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SUMMARY

Background: Disease control using agrochemicals is often costly, harmful to the environment and human health,
and can lead to pathogen resistance. Because of this, there has been a need to introduce new, effective, and safe
alternatives that are not environmentally harmful, such as the use of beneficial, harmless organisms. Objective. To
determine the effect of Trichoderma (T.) on Alternaria alternata (Fr.) Keissl from watermelon under in vitro and
shade mesh conditions. Methodology. The pathogen was isolated. Subsequently, the antagonistic capacity of
Trichoderma was determined, antibiosis (56 h before hyphal contact between both fungi), competition for space (Bell
et al. scale, and PICR, at 96 h), and mycoparasitism were evaluated by the Dual Culture method, and the efficacy of
the antagonist on the pathogen was evaluated under semi-controlled conditions. Results. All Trichoderma strains and
the isolate showed growth inhibition of the pathogens in CD (56 h) compared with the control; T. viride and T.
asperellum were particularly notable. All strains were in class 2 of antagonism on the Bell et al. scale at 96 h (with
more than 70 % inhibition of pathogen growth). At 120 h, T. viride, T. harzianum, and T. asperellum inhibited the
pathogen by more than 50 %. At 168 h, T. viride and T. harzianum stood out with 72.20 and 65.53 %, respectively.
The application of T. viride and T. harzianum showed decreases of 75.6% and 65.56%, respectively, in the incidence
of the disease in watermelon seedlings. Implications. The findings from both trials indicated that Trichoderma is
effective against A. alternata, and testing it in the open field will be crucial for its use in managing the causative
agent. Conclusions. The strains T. viride and T. harzianum are established as promising due to their antibiosis,
competition for space, mycoparasitism, and their effectiveness under shade mesh conditions.
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RESUMEN
Antecedentes: El control de las enfermedades mediante aplicaciones de agroquimicos suelen ser costosas y
perjudiciales para el medio ambiente y la salud humana, ademas de provocar resistencia en los patégenos. Debido a
esto, se ha visto la necesidad de introducir nuevas alternativas efectivas y seguras no contaminantes al medio
ambiente, como el uso de organismos benéficos e inocuos. Objetivo. Determinar el efecto de Trichoderma (T.) sobre
Alternaria alternata (Fr.) Keissl procedente de sandia en condiciones in vitro y malla sombra. Metodologia. Se
realizo el aislamiento del patégeno. Posteriormente se determiné la capacidad antagénica de Trichoderma, se evalué
la antibiosis (56 h antes del contacto hifal entre ambos hongos), la competencia por espacio (escala de Bell et al., y el
PICR, a las 96 h) y el micoparasitismo por el método de Cultivo Dual (CD), y se evalu6 la eficacia del antagonista
sobre el patogeno en condiciones semicontroladas. Resultados. Todas las cepas y el aislado de Trichoderma,
manifestaron inhibicion del crecimiento del patégeno en CD (56 h), comparados con el del testigo; destacandose T.
viride y T. asperellum. Todas las cepas, se ubicaron en la clase 2 de antagonismo de la escala de Bell et al., a las 96 h
(con més del 70 % de inhibicidn del crecimiento del patégeno). A las 120 h T. viride, T. harzianum y T. asperellum
inhibieron al patégeno en mas del 50 %; mientras que, a las 168 h se destacan T. viride y T. harzianum con 72.20 y
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65.53 %, respectivamente. La aplicacion de T. viride y T. harzianum mostraron disminucion del 75.6 % y 65.56 %,
respectivamente, de la incidencia de la enfermedad en las plantulas de sandia. Implicaciones. Los hallazgos
visualizados en ambos ensayos indicaron que Trichoderma es eficiente frente a A. alternata, y el probarlas en campo
abierto sera determinante para su uso en el manejo del agente causal. Conclusiones. Se establecen como promisorias
las cepas T. viride y T. harzianum por su antibiosis, competencia por espacio, micoparasitismo y por su eficacia en

condiciones de malla sombra.

Palabras clave: micoparasitismo; biocontrol; Trichoderma; Alternaria.

INTRODUCCION

La sandia [Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum &
Nakai var. lanatus], conocida también como melén de
agua o patilla, es una planta dicotiledonea, herbacea,
rastrera y anual; que pertenece a la familia botanica
Cucurbitaceae. Es originaria de Africa, donde aln la
encontramos de forma silvestre (Giaconi, 1989) con
datos de més de 4,000 afios.

Sus aportes de vitaminas y minerales, hace que tenga
una amplia demanda en el mercado mundial (Fila et
al., 2013). En 2021; su produccion mundial superd
los 101,000 millones de kilogramos, obtenidos sobre
una superficie de 3,031,544 hectareas; se estima que
mas de la mitad de esta produccioén fue obtenida por
China (FAOSTAT, 2021). Actualmente, Meéxico
ocupa la posicién 12 como productor de sandia en el
mundo, con un milldn 177 mil 70 toneladas de la
fruta, siendo Sonora, Jalisco y Chihuahua los
principales productores de este fruto que se cultiva en
casi todas las entidades federativas de la Republica
mexicana. Cabe mencionar que, Sonora es
considerado el estado lider con més de 373 mil 084
toneladas cosechadas en el 2023 (Frescas, 2024).

A pesar de los valores de rendimientos, el cultivo de
sandia es altamente susceptible a determinados
factores abidticos (radiacion solar, temperaturas y
humedad relativa alta) y bidticos (plagas y
enfermedades) (FAO, 2011), los que provocan una
disminucion considerable en las cosechas. Estos
Gltimos,  constituyen  la  mayor  limitante,
especificamente las enfermedades causadas por
hongos; cuando no se manejan bien algunas tacticas
(Santos Diaz et al., 2018). En este sentido, el género
Alternaria es una de las enfermedades que afecta el
desarrollo y rendimiento del cultivo; ya que, ataca
toda la planta. Cuando se producen ataques severos
del patdgeno, la superficie foliar queda inutilizada,
imposibilitandole a la planta realizar la fotosintesis, lo
que se traduce en un descenso en su rendimiento y
calidad de los frutos (Agrios, 2006).

A nivel mundial, el control de las enfermedades se
basa fundamentalmente en aplicaciones de
agroquimicos (dosis y frecuencias elevadas), a pesar

de lo costoso y perjudicial que es para el medio
ambiente (dafio parcial o total a la vida microbiana,
contaminacién de los mantos freaticos) y la salud
humana (productores y propios consumidores);
ademds de provocar resistencia en  los
microorganismos (Gutierrez, Robles, Santillan, Ortiz,
& Cambero, 2013). Debido a esto, se ha visto la
necesidad de introducir nuevas alternativas efectivas
y seguras (no contaminantes al medio ambiente),
como el uso de organismos benéficos e inocuos
(Cortés-Hernandez et al., 2023). En este sentido, las
especies del género Trichoderma se han estudiado por
més de siete décadas; por su efecto antagonista lo
colocan como el agente favorito dentro del control de
patégenos que afectan a los cultivos de importancia
agricola y econémica, por lo que, podrian ser una
opcién para el manejo del tizén en el cultivo de
sandia, debido a su féacil manipulacién, répida
esporulacién, amplia plasticidad ecolégica (Cai et al.,
2020) y diferentes mecanismos de accion directa
(antibiosis, competencia por sustrato o espacio, y el
micoparasitismo) (Harman 2006; Guzman-Guzman et
al., 2019; Konappa et al, 2022) e indirecta
(adaptabilidad a los estreses bidticos y abidticos,
estimulacién del crecimiento vegetal, solubilizacion
de nutrientes no asimilables, induccién de respuesta
de defensa (Mendoza-Mendoza et al., 2018),
produccion de sider6foros; mejora la nutricién de las
plantas (Nykiel-Szymanska, 2020) y regula los
patdgenos). Por tanto, el objetivo del presente trabajo
fue determinar la eficacia de Trichoderma contra
Alternaria alternata (Fr.). Keissl en sandia en
condiciones in vitro y malla sombra.

MATERIALES Y METODOS
Ubicacion de los experimentos

Los experimentos se desarrollaron en el Laboratorio
de microbiologia de la empresa AGROCOSMOS
HLP S.A DE C.V, situado en el municipio de
Amacuzac, estado de Morelos, México y en la
Universidad Tecnoldgica del Sur del estado de
Morelos.
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Procesamiento de muestras y aislamiento del
patdgeno

Para el analisis, las muestras vegetales sintomaticas
de las distintas partes de la planta de sandia,
primeramente, se lavaron con abundante agua
potable; alrededor de una hora y después se secaron
con papel adsorbente. Los fragmentos cortados con
sintomas visibles (manchas redondeadas deprimidas y
con borde color purpura) y parte sana se
desinfectaron en una solucién de hipoclorito de sodio
al 1 % durante 15 segundos y alcohol al 70 % durante
un min. Posteriormente entre cada desinfeccion y al
final, las muestras se lavaron con agua destilada
estéril por tres minutos y luego secaron en papel
adsorbente estéril. Pasado cinco minutos, las muestras
se sembraron en cajas Petri de 90 mm de diametro
con medio Papa Dextrosa Agar (PDA) (BD Bioxon)
+ antibidtico (cloranfenicol 0.1g L) e incubaron a 25
°C. También, se hicieron cortes del tejido sano y
enfermo y colocaron en camara humeda (cajas Petri
de 150 mm de didmetro con papel adsorbente
humedecido y esterilizado con anterioridad); en este
caso, la incubacion se realizé a temperatura ambiente.
En ambos casos, las evaluaciones se realizaron
diarias; hasta la aparicién de estructuras fangicas.

Posteriormente, se realizaron preparaciones fijas
tomando fracciones de las estructuras fdngicas
visibles (micelio y/o esporas), y se visualizaron al
microscopio éptico con lente de 400 X (LABOMED,
Inc., Estados Unidos); para corroborar la presencia de
Alternaria, segin Simmons (2007).

Ya identificado el agente causal de las manchas en
sandia, bajo condiciones de asepsia en una camara de
flujo laminar (Biobase, modelo BKCB-H1500,
China), con ayuda de un aza estéril se tomaron
fragmentos (estructuras del patégeno) y sembraron en
cajas Petri de 90 mm de didametro con medio PDA
(BD Bioxon) + antibiético (cloranfenicol 0.1g L) e
incubaron a 25 °C. Las colonias crecidas se
purificaron mediante pases sucesivos en el mismo
medio, hasta obtener colonias puras. Posteriormente,
se sembraron fragmentos de estas, en tubos de vidrio
de 10 mL con medio PDA (BD Bioxon) (esterilizado
previamente) en forma de cufia e incubaron por 10
dias, en igual condiciones a las descritas
anteriormente. Los aislamientos se conservaron a 4
°C.

Para obtener cultivos monospéricos de Alternaria, se
vertieron en condiciones asépticas cajas Petri de 90
mm de diametro con medio de cultivo Agar agua
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(AA) al 2 %. A tubos sembrados previamente con el
patégeno crecido durante siete dias, se le afiadieron
10 mL de agua destilada estéril y se homogeneizaron
en un agitador tipo Vortex (IKA Vortex 2, Alemania).
A la suspensién conidial, se le determind la
concentracion en una cémara de Neubauer
(Marienfeld, Alemania) y ajusto aproximadamente a
10° conidios. mL. Se deposité una alicuota (10 pL)
en las cajas Petri vertidas con medio AA,; se disperso
con la ayuda de una espatula de metal y las placas se
incubaron a 25 °C en oscuridad durante 72 horas.
Pasado este tiempo, los conidios solitarios
germinados fueron transferidos a una nueva caja Petri
con medio de cultivo PDA; e incubaron en igual
condiciones a la descritas anteriormente hasta que la
colonia cubri6 totalmente el area de la caja.
Posteriormente, de estas, se tomaron fragmentos y
sembraron en tubos de vidrio de 10 mL con medio
PDA (BD Bioxon) (esterilizado previamente) en
forma de cufia e incubaron por 10 dias; en igual
condiciones, y ya crecidos, se conservaron a 4 °C.

Pruebas de patogenicidad

Previamente el patégeno se sembré (un disco de 6
mm de didmetro) en cajas Petri de 90 mm de
diametro con medio PDA (BD Bioxon), e incub6 a 25
°C; hasta que la colonia cubri6 totalmente el rea de
la caja (Figura 1A). La patogenicidad de este
patégeno se reactivd en hojas sanas de sandia del
cultivar SAM 160069 F1, de 20 dias de edad. Para
ello, se inocularon por frotacion cuatro hojas por el
haz y dos por el envés, con una suspension (obtenidas
en condiciones asépticas) de Alternaria a una
concentraciéon de 1x10° conidios. mL* (cuantificada
en camara de Neubaver) con un hisopo de algodon
estéril, diluido en 500 mL de agua destilada estéril
mas carburo de silicio (carborundum) al 1 %. Para
garantizar una humedad Optima, las hojas se
incubaron en cdmara himeda a 25 °C. Con la
manifestacién de los sintomas (necrosis en las hojas)
y el desarrollo del hongo sobre el tejido vegetal se
realizo el reaislamiento e identificacion del hongo; asi
como para corroborar si se trataba del agente
previamente inoculado, corroborando lo planteado en
los postulados de Koch.

Evaluacion de los modos de accion de Trichoderma
spp., sobre A. alternata, en condiciones in vitro

Se utilizaron cepas de T. viride (T. v), T. harzanium
(T. h), T. asperellum (T. a), T. koniingii (T. k), y
Trichoderma sp. (T. sp.), procedentes del cepario de la
Universidad Tecnolégica del Sur del estado de
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Morelos; obtenidas de zonas agroforestales aledafias
al municipio de Amacuzac (San Andrés y Zacualpan).
Las cepas Yy aislamiento de Trichoderma se
multiplicaron (dos pases) en cajas Petri con medio
PDA (BD (Bioxon) cinco dias antes de realizar los
experimentos y mantuvieron a 25 °C. Para A.
alternata se utilizé el mismo medio, con cultivos
crecidos 10 dias antes; la condicion de incubacion se
realizé igual a la descrita anteriormente.

La actividad antagénica de Trichoderma sobre
Alternaria, se evalu6 mediante el método del Cultivo
Dual (CD); descrito por Martinez y Solano (1995). El
experimento se realizé en cajas Petri de 90 mm con
medio (15 mL) de PDA (BD Bioxon). Para ello,
discos de cinco mm del patégeno y del antagonista se
sembraron en una misma caja de forma opuesta a
cinco mm del borde de la caja Petri. Las placas
sembradas con ambos hongos (tres por variante) se
sellaron con papel Parafilm®. Como controles se
usaron placas (tres), sembradas en la misma posicion
que en el CD, pero sin el antagonista. Posterior, las
placas se incubaron a 25 °C, condiciones requeridas
para el crecimiento de Alternaria. Las evaluaciones
del crecimiento (radio en mm) de ambos hongos se
realizaron con una regla graduada, cada 24 horas
hasta las 168 horas. Se utilizd un disefio
completamente al azar. Se evaluaron los modos de
accion: antibiosis, competencia por espacio Yy
micoparasitismo.

Modos de accion
Antibiosis y competencia por espacio

El efecto antibidtico se determiné midiendo el
crecimiento radial (mm) de la colonia de Alternaria
con una regla graduada en el CD previo al contacto
(56 h), entre los hongos, respecto al del testigo (CD
sin el antagonista), para igual momento evaluativo
(Martinez y Solano, 1995). La competencia por el
espacio se determind al comparar el crecimiento del
aislamiento de Alternaria, en el CD con el del
control. La clasificacion como antagonista de las
cepas y aislado de Trichoderma se realiz segun la
escala de clase referida por Bell et al. (1982). Pasada
168 horas, se determind el Porcentaje de inhibicion
del crecimiento radial del patégeno (PICR) segun la
férmula de Samaniego et al. (1989):

PICR = (R1- R2)/R1X100
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Donde, R1 es el crecimiento radial del patégeno en el
control y R2 es el crecimiento radial del patégeno en
enfrentamiento.

Los datos obtenidos en ambos ensayos se procesaron
a través de un analisis de varianza simple (ANOVA)
y las medias se compararon por una diferencia
minima significativa (LSD) Fisher, con un nivel de
significacion  (p<0.05), utilizando el paquete
estadistico InfoStat Profesional version 2,1 (Di-
Rienzo et al., 2017).

Micoparasitismo

El micoparasitismo se observé en la zona de contacto
(96 h) entre ambos hongos (Trichoderma-Alternaria)
y evaluo el tipo de interaccion hifal (enrollamiento,
adhesion, vacuolizacion, granulacion, penetracion, y
lisis) (Chet et al., 1981). Para ello, se tomaron
muestras con cinta adhesiva de la zona de interaccién
y colocaron sobre un portacbjeto con una gota de
lactofenol-azul de algodén (dilucién de 100 mL). Las
muestras se observaron en un microscopio optico
(400 X). Se realizaron tres preparaciones (tres
réplicas) por unidad experimental (caja Petri). Las
observaciones se documentaron mediante fotos con
una camara digital (20 MP) (Canon® PowerShot
ELPH 180 8X (Proveedor Costa Rica).

Efecto de las cepas seleccionadas de Trichoderma
sobre Alternaria procedente de sandia en
condiciones de malla sombra

El experimento se realizd6 en una casa de malla
sombra, de la empresa AGROCOSMOS HLP S.ADE
C.V, situado en el municipio de Amacuzac, Morelos,
México. Durante la fase vegetativa del cultivo de
sandia c.v. SAM 160069 F1 se registraron valores
promedios de 25 °C durante el dia y 65 % de
humedad relativa; condiciones climaticas adecuadas
tanto para el cultivo como para la actividad de las
cepas de Trichoderma (Lewis y Papavizas, 1983;
Reyes, 2011).

Para el ensayo se utilizaron bolsas de polipropileno
de 10 kg (30 x 32 cm) que contenian una mezcla de
suelo, Peat Moss (turba de Sphagnum) y materia
organica (M.O) (estiércol vacuno) en proporcion
2:1:1 (p:p:p), previamente esterilizados en autoclave
(30 min, 120 °C, dos veces consecutivas, con un
intervalo de 24 h). De manera complementaria, el
suelo fue cubierto con una manta oscura para
favorecer el proceso de desinfeccion.
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Se evaluaron dos cepas (T. vy T. h), las seleccionadas
del ensayo anterior con el mayor porcentaje de
inhibicion sobre el crecimiento del patégeno. Las
cepas de Trichoderma y Alternaria se sembraron
previamente en cajas Petri de 90 mm de diametro con
medio PDA (BD Bioxon) e incubaron a 25 °C,
durante cuatro y siete dias, respectivamente, hasta
completar el area total de la placa y maduracién de
sus esporas.

Los inéculos (suspension conidial de ambos hongos)
a aplicar se prepararon bajo condiciones de asepsia,
en una camara de flujo laminar, a partir de las
colonias desarrolladas anteriormente. Para ello, a
cada colonia, de forma individual, se le adicionaron
10 mL de agua destilada estéril y con una espatula
metélica se desprendié el micelio para obtener una
suspension de conidios, las que se homogenizaron
con un agitador y ajustaron a una concentracién de 1
X 105 (patégeno) y 1 x 107 (cepas de Trichoderma)
conidios. mL?, respectivamente. Previo a la
aplicacion, a cada inoculo se le adicionaron tres gotas
de Tween 20 y aceite mineral como coadyuvante para
mejorar la dispersion del inoculo y adherencia de las
esporas a la planta. Se homogenizaron en un agitador
tipo Vortex.

Para la obtencién de las plantulas, se utilizaron
semillas de sandia c.v. SAM 160069 F1 (Figura 1 A),
con 100 % de germinacién (obtenidas en la empresa
Hortalizas semillas Fit6 México). Las semillas se
sembraron en charolas de unicel (recipientes ligeros y
aislantes hechos de Poliestireno Expandido (EPS),
comunmente usados en agricultura para germinar
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semillas de 200 cavidades. dos por cada cavidad a
una profundidad de 1 cm; con sustrato Peat Moss +
M.O (v/v 3:1), en proporcion 3:1 (p:p), previamente
esterilizados en autoclave (30 min, 120 °C, dos veces
consecutivas, cada 24 h). (Figura 1 B). Seguidamente,
las charolas se colocaron en el area experimental
(malla sombra) y regaron cada tercer dia hasta la
emergencia de las plantulas. Dieciséis dias después
de la emergencia en la charola, las plantulas se
trasplantaron a bolsas de 10 kg y se mantuvieron en el
area experimental (Figura 1 C). Las plantas fueron
tutoreadas. El experimento conté de tres tratamientos
(1 y 2, cepas de Trichoderma y un tercero como
testigo), cada uno con 12 repeticiones. En este caso,
las plantas solo fueron tratadas con agua destilada
estéril, al mismo momento de inocular Trichoderma.

Treinta y tres dias después del trasplante, las plantas
se inocularon con la suspension de esporas del
patégeno a una concentracion de 1x10° UFC. mL™*
con un hisopo de algoddn estéril, diluido en 500 mL
de agua destilada estéril mas carburo de silicio
(carborundum) al 1 %. Para garantizar condiciones de
humedad (alrededor del 90 %), las plantas se
colocaron en bolsas de nylon transparentes con un
algodén embebido en agua destilada y estéril, durante
tres dias. Las aspersiones al follaje con las
suspensiones de las cepas seleccionadas de
Trichoderma se iniciaron a partir de la aparicién de
los primeros sintomas de la enfermedad a una
concentracion de 1x107 UFC. mL?' de forma
individual; se empled un atomizador para cada cepa.

Figura 1. A). Empaque comercial de semillas cv. SAM 160069 F1 (Semillas Fitd). utilizadas para
germinacion en charola, B) Desarrollo vegetativo inicial de plantulas de sandia, en charolas, C) Plantulas de
sandia trasplantadas a las bolsas. Fuente: fotografias de autoria propia.
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La efectividad de las cepas de Trichoderma sobre la
enfermedad se determind a través de evaluaciones
visuales del area foliar afectada, clasificando las hojas
sanas y la intensidad de los sintomas tipicos. Para este
Gltimo se utiliz6 una escala de cinco grados: 0) planta
sana 1) las manchas ocupan de 1 % hasta un 10 % de
la superficie de la hoja; 2) las manchas ocupan entre
el 11 y 25 % de la superficie de la hoja; 3) las
manchas ocupan entre 26 y 50 % y 4) las manchas
ocupan mas del 50 % de la superficie de las hojas
afectadas (Mijailova et al., 1982).

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion del patégeno

Patogenicidad. Pasados nueve dias de la inoculacion
se apreciaron pequefias manchas circulares oscuras,
quienes crecieron rapidamente y se tornaron de color
café a negro; con anillos concéntricos (Figura 2 A).
Los aislamientos fungicos derivados de los sintomas,
presentaron conidioforos simples, tabicados, de forma
alargada u ovoide (Figura 2 B). En el extremo del
conidioforo se formaron unos conidios de color
pardo, con septos transversales y verticales de
disposicion irregular. La reproduccion se observo por
gemacion de la célula apical, a partir de la cual se
generaron nuevos conidios, formandose asi largas
cadenas de conidios (Figura 2 C). Teniendo en cuenta
todas las caracteristicas observadas, el aislado se
identificé como A. alternata, segiin Simmons (2007).
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Evaluacion de los modos de accion de Trichoderma
frente al agente fitopatégeno

Antibiosis

De manera general, justo antes del contacto fisico
entre ambos hongos (antagonista-patogeno; a las 56
horas), el aislado de A. alternata mostr6 un efecto
inhibitorio del crecimiento en CD, en comparacion
con el del testigo (Figura 3), debido posiblemente en
la  liberacion de  metabolitos  secundarios
(considerados antibidticos) por Trichoderma. Sin
embargo, solo la cepa T. koningii y el aislado de
Trichoderma (T. sp) mostraron un marcado efecto
inhibitorio frente al patdégeno. Este aspecto denota la
importancia en los procesos de seleccion de cepas del
antagonista.

Diversos estudios han confirmado que, las especies
de Trichoderma excretan al medio compuestos
antibidticos (volatiles o no), con efecto fungistatico o
fungicida que inhiben el crecimiento de hongos
fitopatdgenos (Gakegne y Martinez-Coca, 2018), en
algunos casos antes del contacto fisico (Hjeljord y
Troonsmo, 1998). En este sentido, Martinez (1998)
informé que, los antibidticos volatiles con efecto
fungistatico, excretados al medio por el antagonista,
debilitan al patégeno y lo hacen mas sensible a los
metabolitos solubles en el medio. Por lo antes expuesto,

Figura 2. A). Sintomas foliares y caracteres morfolégicos (conidiéforos_B y conidios simples y en cadena_C)
de A. alternata observados en microscopia. Fuente: Fotografia de autoria propia.
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se puede afirmar que, la antibiosis es uno de los
mecanismos principales de Trichoderma ya que, sin
estar en contacto con el agente fitopatégeno, su efecto
biocontrolador es evidente. Segin, Parmar et al.
(2015), las especies de Trichoderma producen
compuestos con actividad antiflngica (metabolitos
volatiles)  como:  trichodermin, trichodermol,
paracelsin a-d, trichobrachim y toxina T-2; entre
otros. Por consiguiente, Pérez-Consuegra (2004)
declard que, cuando Trichoderma se aplica al follaje,
su efecto antagonista se denota en el momento en que
se detiene la infeccion 6sea la germinacién de las
esporas del hongo presente (se detiene la afectacion
por el ataque); probablemente dado a la liberacién de
metabolitos durante el proceso de germinacion de las
esporas del antagonista.

Competencia por espacio

Todas las cepas y el aislado de Trichoderma
presentaron un evidente efecto antagonista, con alta
competitividad por el espacio, sobre el aislado de A.
alternata procedente de sandia. Cabe destacar, que la
velocidad de crecimiento de las cepas vy el aislado de
Trichoderma vari6 entre 0.77 y 0.80 mm.h%, mientras
que, la de A. alternata fue de 0.22 mm.hl. La
diferencia en la velocidad de crecimiento entre ambos
hongos (antagonista y patdgeno) es la causa
fundamental por la que Trichoderma ocupa con
mayor rapidez gran parte del area de la caja,
reflejando asi su alta competencia por el espacio. No
obstante, no se debe descartar, la accién de varios
metabolitos (volatiles y no volatiles) que presenta
Trichoderma, y son excretados durante la
confrontaciéon con otros hongos en CD (Martinez,
1998); con los que también, logra frenar su
establecimiento (pat6geno).

A partir de las 72 horas en confrontacion de
Trichoderma con Alternaria, las cepas y aislado de
Trichoderma comenzaron a crecer sobre la colonia
del patdgeno, mostrando un crecimiento de mas del
80 % de la superficie (colonia de Alternaria) a las 96
horas. De acuerdo a estos resultados, los aislamientos
del antagonista se ubican en el grado 2 de la escala de
Bell et al. (1982). Morales-Mora et al. (2020)
declaran que este retardo en la accion antagénica de
Trichoderma, pudiera deberse a posible accién de
enzimas del patégeno. Dicho aspecto, pudiera ser una
de las causas por lo que, existan algunos aislados de
Trichoderma que necesiten mayor tiempo para
demostrar sus potencialidades en la competencia por
el sustrato. De aqui la necesidad de realizar estos
estudios (in vitro), a fin de garantizar una aplicacién
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eficiente y segura; ya que, es un elemento a tener en
cuenta en la seleccion de un biocontrol frente a un
determinado patdgeno. Estos resultados se asemejan a
los informados por Michel-Aceves et al. (2019)
quienes declararon grado 2 para cinco cepas de
Trichoderma spp., sobre Phytophthora parasitica
Dastur y Fusarium oxysporum a los tres y cuatro dias
en CD. No concuerdan con los reportados por
Andrade-Hoyos et al. (2020) quienes declaran grado
1 de la escala de Bell et al., para T. harzianum, T.
viride y T. asperellum sobre Phytophthora cinnamomi
Rands; llegando a cubrir la caja Petri a las 80 horas
después de la siembra.

En todos los tratamientos, se evidencid un incremento
del area colonizada por Trichoderma en el tiempo,
frente a la del patgeno; esto se debid, a que, en gran
medida las especies de Trichoderma tienen mayor
velocidad de crecimiento que los aislados
fitopatdgenos (aspecto que les permite mayor
colonizacién de los sustratos), como refieren Michel-
Aceves et al. (2019), Guigon-Lépez et al. (2010) y
Ramirez-Delgado et al. (2018).

También, fue evidente una abundante esporulacion de
las cepas sobre la colonia del patdégeno y en la zona
del contacto entre ambos microorganismos; esto
permitié la formaciéon de una “barrera” que limitd
posteriormente el crecimiento de Alternaria, cuando
fueron comparados con el del control. Estos
resultados coinciden con los obtenidos por Ahmad et
al. (2012) y Michel-Aceves et al. (2019), quienes
evidenciaron en condiciones de CD, mayor
crecimiento por parte de T. harzianum y tres cepas de
Trichoderma spp., respectivamente sobre los
patdgenos en estudio. Por su parte, Abo-Elyousr et al.
(2014) también, evidenciaron que al enfrentarse
Alternaria Porri (Ellis) Ciferri contra T. harzianum,
el fitopatdgeno detuvo su crecimiento y el antagonista
mostro mayor capacidad competitiva por espacio y
nutrientes.

Por su parte, otros autores declaran que, Trichoderma
spp., compite  por espacio y  nutrientes
proporcionando un efecto indirecto de reduccion del
crecimiento radial del patdgeno, al ocupar su espacio
y extraer los suministros de nutrientes (Michel-
Aceves et al., 2019). Segun lo antes mencionado, se
puede considerar este modo de acci6n, como un
atributo vital por su accidn, ya que, al colonizar con
mayor rapidez la zona rizosférica, permite limitar o
detener el establecimiento y la proliferacion de los
patégenos presentes en él.

A las 120 horas las cepas de T. v, T. h y T. a,
mostraron los mayores porcentajes de inhibicion (mas
del 50 %); con diferencias significativas con el resto.


https://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0187-73802019000300235#ref24
https://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0187-73802019000300235#ref24
https://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0187-73802019000300235#ref11
https://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0187-73802019000300235#ref25
https://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0187-73802019000300235#ref1
https://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0187-73802019000300235#ref1
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Mientras que, a las 168 horas solo T. vy T. h
mostraron inhibicién de los patdgenos en mas del 60
% (Figura 3 A y B); aspecto que permite ser
considerados como agentes potenciales de control
bioldgico contra el hongo patégeno causal del tizon
en el cultivo de Sandia. Esto podria estar asociado a
la excrecion de metabolitos producidos por el
patdgeno. En este caso, Petrisor (2016) demostro que
la liberacion de aligomeros por parte del patdgeno
puede provocar la excrecion de endoquitinasas del
micoparésito, estas, una vez liberadas, se difunden y
hacen que Trichoderma comience el ataque al hongo
diana, en horas tempranas del enfrentamiento. Estos
resultados se asemejan a los obtenidos por Suarez et
al. (2008), quienes demostraron que Trichoderma
ocasiond un porcentaje de inhibicion del 50 % sobre
patdgenos del género Fusarium. Camacho-Luna et al.
(2021), observaron 56 % de inhibicién del
crecimiento de A. porri con una cepa de T.
asperellum. Por otra parte, Michel-Aceves et al.
(2019) informaron una inhibicion del 70 % del

T. viride

Testigo
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crecimiento de los patdgenos en estudio frente a 5
cepas de Trichoderma spp., semejantes a lo obtenido
para la cepa T. viride del estudio.

Los porcentajes de inhibicién presentados en la Tabla
1 obtenidos para el patégeno con las cepas T. viride y
T. harzianum, indican que ambas poseen una tasa de
incorporacion de nutrientes y un metabolismo
superior a A. alterna, asi como diversidad de formas
de excrecién de enzimas hidroliticas; entre ellas
celulasas, quitinasas, glucanasas, xylasas y proteasas;
las cuales pueden estar implicadas en los mecanismos
de biocontrol, permitiéndoles aprovechar mejor los
nutrientes del medio y privar al patégeno de utilizar
los recursos (Michel-Aceves et al., 2005). Por su
parte, Andrade-Hoyos et al. (2020) han puntualizado
que, T. harzianum es capaz de inhibir del crecimiento
de una amplia gama de fitopatdgenos también, por la
accion de numerosos antibioticos como: tricodermina,
suzukacilina, alameticina, dermadina, penicilina,
tricotecenos, tricorzianinas, entre otros.

T. harzianum T. asperellum

Figura 3. Inhibicién del crecimiento del patdgeno a las 120 horas (A) y 168 horas (B) en CD, frente a

Trichoderma. Fuente: Fotografia de autoria propia.

Tabla 1. Inhibicién del crecimiento radial de Alternaria frente a Trichoderma spp., desde 96 horas hasta las 168

horas.

Tratamientos de Trichoderma

PICR del aislado de Alternaria alternata

96 horas 120 horas 144 horas 168 horas

Trichoderma viride 56.23a 70.50a 68.95a 72.29a
Trichoderma harzianum 49.14a 63.89ab 60.92b 65.53b
Trichoderma asperellum 34.57b 55.81b 51.66¢ 52.41c
Trichoderma koningii 24.69 bc 38.55¢ 38.61d 45.50d
Trichoderma sp. 21.12c 37.63c 35.95d 43.26d
CcVv 14.70 8.80 7.68 411

DMS 9.94 8.53 7.15 4.17

Medias con letras iguales, en la misma columna, no son diferentes segin la prueba de LSD Fisher (p < 0.05). CV:
coeficiente de variacion, DMS: diferencia minima significativa.
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Micoparasitismo

La Figura 4 muestra las interacciones hifales entre los
tratamientos de Trichoderma spp., y A. alternata. Se
pudo observar que todos los Trichoderma evaluados
presentaron al menos tres tipos de interaccién hifal
sobre el fitopatogeno en estudio (Tabla 2), con
predominio del enrollamiento, la penetracion y la lisis
de la pared celular; esta Gltima que conllevd a la
pérdida del contenido citoplasmatico. Estos
resultados se asemejan a los informados por Gakegne
y Martinez-Coca (2018) quienes observaron
predominio de micoparasitismo, granulacion, lisis y
vacuolizacién en confrontaciones de T. asperellum
frente a A. solani procedente de tomate. Camacho-
Luna et al. (2021) observaron presencia también de
estos eventos sobre A. porri al enfrentarse a una cepa
de T. asperellum. Esto reafirma, la elevada capacidad
micoparasitica de los Trichoderma estudiados frente a
A. alternata.

Las interacciones hifales (penetracién, deformacion,
desintegracion y lisis) que intervienen en el proceso
parasitico, son mediadas por la actividad enzimatica
del antagonista (Zeilinger y Atanasova, 2020; Vicente
et al., 2022), por ende, aquellas cepas que presentan
un elevado potencial enzimatico poseen mayor efecto
micoparasitico (Gonzalez et al., 2012). De aqui la
importancia de la seleccion de cepas y/o especies con
varios tipos de interacciones hifales; que posibilitan
mejor biocontrol sobre el patégeno a manejar.
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Tabla 2. Tipos de interacciones hifales entre
Trichoderma spp., y el aislado de A. alternata,
observadas al microscopio 6ptico, con lente de 400
X.

Cepas Tipos de interacciones
hifales
Trichoderma viride E-P-V-L
Trichoderma harzianum E-P-V-L
Trichoderma asperellum E-P-V-L
Trichoderma koningii E-P-L
Trichoderma sp. E-P-L

Leyenda: (E) Enrollamiento, (P) Penetracion, (V)
Vacuolizacion, (L) Lisis.

Los eventos que se observaron en el micoparasitismo
de Trichoderma vs A. alternata se han descrito en
otras interacciones entre el antagonista y hongos
patégenos, y se conoce que es un proceso complejo
que involucra la sintesis y reconocimiento de
moléculas, la formacién de estructuras infectivas y la
produccion de enzimas y metabolitos antibidticos que
dan como resultado la muerte del patdgeno
(Contreras-Cornejo et al., 2016; Guzman-Guzmén et
al., 2019).

Al integrar los resultados de los modos de accion de
las cepas de Trichoderma frente al patdgeno de A.
alternata, se destacan las cepas de T. viride y T.
harzianum como promisorias por su antibiosis,
capacidad de competencia y micoparasitismo; aspecto
a corroborar en condiciones semicontroladas.

Figura 4. Tipos de interacciones hifales de Trichoderma sobre A. alternata, observadas al microscopio 6ptico,
con lente de 400 X. A) Enrollamiento de hifas del patégeno, B) Penetracidn de las hifas del patégeno, C)
Granulacioén y lisis de la pared celular del patégeno. Fuente: Fotografia de autoria propia.
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Efecto de las cepas seleccionadas de Trichoderma
sobre Alternaria procedente de sandia en
condiciones de malla sombra

Para evaluar la eficacia de Trichoderma, se tomaron
las cepas de T. viride y T. harzianum (mayor
porcentaje de inhibicion del crecimiento radial sobre
el patdgeno), del ensayo anterior.

En las plantas no tratadas con Trichoderma e
inoculadas con A. alternata, la necrosis foliar alcanzo
el nivel 2 (~ 13 %) (Figura 5), segun la escala
propuesta por Bokhari y Perveen (2013), aungque no
hubo manifestacion de plantas muertas. Por el
contrario, en las plantas tratadas con las cepas del
antagonista (T. viride y T. harzianum) se evidenci6
una reduccion de la enfermedad de un 75.56 % y
65.56 %, respectivamente, difiriendo estadisticamente
significativamente (p <0.05) entre ellas y con las del
control (Tabla 3). Cabe destacar que, las plantas no
tratadas con el antagonista presentaron menor
crecimiento que las tratadas, esto pudiera estar dado,
a la reduccion del &rea fotosintética del cultivo por el
ataque del patgeno. Algunos autores declaran que,
las afectaciones de los patdgenos a las plantas
reducen su crecimiento en dependencia del lugar de
ataque (Agrios, 2006). Por el contrario, las plantas
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tratadas ~ mostraron  mayor  crecimiento Yy
adaptabilidad, en este sentido, Hoyos-Carvajal et al.
(2009) declaran que, Trichoderma ademas de su
accion sobre el control de patdgenos, también,
algunas especies son capaces de producir metabolitos
que estimulan el crecimiento de las plantas. Por su
parte, Rodriguez-Garcia y Vargas-Rojas (2022)
informaron que, Trichoderma estimula el crecimiento
de raices y pelos absorbentes del tomate; de esta
manera mejora la absorcién de nutrientes y agua, lo
cual se traduce en mayor crecimiento y tolerancia a
los distintos estreses bioticos y abioticos.

Tabla 3. Porcentaje de hojas sanas por efecto de
Trichoderma viride y Trichoderma harzianum.

Tratamientos Hojas Sanas (%)

Trichoderma viride 75.56a
Trichoderma harzianum 65.56b
Control 3.33¢c
CcvVv 17.19
DMS 8.05353

Medias con letras iguales, en la misma columna, no
son diferentes segun la prueba de LSD Fisher (p <
0.05). CV: coeficiente de variacion, DMS: diferencia
minima significativa.

Figura 5: A; Testigo con sintomas de infeccién en hojas; B y C; Tratamiento con T. viride y T. harzianum.

Fuente: Fotografia de autoria propia.
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Por su parte, Hoyos-Carvajal et al. (2009) sugieren
que la estimulacién del crecimiento de las plantas por
Trichoderma se asocia con la induccioén de auxinas,
especialmente el &cido indol-3-acético (AIA) y la
activacion de la enzima H+-ATPasa de la membrana
plasmaética; ambas involucradas en la promocion del
crecimiento celular, el alargamiento de la planta y el
desarrollo radicular y, con ello, la asimilacion de
nutrientes en un mayor radio, tanto durante las
interacciones simbi6ticas como patogénicas con las
plantas (Martinez-Medina et al., 2014).

Aungue no fue objeto de andlisis in vitro, es posible,
que estos microorganismos al ser aplicados
provocaron una induccién de resistencia en la planta,
mediante la sintesis de compuestos antiflingicos o de
defensa que conllevaron a la disminucién de
intensidad de la enfermedad. En este sentido, Rojan et
al. (2010), observaron que Trichoderma estimulé
mecanismos de defensa en las plantas y no solo para
patégenos radicales, sino aeéreos, y que estos
mecanismos se asemejan a los de la RSA o RSI
(Diaz-Puentes, 2012).

CONCLUSIONES

Al integrar los resultados obtenidos en los ensayos
realizados de Trichoderma sobre A. alternata
procedente de sandia, en condiciones in vitro y malla
sombra, sobresalen las cepas T. viride y T. harzianum
por su antibiosis, competencia por espacio,
micoparasitismo y por su eficacia en condiciones
controladas. Estos resultados se ajustan a la tendencia
actual del desarrollo agricola, ya que la seleccion de
cepas para su aplicacion son elementos basicos de
gran importancia para la obtencién de un producto
bioplaguicida, que mantenga resultados estables,
confiables y seguros para el control del Tizén en
condiciones de campo.
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