
extension de tierra cultivada con este fruto, significando pérdidas econdémicas para sus productores
(Lietal., 2013).

Al igual que el tratamiento anterior se sembraron partes de raices con coloracion café con sintomas
de necrosis para aislar el agente causal y verificar si coincide con la cepa inoculada. Las

caracteristicas de las colonias crecidas muestran coincidencia en el color, sin embargo se logran

observar mas de una en el medio (Figura 8C).

Figura 8. (A) Sintomas de marchitez en planta de cacahuate inoculada con F. oxysporum (B) las
hojas se muestran necrosadas de los margenes hacia el centro de la hoja, (C) colonias aisladas de
raices con necrosis y pudricion.

Figura 9. (A) Sintomas de amarillamiento de la plantula inoculada con F. equiseti (izquierda) y
planta control completamente sana y con un mayor tamario (derecha), (B) corte transversal de tallos
con sintoma de decoloracion del sistema vascular.
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Figura 10. Sintomas presentados en plantulas de cacahuate inoculadas con Diaporthe sp., cepa
RG, (A) plantulas con dafios necrosis en raiz principal y ahorcamiento, asi como pudricion de los
cotiledones, (B) raices de planta no inoculada, no muestra sintomas de enfermedad.

Las plantas inoculadas con la especie F. equiseti mostraron amarillamiento y atrofia en su
crecimiento, mientras las plantas control permanecieron sanas y con crecimiento normal (Figura
9A), asi mismo en la Figura 9B se observa decoloracién del sistema vascular. El hongo F. equiseti
ha sido encontrado causando tizon foliar y marchitez en complejo con F. incarnatum en el cultivo
de cacahuate en India, asi mismo se ha reportado en otros cultivos; en coliflor ha sido encontrada
causando marchitez en China (Pan-Liang et al., 2017) y en lenteja en Pakistan (Rafique et al.,
2020), dampling-off en pino carrasco en Argelia (Lazreg et al., 2014), pudricion de la raiz en caupi
Georgia en los Estados Unidos (Li et al., 2017). Por otro lado, El hongo Phomopsis longicolla ha
sido reportado por Sanogo y Etarock (2009) como agente causal del tizon del tallo en cacahuate en
campos de Nuevo México. Estos sintomas se asemejan a los observados en plantas de cacahuate
estudiadas en esta investigacion (Figura 10), siendo en este caso Diaporthe sp. cepa RG el agente

causal. Sin embrago, en México no se tiene reporte hasta el momento.
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IV. CONCLUSIONES

Se identific6 mediante biologia molecular y caracterizacion morfoldgica a Fusarium equiseti,
F.oxysporum, Macrophomina phaseolina y Diaphorte sp., este Gltimo hongo no ha coincidido

completamente con alguna especie, por lo que se sugiere es una nueva especie.

Las pruebas de patogenicidad realizadas dieron positivo para cada uno de fitopatdgenos. Asi mismo
las especies Diaporthe sp. y F. equiseti no han sido reportadas en el cultivo de cacahuate en
México, esto como se menciond al inicio probablemente se deba a la importancia econémica del

cultivo; sin embargo, es un riesgo fitosanitario para el cultivo de cacahuate.

Se logro caracterizar a hongos fitopatdgenos del cultivo de cacahuate en parcelas de la comunidad
de Buenavista de Benito Juarez, Chietla, lo cual contribuira al desarrollo de estrategias adecuadas

para su manejo agroecologico.
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CAPITULO Il. EVALUACION DE LA CAPACIDAD ANTAGONICA DE LAS ESPECIES
DE Trichoderma

. INTRODUCCION

Las especies del género Trichoderma son de los hongos mas frecuentemente encontrados en el
suelo y las raices de las plantas (Harman, 2006). Siendo de gran interés sus caracteristicas
biolégicas como; promocion de crecimiento y desarrollo de plantas (Samuels, 2006), induccion de
resistencia sistémica (Thambugala et al., 2020) y antagonistas de hongos fitopatogenos de
importancia agricola y horticola (Jyoti and Singh, 2016). Diversas especies del género han sido
efectivas para el control de una gran diversidad de hongos fitopatdgenos; Illa et al. (2020)
evaluaron el biocontrol y promocion del crecimiento de T. harzianum frente a patdgenos del
cacahuate entre ellos Sclerotinia minor y Fusarium sp., asi mismo ha sido efectivo en el control de
la podredumbre de corona y de vainas causadas principalmente por Aspergillus niger y F. solani
(Rojo et al., 2006) por su parte Rajeswari (2014) evalu6 a la especie T. viridie en el manejo de la
marchitez del cacahuate causado por F. oxysporum en India, asi como estos estudios hay otros, los
que muestran la capacidad de Trichoderma para desarrollarse en distintas areas geogréficas y el
amplio rango de fitopatdgenos que puede controlar. Los hongos patdgenos del cacahuate
trasmitidos por semilla y suelo mas comunes son Fusarium oxysporum, F. solani, Fusarium sp,
Macrophomina phaseolina, Aspergillus niger, A. flavus, Sclerotium rolfsii, S. sclerotiorum,
Sclerotinia minor, Rhizopus stolonifer, Rhizoctonia solani, Pythium myriotylum y Diplodia
gossypina (Subrahmanyam et al., 1990; Anjaiah et al., 2006; Rojo et al., 2007; Kumar et al., 2017).
El presente trabajo tiene como objetivo evaluar la capacidad antagonica de cinco cepas de
Trichoderma frente a Fusarium equiseti, F. oxysporum, Macrophomina phaseolina hongos
fitopatogenos del cacahuate aislados en plantas colectadas en Buenavista de Benito Juarez, Chietla,

Puebla; en condiciones in vitro y de campo.
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1. MATERIALES Y METODOS

2.1.Evaluacion de la capacidad antagonica de Trichoderma spp. in vitro

Las cepas de hongos aislados de las plantas de cacahuate colectadas en la comunidad Buenavista
de Benito Juarez, fueron evaluados frente a cinco cepas antagonistas de Trichoderma (Cuadro 1).
Para ello se utilizo la técnica de Dennis y Webster (1971). Para cada tratamiento se usaron cajas
Petri de 90 x 15 mm con medio PDA (Bioxon®) en las que se coloco en un extremo de la caja un
disco de 5 mm de diametro con micelio activo de cada uno de los hongos fitopatdgenos aislados;
y en el otro extremo de la caja discos de 5 mm de cada una de las cinco cepas de Trichoderma.
Para el grupo testigo se colocaron Unicamente los discos con hongos fitopatdgenos. Finalmente
fueron incubados a 28°C, 12 h luz/oscuridad y 40% de humedad relativa. Cada tratamiento se llevo

a cabo por triplicado en un disefio experimental completamente al azar.

El crecimiento se tomo a partir del didmetro promedio de la colonia sobre la base del crecimiento
horizontal en dos diagonales perpendiculares (expresado en milimetros por dia), con una regla
graduada (Gaddeyya et al., 2012).

Cuadro 1. Cepas de Trichoderma para la evaluacién del antagonismo.

Trichoderma spp. Numero de
accesion

T. koningiopsis T-K11 MK791648

T. asperellum T-AS1 MK778890

T. hamatum T-A12 MK791650

T. harzianum T-H3 MK780094

T. harzianum. Th-Ah MW227646

Para la evaluacion del porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR), se tomaron medidas
del diametro de las colonias cada 24 horas durante los 10 dias de incubacion, utilizando la férmula

descrita por Elias y Arcos (1984):

R1-R2
R1

PICR= x 100,

Donde: R1: Diametro del testigo, R2: Diametro del organismo ensayado.
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Asimismo, se clasifico el tipo de antagonismo segun Bell et al. (1982) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Escala de evaluacion para el antagonismo de Trichoderma spp. frente a patégenos de
cacahuate (Bell et al. 1982).

Clase Caracteristica

Clase | Sobrecrecimiento de Trichoderma spp., que colonizo toda la superficie del
medio y redujo la colonia del patégeno

Clase Il Sobrecrecimiento de Trichoderma spp., que colonizé al menos 2/3 de la

superficie del medio

Clase 11 Trichoderma spp., y patégeno colonizaron la mitad del medio (més que 1/3 y
menor que 2/3). Uno no se sobrepuso al otro

Clase IV Hongo patdgeno coloniz6 al menos 2/3 de la superficie del medio y resistié la

invasioén por Trichoderma spp.

Clase V Sobrecrecimiento del hongo patégeno que colonizé toda la superficie del medio

2.2.Andlisis de datos

Los resultados de porcentaje de inhibicion del crecimiento radial se sometieron a analisis de
varianza (ANDEVA) y para identificar las diferencias estadisticas significativas se usé una prueba

de Tukey (p< 0.05), mediante el paquete estadistico SPSS Statistics version 25.
2.3.Control biologico Trichoderma spp. frente a hongos fitopatdgenos en campo

La evaluacion del control bioldgico de las especies de Trichoderma en campo se realizo en el
periodo verano-otofio 2020, en el mes de julio. La parcela de estudio se ubicé en las coordenadas
18°27'9.428" latitud norte y 98°37'33.765" longitud oeste. Pertenece a la comunidad Buenavista de
Benito Juérez y son tierras de cultivo de temporal. Las dimensiones de la parcela donde se llevé a

cabo el estudio fueron 70 m de ancho x 200 m de longitud.

Los tratamientos evaluados fueron 34 (Cuadro 3). La inoculacién de las plantas con cada uno de
los tratamientos se realizé 30 dias después de la emergencia de las plantulas de cacahuate. Como
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control quimico se usé el fungicida comercial marca cercobin® con Tiofanato metilico como

principio activo.

Se utiliz6 un disefio experimental de bloques al azar con 8 repeticiones para cada tratamiento. Esto
debido a las diferencias edafoldgicas del suelo, la permeabilidad del agua a través de la parcela, asi
como de arboles circundantes y la pendiente. Cada tratamiento consté de 15 plantas inoculadas.
Las variables evaluadas fueron: peso fresco de plantas, peso fresco de vainas y peso seco de vainas,
datos recabados durante el mes de octubre (de la cosecha manual) en los 34 tratamientos (Cuadro
3).

Tamarno de la unidad experimental: 200 m de longitud x 70 m de ancho.
Distancia entre plantas: dos plantas por golpe distanciadas a 35 cm.

Densidad de plantas: 41, 500 plantas distribuidas en 26 surcos.

Cuadro 3. Tratamientos para evaluar el control biolégico de Trichoderma spp. frente a hongos
patdgenos de cacahuate.

No. Tratamientos No. Tratamientos

T1 F. oxysporum vs T. harzianum (T-H3) T18 F. equiseti vs T. asperellum (T-AS1)
T2 F. oxysporum vs T. asperellum (T-AS1) T19 F. equiseti vs T. hamatum (T-A12)

T3 F. oxysporum vs T. hamatum (T-A12) T20 F. equiseti vs T. koningiopsis (T-K11)
T4 F. oxysporum vs T. koningiopsis (T-K11) T21 F. equiseti vs T. harzianum (Th-Ah)

T5 F. oxysporum vs T. harzianum (Th-Ah) T22 F. equiseti vs Cercobin ®

T6 F. oxysporum vs Cercobin ® T23 F. equiseti

T7 F. oxysporum T24 Testigo

T8 Testigo T25 Diaporthe sp. vs T. harzianum (T-H3)
T9 M. phaseolina vs T. harzianum (T-H3) T26 Diaporthe sp. vs T. asperellum (T-AS1)
T10 M. phaseolina vs T. asperellum (T-AS1)  T27 Diaporthe sp. vs T. hamatum (T-A12)
T11 M. phaseolina vs T. hamatum (T-A12) T28 Diaporthe sp. vs T. koningiopsis (T-K11)
T12 M. phaseolina vs T. koningiopsis (T-K11) T29 Diaporthe sp. vs T. harzianum (Th-Ah)
T13 M. phaseolina vs T. harzianum (Th-Ah) T30 Diaporthe sp. vs Cercobin ®

T14 M. phaseolina vs Cercobin ® T31 Diaporthe sp.

T15 M. phaseolina T32 Testigo

T16 Testigo T33 Pat6genos vs Trichoderma spp.

T17 F. equiseti vs T. harzianum (T-H3) T34 Patégenos vs cercobin ®
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I1l.  RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Evaluacion de la capacidad antagonica de Trichoderma spp. in vitro

El porcentaje de inhibicion del crecimiento radial mas alto obtenido para el hongo fitopatégeno M.
phaseolina fue de 71.55% cuando se confront6 con T. hamatum durante 10 dias de evaluacion
(Figura 1). Por otro lado, el porcentaje mas bajo obtenido fue frente a T. harzianum 51.55%, sin
embargo, se puede observar en la escala de Bell que pasados los 10 dias de confrontacion las cinco
especies esporularon sobre M. phaseolina, obteniendo al menos clase 3, lo que indica que hay una
inhibicion adecuada de este hongo (Figura 2). Estos datos obtenidos para T. koningiopsis son
similares a los obtenidos por Khaledi y Taheri (2017) para la especie T. harzianum con 58.7% de
inhibicidn, mientras que la especie T. viride fue la menos efectiva en el control in vitro de M.
phaseolina con un 20.2%. Este efecto antagonico de T. harzianum pudo deberse a la produccién
de antibidticos por parte del antagonista, competicion por nutrientes y espacio y/o enzimas

degradadoras de la pared celular del fitopatogeno (Kumar, 2013).

El antagonismo ejercido sobre M. phaseolina fue menor al 65% a diferencia del obtenido para F.
oxysporumy F. equiseti que sobrepasaron el 70%. Siendo la cepa T-A12 la que mayor PICR obtuvo
frente a F. oxysporum (94%), seguido de la cepa T-H3 frente a F. equiseti (92%) no presentaron
diferencias estadisticas significativas (Cuadro 4). En la confrontacion presentada en la Figura 4 se
observa como las especies de Trichoderma inhiben el desarrollo del micelio de F. equiseti en el
medio de cultivo, sin embargo, la especie T. koningiopsis crece y forma conidias sobre el
fitopatdgeno y lo micoparasita, por su parte T. hamatum solo restringe su crecimiento (Figura 4E).
Resultados similares fueron obtenidos por Martinez-Salgado et al. (2019) al confrontar a Fusarium
sp., aislado del cultivo de cebolla con la especie antagonica T. harzianum (T-H4), donde obtuvieron
un PICR de 76.24% y una clase Il en la escala de Bell.
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Figura 1. Porcentaje de inhibicion de las cinco especies de Trichoderma frente a Macrophomina
phaseolina. *Barras con la misma letra no presentan diferencias estadisticas significativas (Tukey
HDS, p<0.05).
T-AS1: T. asperellum, T-K11: T. koningopsis, T-A12: T. hamatum, Th-Ah: T. harzianum, T-H3:
T. harzianum.

Figura 2. Confrontacién dual del fitopatdgeno M. phaseolina aislado de cacahuate. (A) frente a la
especie T. asperellum (T-AS1), (B) T. harzianum (Th-Ah), (C) T. koningiopsis (T-K11), (D) T.
hamatum (T-A12), (E) T. harzianum (T-H3) durante 10 dias a 28°C.
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Figura 3. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) de las cinco especies de
Trichoderma frente a Fusarium equiseti. *Barras con la misma letra no presentan diferencias
estadisticas significativas (Tukey HDS, p<0.05).

T-AS1: T. asperellum, T-K11: T. koningopsis, T-A12: T. hamatum, Th-Ah: T. harzianum, T-H3: T.
harzianum.

Figura 4. Ensayo dual del fitopatdégeno F. equiseti aislado de cacahuate. (A) frente a T. harzianum
(Th-Ah), (B) T. koningiopsis, (C) T. harzianum (T-H3), (D) T. asperellum (E) T. hamatum después
de 10 dias.
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Por otro lado, la especie F. oxysporum fue exitosamente inhibida por las cuatro especies de
Trichoderma (Figura 6), sin embrago la mas eficiente fue T. hamatum (T-A12), mostrando una
colonizacion completa después de 10 dias de confrontacion (Figura 6D), clasificAndose en clase |
de la escala de Bell. Se encontr6 diferencia estadistica significativa para el PICR de las cinco
especies de Trichoderma, siendo T. hamatum (T-A12) con 94.22% la mas efectiva, mientras que
T. asperellum (T-AS1), T. koningiopsis (T-K11) y T. harzianum (Th-Ah) no mostraron diferencias
estadisticas significativas entre si, con valores de PICR de 86-89% (Figura 5). Diversas
investigaciones han evaluado la capacidad de inhibicion de diferentes especies del género
Trichoderma, sin embargo las mas reportadas son T. harzianum, T.asperellum, T. viride, T.
koningiosis; Chen et al. (2021) reportaron un porcentaje de inhibicion de 47.91% para F.
oxysporum patogeno de Radix pseudostellariae por la especie T. harzianum este valor se encuentra
por debajo del obtenido en este estudio, sin embargo reportan que esta es capaz de inducir la
expresion de genes de defensa, lo cual hace que la resistencia de la planta aumente cuando estas
especies se encuentran en la rizosfera. En la Figura 8, se observa el confrontamiento de las cinco
especies de Trichoderma frente al hongo Diaporthe sp., donde T. asperellum (T-AS1) fue el
antagonista mas eficiente con un PICR de 88.87 %, y T. harzianum (Th-Ah) el menos eficiente con
75.67%, estos resultados presentaron diferencias estadisticas significativas entre si (Figura 7).

1040
a0

80
10
g w
E 30
B 40
30

20

10

0

T-AS1 T-K11 T-Al12 Th-Ah
Tratamientos

Figura 5. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de las cinco especies de Trichoderma
frente al hongo fitopatdgeno Fusarium oxysporum. *Barras con la misma letra no presentan

diferencias estadisticas significativas (Tukey HDS, p<0.05).
T-ASL: T. asperellum, T-K11: T. koningopsis, T-A12: T. hamatum, Th-Ah: T. harzianum, T-H3: T.
harzianum.

42



Figura 6. Ensayos duales del fitopatdgeno F. oxysporum aislado de cacahuate. (A) Frente a T.
asperellum. (B) T. harzianum (Th-Ah), (C) T. koningiopsis, (D) T. hamatum y (E) T. harzianum
(Th-Ah).
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Figura 7. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de las cinco especies de Trichoderma
spp., frente al fitopatogeno Diaporthe sp. *Barras con la misma letra no presentan diferencias

estadisticas significativas (Tukey HDS, p<0.05).
T-AS1: T. asperellum, T-K11: T. koningopsis, T-A12: T. hamatum, Th-Ah: T. harzianum, T-H3: T.

harzianum
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Figura 8. Ensayos duales del fitopatdgeno Diaporthe sp., aislado de cacahuate frente (A) T.
koningiopsis, (B) T. harzianum (T-H3), (C) T. hamatum, (D) T. asperellum, (E) T. harzianum (Th-
Ah).

Cuadro 4. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial y escala de Bell de Trichoderma spp.,
frente a fitopatdgenos de cacahuate.

Tratamientos *Media PICR (%) Escala de Bell
M. phaseolina vs T. asperellum (T-AS1) 53.33£0.77076 ij 3
M. phaseolina vs T. koningiopsis (T-K11)  71.55 £ 0.88889 g 2
M. phaseolina vs T. harzianum (Th-Ah) 59.11 + 4.23909 hi 2
M. phaseolina vs T. hamatum (T-A12) 51.55 + 2.47376 j 3
M. phaseolina vs T. harzianum (T-H3) 63.11 + 0.44444 h 2
F. equiseti vs T. asperellum (T-AS1) 76.88 + 0.44444 fg 2
F. equiseti vs T. koningiopsis (T-K11) 84.44 + 0.44444 bede 1
F. equiseti vs T. harzianum (Th-Ah) 78.22 £1.17589 efg 1
F. equiseti vs T. hamatum (T-A12) 74.11 £ 0.44444 fg 2
F equiseti vs T. harzianum (T-H3) 92.00 £ 0.76980 ab 1
F. oxysporum vs T. asperellum (T-AS1) 87.11 £ 0.44444 abcd 1
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F. oxsporum vs T. koningiopsis (T-K11) 86.66 = 0.76980 bcd 1
F. oxsporum vs T. hamatum (T-A12) 94.22 +0.88889 a 1
F. oxsporum vs T. harzianum (Th-Ah) 80.44 £ 0.44444 def 1
F. oxsporum vs T. harzianum (T-H3) 89.25 + 0.43645 abc 1
Diaporthe sp. vs T. asperellum (T-AS1) 88.87 £ 0.76980 abc 1
Diaporthe sp. vs T. koningiopsis (T-K11)  84.26 + 1.33333 cde 1
Diaporthe sp. vs T. hamatum (T-A12) 80.20 £ 0.76980 def 2
Diaporthe sp. vs T. harzianum (Th-Ah) 75.67 £ 0.89074 fg 3
Diaporthe sp. vs T. harzianum (T-H3) 78.22 £ 0.94444 efg 2

*Valores con misma letra no presentan diferencias estadisticas significativas (Tukey HDS, p<0.05).

Los datos obtenidos de los ensayos duales muestran la capacidad que tienen las cinco especies de
Trichoderma frente a distintos fitopatdgenos que afectan raices y semillas del cultivo de cacahuate.
De forma general, considerando todos los tratamientos de confrontacién se obtuvo que T. hamatum
frente a F. oxysporum en el PICR fue mas alto con 94.22%, sin embargo, fue el méas bajo con un
PICR de 51.55% frente a M. phaseolina. Esto se debe a que el hongo F. oxysporum tiene una tasa
de desarrollo lenta de 5.43 mm/dia comparado con la del hongo M. phaseolina 14.90 mm/dia, por
lo tanto, al antagonista le fue mas facil colonizar el medio de cultivo, acaparar los nutrientes y

bloquear el camino a los fitopatdgenos (Martinez et al., 2013).

3.2.Control biolégico Trichoderma spp. frente a hongos fitopatégenos en campo

Los datos obtenidos de la evaluacion en campo fueron peso fresco de planta, peso fresco de vainas
y peso seco vainas. Para cada variable se realiz6 un anélisis de varianza (ANDEVA) mediante el
paquete estadistico SPSS Statistics 22 para verificar si existian diferencias entre los tratamientos
sobre el rendimiento, se realiz6 ademas una prueba de comparacion de medias de Tukey HDS con
un valor de significancia de (p=0.05).

El analisis indic que, existe por lo menos un tratamiento que tuvo efecto sobre el peso fresco de

la planta, peso fresco de vainas y peso seco de vainas.

Los resultados de los promedios para la variable peso fresco de planta mostraron al tratamiento T1:

T. harzianum cepa T-H3 vs F. oxysporum con un valor de 736.8 + 85.1 g siendo el mas alto, en
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contraste el valor mas bajo fue de 545.8 + 49.1 g obtenido con el tratamiento T7: F. oxysporum
(Figura 9). T. harzianum es una especie antagonista capaz de inhibir el crecimiento y germinacion
de esclerocios de una gran variedad de hogos reportados como patdgenos en el cultivo de cacahuate
entre los cuales estdn; Rhizoctonia solani, R. baticola, Sclerotium sclerotiorum, S. rolfsii,

Macrophomina phaseolina, Fusarium solani y F. oxysporum (Krishna y Podile, 2002).

En el caso de la variable peso fresco de vainas el valor de media mas alto no coincide con el
obtenido para la variable peso de planta, siendo T26: Diaporthe sp vs T. asperellum el tratamiento
con el valor promedio més alto 674 g, en el caso del promedio mas bajo si coincide con el
tratamiento T7 con un valor de 478.2 g (Figura 10). Los resultados para la variable peso seco de
vainas coincidieron que el mejor tratamiento fue T26 con un valor de 665.3 gy T7 el peor con un
valor promedio de 484.9 g (Figura 11). Otro resultado positivo en este estudio es que el peso fresco
de planta obtenido en el T1: F. oxysporum vs T. harzianum (T-H3), no mostro diferencias
estadisticas significativas con el T6, tratamiento donde se uso el control quimico frente a F.

oxysporum, lo cual indica que ambos son efectivos para el control de F. oxysporum.
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Figura 9. Efecto de tratamientos sobre el peso fresco de planta (raiz y follaje) de cacahuate.

T-AS1: T. asperellum, T-K11: T. koningopsis, T-A12: T. hamatum, Th-Ah: T. harzianum, T-H3: T. harzianum.
*Barras con diferente letra muestran diferencias estadisticas significativas (Tukey HDS, p<0.05).

En las tres variables evaluadas los valores mas bajos fueron para el tratamiento donde Gnicamente
se inoculd F. oxysporum esto puede estar relacionado con la incidencia y con su capacidad para

establecerse en nuevos ambientes. Por otro lado, en las variables peso de vainas, el tratamiento que
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corresponde a Diaporthe sp. vs T. asperellum obtuvo el peso mas alto, posiblemente se deba a que
la especie T. asperellum es una de las especies del género con mayor efectividad al colonizar
sustratos, gracias a su diversidad enzimatica. Infante et al. (2011) demostraron en su investigacion
que diversos aislados de T. asperellum fueron eficaces (> 50%) en el control de F. oxysporum f.
sp. cubense, C. lunata y B. oryzae, lo que indica el amplio rango de especies que controla.

La eficiencia de las especies de Trichoderma depende del fitopatogeno al que se enfrente, en esta
investigacion los resultados arrojan que la misma especie de Trichoderma presenta valores
diferentes frente a cada uno de los fitopatdgenos. Sin embargo T. hamatum fue la especie que
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Figura 10. Efecto de tratamientos sobre la variable peso fresco de vainas de cacahuate.
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Figura 11. Efecto de los 34 tratamientos sobre la variable peso seco de vainas de cacahuate.
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*Barras con diferente letra muestran diferencia significativa en sus medias (Tukey HDS, p<0.05).
T-AS1: T. asperellum, T-K11: T. koningopsis, T-A12: T. hamatum, Th-Ah: T. harzianum, T-H3: T. harzianum

IV. CONCLUSIONES

Las cinco cepas de Trichoderma evaluadas in vitro fueron eficientes en el control de Fusarium
equiseti, F. oxysporum y Macrophomina phaseolina mostrando un porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial mayor a 50% y hasta 94%. El hongo M. phaseolina fue el mas dificil de controlar
por las especies de Trichoderma al mostrar PICR més bajos en comparacién con los obtenido sobre

F. oxysporum en el cual fue el més susceptible.

La competencia por espacio y nutrientes de las diferentes especies de Trichoderma esta relacionado
con su alta tasa de desarrollo; los hongos fitopatdgenos con una tasa de desarrollo similar a la de
las especies de Trichoderma son menos susceptibles a este mecanismo.

La especie nativa de T. harzianum mostré eficiencia moderada, pero no fue mejor antagonista que
las especies pertenecientes a la coleccion del laboratorio de hongos y patologia vegetal del Centro
de Agroecologia (CENAGRO), BUAP.

Algunas especies de Trichoderma evaluadas en campo no tuvieron diferencia estadistica
significativa con el control quimico (cercobin®) sobre las variables evaluadas; peso fresco de

planta, peso fresco de vainas y peso seco de vainas. Lo anterior hace posible el cambio de uso de
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fungicidas para el control de las enfermedades de la raiz y semilla de cacahuate por una alternativa

agroecoldgica como lo es el uso de especies del género Trichoderma.
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VI.  ANEXOS

5.1.Aislamiento de hongos de la raiz de cacahuate (Arachis hypogaea L).

H e c |

Figural. (A) Planta de cacahuate enferma observada en campo, (B, C) procesamiento de raices
para aislamiento de agente causal.

5.2.Pruebas de patogenicidad

Figura 2. (A, B) Inoculacion de plantas para pruebas de patogenicidad en plantas de Arachis
hypogaea L.
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5.3. Cosecha de cacahuates en parcela de estudio ubicada en Buenavista de Benito Juarez.

Figura 3. (A) Cosecha manual de plantas de cacahuate, (B) organizacion de plantas por cada
tratamiento (manojos de 10 plantas).

Figura 4. (A) Grupos de 10 plantas por tratamiento, (B) amarre de plantas por tratamiento para su
traslado.

Figura 5. (A) Despegue manual de cacahuate
producidos por planta.

S bor tratamiento, (B) pesaje de cacahuates
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