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SUMMARY

Background. Fusarium verticillioides is a fungus most frequently isolated from corn cobs and the most widely
distributed in the world; affecting a wide range of hosts and contaminated products with mycotoxins. Objective. The
present study aimed to determine the incidence of F. verticillioides in four maize genotypes treated with Trichoderma
strains as biocontrol under field conditions. Methodology. Three Trichoderma strains were inoculated by three
inoculation methods to test their effectiveness in controlling the fungus F. verticillioides. Four maize genotypes were
used to determine this effect. The antagonist strains were inoculated at sowing time as seed inoculation and foliar spray
applied in stage R2 and R3. Results. Fusarium verticillioides was identified morphologically and molecularly. The
three strains significantly reduced the incidence of the fungus, however T. harzianum T1-4 was the one that presented
the best control. The evaluated methods, seed inoculation and foliar spraying evaluated simultaneously significantly
reduced the incidence of the phytopathogen. The Mestizo Diamante genotype presented a better response to the
invasion by F. verticillioides in interaction with the antagonist strains. Implications. Due to the limited field work for
the biological control of F. verticillioides, the present results contribute to this scarce information. Conclusion.
Trichoderma species reduced the incidence of F. verticillioides in maize genotypes from the state of Veracruz.

Key words: Detection; biocontrol; seed health; antagonists.

RESUMEN

Antecedentes. Fusarium verticillioides es el hongo mas frecuentemente aislado en mazorcas de maiz y el mas
ampliamente distribuido en el mundo; afectando un amplio rango de hospederos y contaminado los productos con
micotoxinas. Objetivo. El presente estudio tuvo como objetivo determinar la incidencia de F. verticillioides en cuatro
genotipos de maiz tratados con cepas de Trichoderma como biocontrol bajo condiciones de campo. Metodologia. Tres
cepas de Trichoderma fueron inoculadas mediante tres métodos de inoculacion para probar su efectividad en el control
del hongo F. verticillioides. Se utilizaron cuatro genotipos de maiz para conocer tal efecto. Las cepas de los
antagonistas fueron inoculadas al momento de la siembra como inoculacidn de semilla y aspersién foliar aplicada en
etapa R2 y R3. Resultados. Se identificd a F. verticillioides morfolégica y molecularmente. Las tres cepas redujeron
significativamente la incidencia del hongo, sin embargo T. harzianum T1-4 fue la que present6 el mejor control. De
los métodos evaluados la inoculacién a la semilla y la aspersion foliar evaluadas simultdneamente redujeron
significativamente la incidencia del fitopatégeno. El genotipo Mestizo Diamante presentd mejor respuesta a la invasion
de F. verticillioides en interaccién con las cepas de los antagonistas. Implicaciones. Debido a los escasos trabajos de
campo para el control biolégico de F. verticillioides los presentes resultados contribuyen a esa escasa informacion.
Conclusién. Las especies de Trichoderma redujeron la incidencia de F. verticillioides en los genotipos de maiz del
estado de Veracruz.
Palabras clave: Deteccion; biocontrol; sanidad de semilla; antagonistas.

INTRODUCCION inducen enfermedades, sin embargo, en el mundo
Fusarium verticillioides (teleomorfo Gibberella

El maiz (Zea mays L.) es uno de los cereales con mayor
superficie sembrada a nivel mundial, debido a su
importancia en la alimentacion humana y animal. En
este cultivo son muchos los agentes etiolégicos que

moniliformis) es el principal agente fangico de la
pudricidon de la mazorca y del grano del maiz (Wang et
al., 2016; Baghbani et al., 2019); es un fitopatogeno
altamente toxigénico, capaz de producir micotoxinas
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cancerigenas como las fumonisinas (Covarelli et al.,
2012; Chavarri et al., 2017; Brito et al., 2019). Las
micotoxinas son metabolitos secundarios que pueden
acumularse en alimentos y piensos, causan dafio a los
animales y, potencialmente, a los humanos por su
carcinogenicidad, hepatotoxicidad y nefrotoxicidad.
Aunque muchos cultivos son susceptibles a la
infeccidn por estas especies de hongos, los cereales son
motivo de especial preocupacion debido a sus niveles
de contaminacién por micotoxinas y su Uuso en
alimentos crudos o procesados (Blacutt et al., 2018;
Caglayan y Ustiindag 2020). La fumonisina B1 (FB1)
es una micotoxina producida por F. verticillioides que
se encuentra en varios cultivos, particularmente maiz.
Ademas de la carcinogenicidad, se han registrado otras
manifestaciones en diferentes animales y en humanos.
En el caso de humanos, los estudios epidemiolégicos
han reportado una alta prevalencia de céncer de
eso6fago en poblaciones expuestas a fumonisinas
(Andrzejewski et al., 2020). Estudios previos
demostraron que la FB1 tiene efectos sobre el higado
y los rifiones, también se vieron afectados de forma
adversa una amplia variedad de parametros, incluidos
el colesterol y la creatina quinasa (Gelderblom et al.,
2001). Varios parametros sanguineos, incluidos los
glébulos blancos y rojos, también disminuyeron
significativamente en los animales tratados. El nivel de
esfinganina sérica y la proporcion de esfingosina /
esfinganina, monitoreados hacia el final del
experimento, aumentaron significativamente tanto en
los animales de dosis baja como en los de dosis alta.
Estos autores aportan informacion importante sobre la
diversidad de lesiones inducidas por el material de
cultivo de F. verticillioides en monos vervet y los
niveles de dosis de fumonisinas que se utilizaron en
estudios a largo plazo en primates no humanos.
Actualmente, las buenas practicas agricolas
representan (BPA) la mejor linea de defensa para
controlar la contaminacién del maiz por toxinas. Las
fluctuaciones anuales en las condiciones climaticas
pueden reducir considerablemente las ventajas
conferidas por las BPA y, por lo tanto, la integracion
con las estrategias de control biolégico puede ser una
forma sostenible de lograr un control confiable de la
colonizacién por Fusarium y la contaminacion por
toxinas. Trichoderma harzianum es un agente de
control biol6égico contra una amplia gama de
fitopatogenos, estudios han informado de su capacidad
para reducir la colonizacion de F. verticillioides en
condiciones de invernadero (Ferrigo et al., 2014). Al
respecto otros métodos preventivos contra la
contaminacion de fumonisinas fueron estudiados por
Tran et al. (2021) al implementar la eliminacion de
mazorcas dafiadas, el transporte del maiz a casa
después de la cosecha, el descascarado del maiz lejos
de los campos y secado del maiz en patios de cemento.
Estas précticas redujeron la contaminacion del maiz
después de la cosecha con F. verticillioides y
fumonisina B1 (FB1), FB2 y FB3. Sin embargo,
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todavia hay margen de mejora con respecto al método
inadecuado de secado al aire libre, la infraestructura de
almacenamiento y manejo deficiente del contenido de
humedad, ya que se correlacionan con la proliferacion
de F. verticillioides. Por su parte Nguyen et al. (2018)
reportan resultados favorables como potencial de
biocontrol de la microflora de actinomicetos de
enmiendas organicas frente a F. verticillioides. El
efecto inhibidor fue demostrado sobre el crecimiento y
la produccion de micotoxinas (fumonisinas FB1 y
FB2) en presencia de suelos modificados y agentes
antagonistas seleccionados de las modificaciones. La
produccion de fumonisinas se redujo por los
metabolitos producidos por la microbiota de los suelos
modificados, hasta un 68.7 % y un 92.5 % para FB1 y
FB2 respectivamente. Otros estudios realizados por
Shawki et al. 2020 reportaron alternativas al control
quimico de F. verticillioides como lo fue el uso de
silicato de potasio, el &cido nicotinico, los antagonistas
T. harzianum, T. hamatum y Bacillus subtilis, en
condiciones in vitro, invernadero y en campo. Los
resultados aseguraron que el &cido nicotinico, T.
harzianum y T. hamatum y el silicato de potasio fueron
los mejores tratamientos en comparacion con el
fungicida quimico. Por lo anterior ésta investigacion
tuvo como objetivo determinar la incidencia de F.
verticillioides en cuatro genotipos de maiz tratados con
cepas de Trichoderma como biocontrol bajo
condiciones de campo.

MATERIALES Y METODOS
Cepas de los antagonistas

Las cepas utilizadas en la investigacion fueron
Trichoderma longibrachiatum T1-40, T. asperellum
T11 y T. harzianum T1-4, proporcionadas por la M.C.
Angélica Maria Berlanga Padilla.

Reproduccion masiva de Trichoderma spp. sobre
granos de arroz

La produccidn en laboratorio se llevé a cabo siguiendo
la metodologia de Gomez et al. (2014) con
modificaciones. Se utilizaron granos de arroz de
segunda calidad, se lavo tres veces con agua corriente
de la llave, se dejo en hidratacion por 30 min en agua
destilada, posteriormente se extrajo el exceso de agua,
se secO por 20 min. Una vez que se elimind el exceso
de agua, se depositaron 300 gr en bolsas de
polipropileno, la boca de la bolsa se at6 con una liga,
una vez listas todas las bolsas se esterilizaron durante
20 min a 18 psi (120 Kg/cm?), se retiraron las bolsas
de la autoclave y se dejaron reposar durante 24 h.
Después de 24 h se inocularon con 10 mL de
suspension conidial de Trichoderma spp. con una
concentracion de 1x10° conidios/mL, la inoculacion se
realiz con una micropipeta de 1000 uL vy el orificio
que dejo la puntilla después de la inoculacion se sell6
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con cinta masking tape, finalmente se homogenizo el
arroz con los conidios de los antagonistas y se incubo

a 281 2°C por dos semanas, moviendo las bolsas cada
tres dias, para obtener una buena esporulacion. Al
observar esporulacion homogénea, las bolsas fueron
abiertas y se dejaron en un cuarto oscuro para el
secado. Los conidios que se produjeron fueron
cosechados con la ayuda de un tamiz y guardados en
bolsas de papel estériles, bajo refrigeracion a 4 °C.

Efecto de biocontrol de Trichoderma spp. sobre F.
verticillioides

Se utilizaron semillas de maiz libres de cualquier
tratamiento quimico de los genotipos Mestizo
Diamante, H-520 f1, Criollo Blanco y UAAAN-ISP-
173, con adaptaciones a zonas tropicales; los dos
primeros de naturaleza hibrida y los dos dltimos
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criollos. La siembra se realiz6 de forma manual, el
experimento se establecid en un disefio de bloques al
azar con arreglo factorial de 3 factores e infeccion
natural por F. verticillioides. La investigacion fue
desarrollada en la zona norte del estado de Veracruz,
en la region Huasteca Veracruzana. Los tratamientos
se designaron como se reporta en la tabla 1. El
experimento se realizd con cuatro repeticiones por
cada tratamiento, cada repeticion consistio de cinco
surcos mas un testigo sin inocular de cada genotipo.
Las especies de Trichoderma fueron inoculadas en dos
etapas: la primera inoculacion al momento de la
siembra (10g/kg de semilla) y la segunda en etapa R2
y R3 (1x10° conidios/mL). La densidad de poblacion
fue de 55,555 plantas/hectarea.

Antes de establecer los genotipos se realizaron pruebas
de sanidad de la semilla para estimar los niveles de F.
verticillioides previamente a sembrarlos.

Tabla 1. Tratamientos con tres especies de Trichoderma y tres métodos de inoculacién en cuatro genotipos de

maiz para el control de F. verticillioides bajo condiciones de campo.

Cadigo Tratamiento Cadigo Tratamiento Cadigo Tratamiento
IS-H-TI Inoculacion a IS-H-Ta Inoculacion a IS-H-Th Inoculacion a
semilla; H-520; semilla; H-520; semilla; H-520;
T. T. asperellum T. harzianum
longibrachiatum
IS-MD-TI Inoculacion a IS-MD-Ta Inoculacion a IS-MD-Th Inoculacion a
semilla; Mestizo semilla; Mestizo semilla; Mestizo
Diamante; T. Diamante; T. Diamante; T.
longibrachiatum asperellum harzianum
IS-CB-TI Inoculacion a IS-CB-Ta Inoculacion a IS-CB-Th Inoculacion a
semilla; Criollo semilla; Criollo semilla; Criollo
Blanco; T. Blanco; T. Blanco; T.
longibrachiatum asperellum harzianum
IS-UI1-TI Inoculacion a IS-UI1-Ta Inoculacion a IS-UI1-Th Inoculacion a
semilla; semilla; semilla;
UAAAN-ISP- UAAAN-ISP- UAAAN-ISP-
173; T. 173; T. 173; T.
longibrachiatum asperellum harzianum
AF-H-TI Aspersion Foliar;  AF-H-Ta Aspersion Foliar;  AF-H-Th Aspersion Foliar;
H-520; T. H-520; T. H-520; T.
longibrachiatum asperellum harzianum
AF-MD-TI Aspersion Foliar;  AF-MD-Ta Aspersion Foliar;  AF-MD-Th Aspersion Foliar;
Mestizo Mestizo Mestizo
Diamante; T. Diamante; T. Diamante; T.
longibrachiatum asperellum harzianum
AF-CB-TI Aspersion Foliar;  AF-CB-Ta Aspersion Foliar; AF-CB-Th Aspersion Foliar;

Criollo Blanco; T.
longibrachiatum

Criollo Blanco;
T. asperellum

Criollo Blanco;
T. harzianum
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Cadigo Tratamiento Cadigo Tratamiento Cadigo Tratamiento

AF-UI1-TI Aspersion Foliar;  AF-Ul1-Ta Aspersion Foliar;  AF-UI1-Th Aspersion Foliar;
UAAAN-ISP- UAAAN-ISP- UAAAN-ISP-
173; T. 173; T. 173; T.
longibrachiatum asperellum harzianum

IS+AF-H-TI Inoculacion a IS+AF-H-Ta Inoculacion a IS+AF-H-Th Inoculacion a
semilla + semilla + semilla +
Aspersion Foliar; Aspersion Foliar; Aspersion Foliar;
H-520; T. H-520; T. H-520; T.
longibrachiatum asperellum harzianum

IS+AF-MD-TI Inoculacién a IS+AF-MD-Ta  Inoculacion a IS+AF-MD-Th  Inoculacién a
semilla + semilla + semilla +
Aspersion Foliar; Aspersion Foliar; Aspersion Foliar;
Mestizo Dimante; Mestizo Mestizo
T. Dimante; T. Dimante; T.
longibrachiatum asperellum harzianum

IS+AF-CB-Tl  Inoculacion a IS+AF-CB-Ta Inoculacion a IS+AF-CB-Th Inoculacion a
semilla + semilla + semilla +
Aspersion Foliar; Aspersion Foliar; Aspersion Foliar;
Criollo Blanco; T. Criollo Blanco; Criollo Blanco;
longibrachiatum T. asperellum T. harzianum

IS+AF-UI1-TI Inoculacién a IS+AF-Ul1-Ta  Inoculacién a IS+AF-UI1-Th  Inoculacién a
semilla + semilla + semilla +
Aspersion Foliar; Aspersion Foliar; Aspersion Foliar;
UAAAN-ISP- UAAAN-ISP- UAAAN-ISP-
173; T. 173; T. 173; T.
longibrachiatum asperellum harzianum

Deteccién, cuantificacion e identificacién de F.
verticillioides Para la confirmacion de la identidad de los

La cosecha se realiz6 150 dias después de la siembra,
se seleccionaron las mazorcas de los tres surcos
centrales de cada tratamiento (cuatro muestras; una por
cada repeticion) y se desgranaron para tomar 1000g de
muestra, cada muestra se depositd en bolsas de papel y
se rotul6 para facilitar su identificacion,
posteriormente se determiné la sanidad de la semilla.
Las muestras fueron procesadas por la metodologia
propuesta por Singh et al. (1974) con modificaciones,
se seleccionaron 100 semillas asintomaticas de cada
tratamiento de los genotipos en estudio y se
desinfectaron superficialmente con hipoclorito de
sodio al 1%, se lavaron tres veces consecutivas con
agua destilada estéril y se secaron bajo campana de
flujo laminar. Se realiz6 la siembra directa en medio
de cultivo verde de malaquita agar. Las siembras
fueron incubadas durante ocho dias a 28°C. Para la
deteccion de F. verticillioides se examinaron
visualmente las semillas colonizadas por el
fitopatégeno bajo un microscopio estereoscopico,
donde se considerd el crecimiento caracteristico de F.
verticillioides.

aislamientos de F. verticillioides se realiz6 la
caracterizacion macroscopica de las colonias y el
estudio morfolégico de las estructuras caracteristicas
del hongo (Nelson, 1992; Leslie y Summerell, 2006).
Se realizaron preparaciones de laminillas con
lactofenol azul de algodén para la identificacion del
fitopatdgeno en estudio. Se determind la incidencia de
F. verticillioides considerando el nimero de semillas
colonizadas por el hongo, en relacion al total de
semillas procesadas para cada tratamiento.

Andlisis estadistico

Para detectar diferencias significativas en el biocontrol
por parte de los antagonistas, los resultados de
incidencia fueron sometidos a anélisis de varianza y
prueba de separacion de medias por Tukey (P=0.05),
se utilizé el programa SAS version 9.0 para Windows.
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Confirmacion molecular de F. verticillioides
Extraccion de ADN genémico

Se procedi6 de un cultivo puro de F. verticillioides de
10 dias de edad. Primero se moli6 en un mortero el
tejido fungico. Posteriormente en un tubo eppendorf de
1.5 mL se agregaron 0.1 mL de tejido macerado, mas
un volumen igual de perlas de vidrio, se agregaron 500
ML de solucidon amortiguadora de extraccion (EDTA
10 mM, Tris HCI 10 mM pH 8.0, SDS 0.5%) y se
mezclé en vortex por 15 minutos. Subsecuentemente
se adicionaron 500 pL de la solucion Fenol-
Cloroformo (1:1) y se mezcldé en vortex por 15
minutos. Durante 4 horas se dejo en reposo hasta que
se separaron dos fases, se tomé la muestra de 500 pL
de la fase inferior. Se centrifugd a 12, 000 rpm
durantel5minutos. En un tubo nuevo se recuper6 la
fase acuosa y se agregaron 2.0 puL de RNAsa
(10mg/mL) a la fase acuosa e incubandose por 30
minutos a 37°C en el termomix. Se adicionaron 0.33
volimenes de Isopropanol a -20°C y se mezcld
suavemente. Después se incubd a -20°C para que el
DNA precipitara por 30 minutos, centrifugadndose a
12,000 rpm durante 10 minutos. La pastilla se lavo con
500 pL de Etanol al 70% a -20°C, agitando hasta
despegar la pastilla y centrifugando a 12, 000 rpm por
5 minutos. El liquido se decantd y posteriormente los
tubos se invirtieron para secar la pastilla en campana
de flujo laminar por aproximadamente 15 minutos.
Después se resuspendio la pastilla de ADN en 25 pL
de TE 1X, para la electroforesis se cargaron 3 pL de
ADN, con 3 L de gel red y por Gltimo la calidad del
ADN se cuantificd en NanoDrop (Nicholson et al.,
2001).

Amplificacion por ITS's (PCR)

EI ADN gendmico se amplific a partir de las regiones
transcritas internas de ITS1 e ITS4 entre los genes
ribosomales (ADNr) 18S-5.8S y 5.8S-28S, utilizando
pares de oligonucledtidos ITS1 (KIO Fw 5'-
TAGAGGAAGTAAAAGTCGTAA-3) e ITS4 (KIO
Rv 5'-TCCTCCGCTTWTGTGWT -3'). Cada muestra
contenia solucién amortiguadora 10x + MgCI2 2,5 uL;
dNTP 10 mM 1 pL; ITS1a 10 uM, 1 pL; ITS4 10 uM,
1 pL; Tag polimerasa 1U 0,2 uL. EI ADN problema se
ajusto a 40 ng/uL, 1,5 pL; y se afadieron 17,8 uL de
agua esterilizada ultrapura para ajustar un volumen
final a 25 pL. Las condiciones de la reaccion de PCR
fueron: 1 ciclo de desnaturalizacion inicial a 95°C
durante 3 minutos; 35 ciclos de desnaturalizacion a 95
° C durante 15 segundos; 35 ciclos de alineacion a48 C
durante 15 segundos; 35 ciclos de extension a 72T
durante 45 segundos y 1 ciclo de extension finala 72T
durante 7 min. La amplificacion se observo en gel de
agarosa al 1% mediante electroforesis a 60 V. Los
productos de PCR fueron enviados al laboratorio
Macrogen (Rockville, USA) para la secuenciacion.
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Las secuencias obtenidas se compararon con las
registradas en la base de datos del GenBank del
National Center for Biotechnology Information
(NCBI).

RESULTADOS Y DISCUSION
Deteccion e identificacion de F. verticillioides

El hongo F. verticillioides fue detectado en semillas de
maiz de diferentes genotipos del estado de Veracruz.
La identificacién del fitopatdgeno se hizo en 480
aislamientos (10 por cada tratamiento) por observacion
de macroconidios en forma de hoz a casi rectos con la
superficie dorsal y ventral casi paralelos, de pared
delgada con una célula basal en forma de pie y una
célula apical alargada. Con macro-conidiéforos no
ramificados y con monofidlides ramificados. Los
microconidios fueron unicelulares y de ovoides a
obovoides con base truncada agrupados en cadenas y
cabezas falsas y con base truncada (Nelson, 1992). No
se observo formacion de clamidosporas en el micelio
(Leslie 'y Summerell, 2006). La corroboracion
molecular detect6 100% de similitud con la cepa CBS
576.78 depositada en la base de datos del GenBank, la
identificacion molecular se determind a cuatro
aislamientos del hongo (uno por cada genotipo).

Efecto de biocontrol de Trichoderma spp. sobre F.
verticillioides

La incidencia de F. verticillioides frente al testigo, a
través de la inoculacién de cepas de Trichoderma spp.
el valor medio mas bajo se obtuvo con la cepa T.
harzianum T1-4, seguida de T. longibrachiatum T1-40
y en Ultimo lugar T. asperellum T11. De acuerdo a la
figura 1, hubo diferencia significativa con respecto a la
capacidad de las cepas de Trichoderma de suprimir el
desarrollo de F. verticillioides en el ensayo de campo.
El tratamiento que recibié a T. asperellum T11
presenté mayor incidencia (66.6%). Por lo tanto, el
tratamiento con T. longibrachiatum T1-40 redujo la
incidencia en 58.7%. La menor incidencia se logré con
la cepa T. harzianum T1-4 (66.6%) (P< 0.0001). El
hongo Trichoderma es cosmopolita, su importancia
radica en la capacidad de adaptacion y produccion de
metabolitos, como enzimas, compuestos promotores
de crecimiento vegetal y compuestos volatiles, entre
otros. Este género es utilizado como agente de
biocontrol contra hongos fitopatogenos debido a sus
multiples mecanismos de accion, destaca la antibiosis,
el micoparasitismo, la competencia por el espacio y
nutrientes, y la produccion de metabolitos secundarios
(Hernandez-Melchor et al., 2019). El éxito de
Trichoderma se basa en su capacidad de sintetizar
compuestos antagdnicos como proteinas, enzimas,
antibidticos y sustancias promotoras de crecimiento
vegetal como son vitaminas y hormonas (Navaneetha
et al., 2015). La cepas T. pseudokoningii y T.
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harzianum presentan ventaja competitiva endofitica
sobre el desarrollo de F. verticillioides en plantas de
maiz (Sobowale et al., 2007). Ademas, estas especies
inoculadas en el tallo del maiz tienen un efecto en la
reduccion del contenido de fumonisinas y la presencia
de Fusarium verticillioides en semillas, dependiendo
del patron de presencia de Trichoderma dentro del
tallo del maiz (Sobowale, 2019). Por otra parte, T.
harzianum tiene la capacidad de controlar a F.
verticillioides y F. graminearum reduciendo la
incidencia y severidad de la enfermedad en plantas de
maiz en condiciones de invernadero y campo,
induciendo resistencia sistémica por la via ISR y SAR
(Ferrigo et al., 2020).

En el hibrido Mestizo Diamante, los aislamientos T.
longibrachiatum cepa T1-40 y T. asperellum T11
redujeron significativamente la incidencia de F.
verticillioides (63.3%) (P<0.0292) comparados con el
testigo (97%). En cambio, el aislamiento T. harzianum
T1-4 redujo la incidencia en el genotipo UAAAN-ISP-
173. Laincidencia de F. verticillioides en el hibrido H-
520 fue de 69.30% cercana al Criollo Blanco
(70.40%). En la figura 2 se muestran los valores
promedio de incidencia de F. verticillioides en los
cuatro genotipos mediante la accion de las cepas en los
tres métodos de inoculacion utilizados. Esto confirma
que los aislamientos de Trichoderma son una opcion al
manejo del patdgeno F. verticillioides. Resultados
prometedores se reportan con T. harzianum en tres
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diferentes genotipos de maiz (pioneer, kanchan y
sweet corn), con cualidades de resistente,
moderadamente resistente y susceptible,
respectivamente, a la invasion de F. verticillioides, los
rangos de incidencia fueron diferentes en cada cultivar,
encontrandose la mas alta en el susceptible (Chandra
et al., 2008). La mayoria de las especies de Fusarium
son parasitos facultativos y pueden permanecer en
forma saprdfita en el suelo o rastrojo, pero cuando las
condiciones ambientales son favorables se constituyen
en fuente de indculo, inicidndose una interaccion con
el hospedero durante el ciclo de cultivo y ocasionar
sintomas severos en genotipos susceptibles (Cisneros
et al., 2007).

La aplicacion combinada de Trichoderma spp. reduce
significativamente la incidencia de F. verticillioides en
genotipos de maiz. El patdgeno se redujo 59% en los
tratamientos de inoculacion a semilla y aspersion foliar
(IS+AF) (P<0.0001) evaluadas simultdneamente,
seguido por la aspersion foliar (AF) (65.30%) y 77.6%
en la inoculacion de semilla (I1S). El uso de T.
harzianum como formulacion de polvo y liquida, en
condiciones de campo, como tratamiento de semilla y
aspersion foliar, sola y en combinacion redujeron la
infeccion de F. verticillioides en tres genotipos de maiz
y asi mismo los niveles de fumonisinas (Chandra et al.,
2008). La entrada de F. verticillioides a la planta de
maiz, es por los estigmas y por conductos vasculares

94.3
64.6
d
C
T11 Testigo

Figura 1. Efecto de cepas de Trichoderma spp. sobre la incidencia de F. verticillioides en cuatro genotipos de maiz y
tres métodos evaluados. Medias con misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de

Tukey en p=0.05. Las barras muestran el error estandar.
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Figura 2. Efecto de Trichoderma spp. en la incidencia de F. verticillioides en cuatro genotipos de maiz y tres métodos
evaluados. Medias con misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey en p=0.05.
Las barras muestran el error estandar.

Incidencia (%)

Figura 3. Efecto de Trichoderma spp. en la incidencia de F. verticillioides con tres tratamientos diferentes. Medias
con misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo con la prueba de Tukey en p=0.05. Las barras
muestran el error estandar.
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por la via de meristemos, siendo el més efectivo por
los estigmas (Duncan y Howard 2010; Ju et al., 2017);
en ésta investigacion se observé que en los
tratamientos de inoculacion de la semilla la incidencia
fue mayor que en las plantas inoculadas por aspersion
foliar (figura 3), esto demuestra que la entrada
eficiente del fitopatégeno a la planta de maiz es por los
estigmas. Otra forma de infeccion y colonizacion de
las partes superiores de la planta de maiz por F.
verticillioides se produce a través de heridas
provocadas por insectos, aves u otros y, sobre todo, a
través de los estigmas expuestos; el hecho de que no
estén protegidos por las bracteas como si lo estan los
granos, los dispone como un primer punto de contacto,
considerandose una via principal de entrada para
hongos e insectos (Miller et al., 2007). Nuestros
resultados demuestran la reduccién de colonizacion
del fitopatdgeno al proteger las principales vias de
entrada de este.

La presencia de F. verticillioides en granos de maiz
claramente disminuyé por el efecto de Trichoderma
spp., Yy el hecho de tratar simultaneamente las

Castro-del Angel et al., 2021

principales vias de entrada del fitopatdgeno el control
pudo ser apreciado (tabla 2). La incidencia del
fitopatogeno en el hibrido H-520 fue de 8.0% con el
tratamiento IS+AF por la accion de T. harzianum T1-
4, mientras que con T. longibrachiatum T1-40 y T.
asperellum T11 fue de 50% Yy 81%, respectivamente.
Las plantas sin inocular mostraron la mas alta
incidencia (95%). En cambio, en el genotipo Mestizo
Diamante, sobresalieron T. longibrachiatum T1-40 y
T. asperellum T11 con 33% y 26%, respectivamente
en comparacion al testigo (97%), mientras que en los
genotipos UAAAN-ISP-173 'y Criollo Blanco,
nuevamente figura T. harzianum T1-4 con 17% Yy 48%,
respectivamente. Como se observa, el aislamiento T.
harzianum T1-4 destaca con frecuencia de 66.67% en
los genotipos y en los tres métodos de inoculacion
utilizados. El efecto de T. asperellum cepa GDFS1009
redujo la incidencia de F. graminearum y F.
verticillioides, asi como el contenido de
deoxynivalenol y fumonisina B1 en tallos de maiz (He
et al., 2019). Por otra parte, T. viride tuvo efecto sobre
la esporulacion de F. verticillioides en rastrojo de trigo
(Luongo et al., 2005).

Tabla 2. Incidencia promedio de F. verticillioides con tres métodos de inoculacion de tres cepas de Trichoderma

spp. en cuatro genotipos de maiz.

Cepas

Genotipos Tratamientos T1-40 T11 T1-4 Testigo
H-520 IS 76+3.56%2 81+7.79AP 74+5.66%2 97+3.56°
H-520 AF 63+4.978° 89+4.32B¢ 20+4.0882 98+1.634
H-520 IS+AF 50+8.164° 81+12.27A¢ 08+5.42A2 95+5,77¢
Mestizo Diamante IS 73+4.97¢2 70+14.72¢2 72+14.98%%  95+3.74P
Mestizo Diamante AF 4144558 39+6.9852 61+4.2480 97+4.24¢
Mestizo Diamante IS+AF 33+17.29A0 26+11.43A2 55+20.81A¢  97+4.76¢
Criollo Blanco IS 72+1.63P 71+15.12¢3 68+8.04¢2 99+1.41°
Criollo Blanco AF 57+17.7782 66+15.408° 56+25.2482  96+5.66°
Criollo Blanco IS+AF 52+10.46A® 62+9.09A° 48+17.20%%  98+4.00°
UAAAN-ISP-173 IS 72+2.45C2 72+3.2672 59+6.48%2 90+2.16"
UAAAN-ISP-173 AF 61+4.978° 7246.68A¢ 31+8.41B2 98+4.00¢
UAAAN-ISP-173 IS+AF 54+25.77A0 70+18.26A¢ 17+9.45A2 95+10.00¢

Medias con misma letra no son significativamente diferentes de acuerdo a la prueba de Tukey en p=0.05. Letras
mayusculas representan comparacion entre métodos de aplicacion*genotipo; letras minusculas indican comparacion
entre cepas en cada método evaluado en interaccion con cada genotipo. * es la desviacion estandar.
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CONCLUSIONES

Se detecto la presencia de Fusarium verticillioides en
los genotipos de maiz utilizados en ésta investigacion,
el manejo del fitopatdgeno resultd favorable con las
especies de Trichoderma implementando el método de
inoculacién de la semilla y la aspersion foliar
evaluadas simultaneamente. La cepa sobresaliente en
la reduccion de la incidencia del hongo fue la especie
T. harzianum T1-4.
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