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RESUMEN

En la presente investigacion se evalud tanto in vitro como in vivo la capacidad antagonica de
una cepa de Trichoderma aislada de suelos de la region Ciénega de Chapala frente a
Sclerotium cepivorum y Sclerotium rolfsii patdgenos causantes de pudricion en cebolla. Se
colectaron muestras de suelo de parcelas productoras de cebolla de las cuales se logro aislar e
identificar una cepa de Trichoderma. Los patdgenos se obtuvieron a partir de esclerocios
presentes en cebollas infectadas. Las pruebas in vitro se llevaron a cabo utilizando la técnica
de cultivo dual, con ella se obtuvieron los porcentajes de inhibicion del crecimiento radial
(PICR) cada 24 hrs hasta el enfrentamiento antagonista-patégeno. También se obtuvo el
porcentaje de inhibicion en la produccion de esclerocios asi como el grado de antagonismo de
Trichoderma y el parasitismo de los esclerocios. Para la prueba in vivo se establecié un
experimento en macetas a campo abierto durante cuatro meses. Se trabajo con un disefio en
bloques al azar con 10 tratamientos y cuatro repeticiones. De acuerdo a los resultados
obtenidos, la cepa aislada se identifico a nivel molecular como Trichoderma harzianum que
logré un PICR ante S. rolfsii de 17.4% a las 48 hrs de enfrentamiento y ante S. cepivorum
22.2% a las 72 hrs. Respecto al porcentaje de inhibicidn en la produccién de esclerocios, los
analisis estadisticos mostraron diferencias significativas (P<0.05) tanto para S. rolfsii como
para S. cepivorum con respecto a los testigos. No obstante, en las pruebas contra S. cepivorum
se logré un porcentaje de inhibicion de esclerocios mayor al obtenido con S. rolfsii debido a
que se obtuvieron porcentajes de 95.09% y 78.1% a los 15 y 30 dias para cada patogeno
respectivamente. En relacion al parasitismo, T. harzianum presentd gran capacidad para
parasitar esclerocios de ambos patdgenos, sin embargo, destaca y en menor tiempo frente a S.
cepivorum al obtener porcentajes mayores al 90%. La capacidad antagdnica que presentd T.
harzianum fue de 1 y 2 en la escala de Bell al enfrentarla frente a S. cepivorum y S. rolfsii
respectivamente. Por otro lado, los resultados obtenidos en las pruebas in vivo respecto a la
incidencia de la enfermedad causada por ambos patdgenos y de acuerdo al analisis estadistico,
muestra diferencias significativas (P<0.05) entre los tratamientos, siendo la mas alta la
obtenida en el tratamiento 2 (S. cepivorum) la cual fue de 65.63%. Sin embargo, a pesar de
haber obtenido menor incidencia S. rolfsii, el grado de severidad causado por este patdgeno

fue mayor.
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ABSTRACT

In the present research was evaluated both in vitro and in vivo the antagonistic capacity of
Trichoderma strain isolated from soil of the Cienega de Chapala region against Sclerotium
rolfsii and Sclerotium cepivorum pathogens causing rot in onions. Soil samples onion
producing plots were collected, which were able to isolate and identify a strain of
Trichoderma. Pathogens were obtained from sclerotia present in infected onions. In vitro tests
were conducted using a paired culture with it the percentage of inhibition of radial growth
(PIRG) were obtained every 24 hrs until the antagonist -pathogen confrontation. Percent
inhibition in sclerotia production and the degree of antagonism of Trichoderma and sclerotia
parasitism was also obtained. To test in vivo was established an experiment in pots in the open
field during four months. He worked with a randomized block design with 10 treatments and
four replications. According to the results, the strain isolated was identified as Trichoderma
harzianum molecular level which achieved PIRG to S. rolfsii 17.4% at 48 hrs of confrontation
and to S. cepivorum 22.2% at 72 hrs. Regarding the percentage of inhibition in the production
of sclerotia, statistical analysis showed significant differences (P < 0.05) for both S. rolfsii to
S. cepivorum regarding witnesses. However, on testing against S. cepivorum a percentage
inhibition of greater sclerotia was achieved to that obtained with S. rolfsii because percentages
of 95.09% and 78.1% at 15 and 30 days respectively for each pathogen are obtained. In
relation to parasitism, T. harzianum showed great ability to parasitize sclerotia of both
pathogens, however, highlights and less time in front of S. cepivorum to get percentages
greater than 90%. The antagonistic capacity provided T. harzianum was 1 and 2 on a scale of
Bell to confront against S. cepivorum and S. rolfsii respectively. Furthermore, the results of in
vivo tests in the incidence of disease caused by both pathogens and according to statistical
analysis shows significant differences ( P < 0.05) between treatments , with the highest
obtained in treatment 2 (S. cepivorum ) which was 65.63%. However, despite lower incidence

obtained of S. rolfsii the severity caused by this pathogen were higher.
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1 INTRODUCCION

China es el principal productor de cebolla a nivel mundial, en 2011 produjo 24,763,445
toneladas, ubicandose México en el décimo segundo lugar al producir en el mismo afio
1,398,850 toneladas; sin embargo, en el continente americano ocupa el tercer lugar
superado por Estados Unidos y Brasil (FAOSTAT, 2011). A nivel nacional, el estado de
Michoacan ha ocupado los primeros lugares en produccion; el cuarto lugar en 2010, el
quinto en 2011 y el cuarto lugar en el afio 2012 con 135,579.03, 141,032.71 y 155,108.47
toneladas respectivamente (SIAP, SAGARPA, 2013).

Las enfermedades del cultivo de la cebolla son consideradas un factor limitante para una
buena produccién en todos los paises donde se cultiva esta hortaliza. Se considera que
existen 50 enfermedades distintas que la afectan, de las cuales 30 de ellas son causadas por
hongos, los cuales afectan tanto la raiz, el follaje y los bulbos en cualquier etapa de
desarrollo del cultivo. En algunos casos los dafios en los bulbos contintan incluso después

de la cosecha en la etapa de almacenamiento (Mohan y Schwartz, 2000).

Entre las principales enfermedades del cultivo se encuentran la pudricion blanca
(Sclerotium cepivorum) y el tizon surefio (Sclerotium rolfsii). Los sintomas caracteristicos
de la primera, son amarillamiento progresivo desde las puntas hasta la base de las hojas mas
viejas, las cuales se marchitan y mueren (Valle, 1989; APS, 1995). En el caso del tizon
surefio, consisten en un amarillamiento y marchitez de las hojas como resultado del dafio
causado en el cuello de la raiz (Aycock, 1966; Jenkins and Averre, 1986). Los patdgenos
gue causan ambas enfermedades, producen esclerocios en la base de las plantas o sobre los
bulbos y son la fuente principal de indculo y de diseminacién del hongo (Punja y Grogan,
1981; Crowe, 1995).

Entre las alternativas que se manejan para controlar y prevenir las pudriciones causadas por
S. cepivorum y S. rolfsii, se encuentra el uso de productos quimicos los cuales son
ampliamente utilizados (Hagan y Olive, 1999; Delgadillo et al., 2002). Sin embargo,
debido principalmente a los altos costos de produccion por la utilizacion de fungicidas

(Coley-Smith, 1990) y la resistencia de los patdégenos a estos (Rubio et al., 2008), se




prueban otras alternativas para disminuir los dafios, como es el caso del control bioldgico,
mediante microorganismos antagonistas como Trichoderma sp., que ha demostrado ser
efectivo para el control de plagas y enfermedades e incluso se ha comprobado que algunas
especies, tienen la capacidad de estimular el crecimiento en algunas plantas (Stefanova et
al., 1999).




2 REVISION DE LITERATURA
2.1 Generalidades del cultivo de Cebolla
2.1.1 Historia y Origen del Cultivo de Cebolla

La cebolla (Allium cepa L.) es una hortaliza que se conoce desde tiempos antiguos, puesto
que cinco siglos antes de cristo, ya la consumian las personas dedicadas a construir las
piramides de Keops (Acosta et al., 1993).

La cebolla y el ajo formaron parte de la dieta de los egipcios y Jones y Mann (1963)
mencionan que “en Egipto hay dibujos de cebollas en las tumbas que datan de alrededor de
3200-2789 a.c.”. Del mismo modo en la Biblia se hace referencia de que en el tiempo del
éxodo, los judios la consumian como alimento en el afio 1500 a.c. durante la edad temprana
de las piramides de Egipto las cebollas eran ofrecidas como una ofrenda funeraria (Acosta
etal., 1993).

En la época de la segunda guerra mundial fueron deshidratadas algunas variedades para
facilitar su transporte y conservacion. Posteriormente se estudid como influye el

fotoperiodo, descubriendo asi las variedades de dia corto y dia largo (Acosta et al., 1993).

La cebolla ha tenido una larga domesticacion, por lo tanto, la mayoria de los botanicos
opinan que de forma silvestre esta hortaliza ya no existe. Su centro de origen se cree que
probablemente sea la region de Iran, el oeste de Pakistan y Afganistan. Ya como centros
secundarios se encuentran paises de Asia Occidental y paises del Mediterraneo, desde

donde fueron introducidas a Ameérica (Acosta et al., 1993).

2.1.2 Descripcion botanica
2.1.2.1 Taxonomia

La cebolla pertenece al género Allium y a la familia Liliaceae, siendo una especie con una
carga cromosdmica diploide. El género Allium comprende mas de 600 especies, de las

cuales se cultivan aparte de la cebolla, Allium sativum (ajo), Allium porrum (puerro), Allium




ascalonicum (chalote), Allium ampeloprasum (ajo macho), y Allium schoenoprasum

(cebollino), destacando por su importancia economica la cebolla y el ajo (Galmarini, 1997).

De acuerdo con Sarli (1980) citado por Galmarini (1997), Allium cepa L. comprende tres

variedades:
var. Typicum regel “cebolla comdn”
var. agregatum “cebolla de bulbos compuestos”

var. Viviparum “cebolla de bulbo subterraneo”
2.1.2.2 Morfologia

De acuerdo a la morfologia podemos mencionar que la cebolla presenta una semilla
trilocular que en estado inmaduro es de color blanquecino y de apariencia lisa, a medida
que se va madurando también se va deshidratando y su apariencia se vuelve rugosa y de
color negro (Acosta et al., 1993). Presenta raices que escasas veces superan los 25cm de
profundidad y 15cm de forma lateral, son de color transparente y se encargan de la
absorcion de nutrientes. presenta también dos tipos de tallos, uno verdadero que se
encuentra en la base del bulbo y un falso tallo que conforma los escapos florales los cuales
son huecos y llegan a medir 1.5m de altura (Galmarini, 1997). Las hojas son tubulares con
una parte basal que se engruesa a medida que se acumulan sustancias de reserva, también
tiene una parte terminal, ésta se encarga de realizar la fotosintesis de la planta (Aparicio,
2010). La formacién del bulbo se lleva a cabo cuando las condiciones ambientales son
favorables principalmente la temperatura y el fotoperiodo, estas inducen la acumulacion de
sustancias de reserva en las hojas basales lo que da lugar a la formacion de un bulbo que
dependiendo de la variedad tendré diferente forma, color y tamafio (Galmarini, 1997).

2.1.2.3 Caracteristicas agronémicas

El ciclo vegetativo del cultivo es de cuatro meses por lo que se considera de crecimiento

répido. La cebolla puede desarrollarse en distintos tipos de suelos; arenosos, francos, suelos




turbosos o bien con arcillas pesadas. Sin embargo, suelos bastante arcillosos (>35%) con
piedras o altas concentraciones de sales puede ocasionar bajos rendimientos productivos
(Silva et al., 1982). Se desarrolla mejor en suelos que presentan una textura suelta, franco-
arenosos o franco-arcillosos, debido a que esto permite un mejor desarrollo de los bulbos
(Vallejo y Estrada, 2004).

Requiere suelos fértiles con una concentracion de materia organica mayor a 4%, relacion de
Ca/Mg de 2 a 3 para una mejor produccién. Debido a que es un cultivo demasiado sensible
a concentraciones elevadas de sales, una saturacion de Sodio (Na) o Magnesio (Mg)
ocasionan problemas en el desarrollo. Se recomiendan suelos con un contenido salino
menor a 1,2 dS/m (Vallejo y Estrada, 2004; Aljaro et al., 2009).

Respecto al pH optimo para el cultivo se recomiendan pH ligeramente acidos en un rango
de 6.0 a 6.5 (Silva et al., 1982; Vallejo y Estrada, 2004; Aljaro et al., 2009). Dentro de las
exigencias minerales de esta hortaliza se encuentra el Nitrégeno (N) y el Potasio (K) los
cuales juegan un papel importante en el desarrollo de la planta (Bolafios, 2001). No
obstante, la cebolla presenta exigencias nutricionales especificas en cada etapa de
desarrollo, en este caso requiere altas concentraciones de nitrogeno durante la etapa de
desarrollo vegetativo, pero estas deben disminuir al comienzo de la formacion del bulbo,
debido a que el nitrogeno inhibe este proceso, del mismo modo que una deficiencia en
etapas tempranas acelera la formacion (Silva et al., 1982; Vallejo y Estrada, 2004). El
Azufre (S) por su parte, es un elemento importante para esta hortaliza principalmente por
ser un componente de muchos compuestos aromaticos importantes, tal es el caso del sulfuro
de alilo. No obstante, su aplicacion dependera del tipo de cebolla que se desea cultivar ya
sean cebollas dulces o de alto grado de pungencia lo que determina si se aplica o no azufre,
considerando que a mayor concentracion mayor pungencia (Galmarini, 1997; Bolafios,
2001).

Problemas con respecto a micronutrientes rara vez se presentan, sin embargo, puede haber
deficiencias inducidas principalmente de Hierro (Fe) y Zinc (Zn) por un exceso de Fésforo
(P) en suelos calcareos, por otra parte, suelos arenosos muy lavados pueden presentar
deficiencias de Boro (B) (Galmarini, 1997).
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Como cualquier otro cultivo la cebolla requiere de suministro de agua, no obstante, la
cantidad varia dependiendo del tipo de suelo y del estado fisioldgico del cultivo
principalmente. Durante los primeros dos meses del cultivo la humedad relativa constante
entre 50 y 60% es apropiada, a medida que la cebolla comienza a madurar el riego debe
suspenderse para evitar crecimiento radical y favorecer la maduracion del bulbo, ya que un
exceso de agua provoca retraso en la formacion del bulbo hasta por 20 dias, lo mismo que
una deficiencia ocasiona mayor pungencia (Silva et al., 1982; Vallejo y Estrada, 2004).

2.1.2.4 Fotoperiodo

El fotoperiodo tiene que ver con las horas luz que una variedad requiere para inducir el
proceso de dulcificacion. Es uno de los factores que influyen fuertemente para un buen
desarrollo del cultivo de cebolla. Existen muchas variedades adaptadas a fotoperiodos
distintos de dia corto, intermedio y largo con exigencias de 11-12, 13-14, y mas de 14 horas
luz respectivamente (Vallejo y Estrada, 2004). Es muy importante considerar este factor ya
que si se desea cultivar una variedad de dia corto y las horas luz son largas la formacion del
bulbo se iniciara de forma prematura dando lugar a bulbos de tamafio pequefio. Por otra
parte, si se cultiva una variedad de dia largo y las horas luz son cortas, el efecto sera que la
cebolla no formara bulbo y formara solamente hojas (Acosta et al., 1993). Generalmente la
cebolla requiere de fotoperiodos largos, sin embargo, el rango se encuentra entre las 12 y
las 16 horas luz dependiendo de la variedad (Castillo, 1999).

2.1.2.5 Termoperiodo

Otro de los factores climaticos que afectan y determinan el éxito del cultivo de cebolla es la
temperatura. La cebolla es una hortaliza que se adapta a diferentes temperaturas a pesar de
ser considerada de clima frio, también se cultivan en climas célidos y templados con
ambiente seco y luminoso, requiere temperaturas que oscilan entre los 18 y 25 °C, ya que
por debajo de los 18°C los bulbos no se desarrollan bien (Aycaya, 2012). Por su parte, la
SEA (2006) menciona que la temperatura minima recomendada para este cultivo es de
13°C y que la temperatura Optima para el desarrollo vegetativo es de 13 a 24°C, sin

embargo, puede soportar temperaturas maximas de 33°C.
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Todo el desarrollo fisioldgico de la planta se ve afectado por la temperatura desde la
germinacion de la semilla hasta la fase de floracién pasando por la dulcificacion. Para una
germinacién éptima de la semilla se requieren temperaturas del suelo entre los 18 y 20 °C
(Silva et al., 1982). Por su parte, el proceso de dulcificacion se retrasa cuando se presentan
temperaturas bajas, no obstante, si el cultivo esta en la fase inicial y se presentan
temperaturas mayores a 32°C se produce una formacion de bulbo prematura indeseable
(Vallejo y Estrada, 2004). Para el caso de la induccion floral el rango de temperatura va de
los 9 a los 12°C si la planta proviene de semilla y si se produce de bulbo oscila entre los 5y
los 15°C (Acosta et al., 1993). Cuando el objetivo del cultivo es la produccion de bulbos y
no de semillas y las plantas se exponen a periodos prolongados de temperaturas menores a
los 10°C se induce a una floracién prematura (Vallejo y Estrada, 2004).

2.2 Importancia econémica del cultivo

La cebolla es una de las hortalizas mas importante a nivel mundial, su demanda se ha
extendido en todas partes y actualmente ocupa el segundo lugar dentro de las hortalizas mas
consumidas en todo el mundo, solamente la supera el consumo del jitomate (Pinzén, 2004;
Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2002; Aljaro et al., 2009). Es una especie que
se adapta a distintos climas en diferentes paises, puede cultivarse en superficies pequefias y

dar altos rendimientos (Melgarejo et al., 2010).

El consumo de esta hortaliza continua incrementandose principalmente en paises asiaticos
asi como los rendimientos productivos a nivel mundial. En la década de 1997-2007 la
produccion creciéo mas del 50% pasando de 43 millones de toneladas (MT) a 65 MT (Aljaro
et al., 2009). El incremento en el consumo de cebolla se debe, en parte, a las propiedades
culinarias que presenta y mas recientemente por los beneficios a la salud.
Socioecondmicamente representa una excelente fuente generadora de empleos de forma

directa e indirecta (Pinzén, 2009).

En México representa un peso importante no solo para el consumo interno sino por la

importancia que generan las exportaciones. En el 2010 México ocup0 el cuarto lugar dentro




de los paises con mayores exportaciones de esta hortaliza de acuerdo al valor de produccion
(FAOSTAT, 2010).

La cebolla presenta varias ventajas de consumo ante otras hortalizas y posiblemente esto
contribuye a que sea una de las mas consumidas en el mundo. Puede ser consumida a partir
de bulbo seco, bulbo fresco, en desarrollo intermedio e incluso de forma deshidratada
(Castillo, 1999).

México ocupa el primer lugar de consumo de cebolla en fresco de la produccion nacional
casi el 88% se canaliza al mercado en fresco, el resto es para la elaboracion de productos
alimenticios (SAGARPA, 2003).

2.3 Principales productores de cebolla

De acuerdo con la FAO, la mayor concentracion de superficie sembrada y mayor
produccion de esta hortaliza se encuentra en el continente asiatico. En el periodo que
comprende los afios 2010-2011, en promedio Asia produjo el 65.85% de la produccion total
de cebolla, le siguié Europa, América, Africa y Oceania con un promedio para este periodo
de 11.67%, 11.52%, 10.61% y 0.36% respectivamente (FAOSTAT, 2011).

A nivel mundial China es sin duda el principal productor de cebolla. En el afio 2011 las
estimaciones de produccion para este pais fueron de 24,763,445 toneladas. Le siguen paises
como la India y Estados Unidos con un total de 15,929,600 toneladas y 3,353,120 toneladas
respectivamente. México por su parte, se ubica en la décima segunda posicion a nivel
mundial al producir en 2011 un total de 1,398,850 toneladas de cebolla (FAOSTAT, 2011).
Respecto a la produccidn obtenida en el continente americano, México ocupa el tercer lugar
al ser superado Unicamente por Estados Unidos y Brasil que produjo 1,523,320 toneladas
en el 2011 (FAOSTAT, 2011).

2.4 Producciéon nacional

México tiene una buena participacion en la produccion de cebolla a nivel mundial. La

primera aparicion de México entre los 20 paises productores de esta hortaliza en el mundo
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fue en el afio de 1971 al ocupar el décimo noveno lugar al producir apenas un total de
226,536 toneladas. Su mejor participacién en el peldafio fue en 1999 al ocupar el sexto
lugar con una produccién de 1,226,990 toneladas. Nuevamente en 2007 logro estar entre los
diez mas productivos ocupando el octavo sitio con una produccion de 1,387,190 toneladas.
Para el afio 2011 y a pesar de haber obtenido una produccion mejor que en 2007 se coloca
en el décimo segundo lugar con 1,398,850 toneladas de cebolla (FAOSTAT, 2011).

A nivel nacional los principales estados productores de cebolla han sido Chihuahua,
Guanajuato, Tamaulipas, Morelos, Michoacan, Puebla, Baja California y Zacatecas (SIAP-
SAGARPA, 2013).

Chihuahua se ha destacado en la produccion de cebolla desde 1980 afio en el cual ocupo el
primer lugar a nivel nacional al producir 66,803 toneladas. El estado de Guanajuato a partir
de 1987 a 1993 ocupo el primer lugar. A partir del afio 2000 Baja California y Zacatecas
han tenido buena participacion misma que Guanajuato y Morelos han perdido
productividad (SIAP-SAGARPA, 2013).

Por su parte el estado de Michoacén histéricamente ha estado dentro de los diez mayores
productores a nivel nacional. En 1980 ocupo el quinto lugar al producir 31,918 toneladas en
2,253 hectareas. No obstante, a partir de 1999 se coloca dentro de los cinco mejores
productores, ocupando el segundo lugar con una produccién de 187,428.70 toneladas. En
2007 Michoacéan ocupd el tercer lugar, en 2010 el cuarto, en 2011 el quinto y en 2012 el
cuarto lugar con 169,305.57, 135,579.03, 141,032.71 y 155,108.47 toneladas
respectivamente (SIAP-SAGARPA, 2013).

En Michoacan los principales municipios que se dedican a la produccion de cebolla son:
Villamar, Jacona, Venustiano Carranza, Zamora, Ixtlan y recientemente Copandaro. En
2012 Villamar, Jacona y Venustiano Carranza cubrieron cerca de la mitad de la produccién
nacional al contribuir con el 44.62%. Villamar en 2012 presentd una superficie sembrada
de 1.072 hectéreas de las cuales 923 fueron de riego y 149 de temporal. Jacona por su parte,

tuvo una superficie sembrada de 422 hectareas de las cuales 391 fueron de riego y 31 de




temporal. En el caso de Venustiano Carranza de las 353 hectareas dedicadas al cultivo de
cebolla 115 son de temporal y 238 son de riego (SIAP-SAGARPA, 2013).

La mayoria de la produccion de cebolla se canaliza al consumo interno en estado fresco, el
resto se exporta principalmente a Estados Unidos (SAGARPA, 2003). De acuerdo con las
exportaciones México ocupd el primer en 2005 y el sexto lugar en el afio 2010 al exportar
327,432 toneladas de cebolla (FAOSTAT, 2010).

2.5 Enfermedades de la cebolla causadas por hongos

El éxito de cualquier cultivo dependera en gran medida de la prevencion y control efectivo
de las plagas y enfermedades presentes. Al igual que cualquier plaga, las enfermedades
también causan serios dafios en la produccion que se reflejan en grandes perdidas

econdmicas para los productores (SEA, 2006).

En el caso de los hongos del suelo que afectan al cultivo a nivel mundial se han reportado
los generos: Fusarium, Botrytis, Pythium, Sclerotium, Sclerotinia, Phoma y Colletotrichum
(Schwartz y Mohan, 1996). En México también se ha reportado la presencia de Phoma
terrestris y Sclerotium rolfsii en almacigos resultando positiva la prueba de patogenicidad,
ademéds, en suelo se han encontrado a Fusarium culmorum, Penicillium sp. y
Colletotrichum circinans los cuales produjeron sintomas en bulbos (Montes et al., 2003).
En Brasil se han registrado pérdidas economicas por la presencia de Pyrenochaeta

terrestres (Albuquerque y Albuquerque, 2009).

Alternaria porri y Peronospora destructor son otro par de hongos que a nivel mundial
causan grandes pérdidas en cultivos de ajo y cebolla (Vijayalakshmi et al., 2012; Colnago
et al.,, 2012). Recientemente en Argentina fue identificado Colletotrichum circinans

causando enfermedad en cultivo de cebolla (Kiehr et al., 2012).

Otros de los patdgenos para el cultivo que han sido reportados en varias partes del mundo

son Sclerotium cepivorum y Sclerotium rolfsii (Pérez et al., 1994; Montes et al., 2003).
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2.6 Pudriciéon Blanca

2.6.1 Distribucién Geografica

La pudricion blanca ha sido reportada en paises de Europa, Africa, América y Oceania
afectando fuertemente no solo al cultivo de cebolla sino también al ajo (Villar et al., 1990;
Romero, 1993). Esta enfermedad fue descrita por primera vez en el afio de 1841 por
Berkeley en Inglaterra reportando dafios en cultivo de cebolla (Vares et al., 1987). En 1903
se reporta en lItalia pero esta vez afectando al cultivo del ajo. Posteriormente se registro la
enfermedad en todo el mundo (Pinto et al., 1998). Sin embargo, el estudio filogenético
realizado por Couch y Kohn (2000), muestra que es posible que exista mayor diversidad

genética en Europa centro de origen de la propagacién de S. cepivorum.

Por otra parte, en Mexico el patdgeno estd presente en los Estados de Puebla, Tlaxcala,
Michoacéan, Jalisco, Chihuahua, Morelos, Aguascalientes, Querétaro, Zacatecas Yy
Guanajuato (Pérez, 2002; Sanchez et al., 2002), asi como también en el Estado de México y

Guerrero (Fundacién Produce Querétaro, 2003).
2.6.2 Sintomatologia

La enfermedad puede presentarse tanto en el crecimiento vegetativo como en la
dulcificacion y floracion, incluso en postcosecha. Los sintomas son caracteristicos, las
plantas presentan un amarillamiento inicial progresivo desde las puntas hasta la base de las
hojas mas viejas, posteriormente se marchitan y finalmente mueren (Valle, 1989; APS,
1995). Tanto las raices como el bulbo son atacadas por el hongo, mismo que se manifiesta
en forma de abundante micelio blanco algodonoso en toda la superficie del bulbo. EI hongo
penetra y crece a traves de las raices y eventualmente penetra a la base del bulbo causando
una descomposicion semi-acuosa (Vares et al., 1987; APS, 1995). Una vez que se ha
presentado el micelio en la base de las plantas o sobre los bulbos, se pueden observar
pequefios esclerocios de color blanquecino al inicio y finalmente negros, los cuales seran
liberados al suelo tan pronto como el tejido donde se desarrollan se pudra por completo

(APS, 1995; Crowe, 1995). Los sintomas de amarillamiento y marchites de las hojas solo se
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presentan una vez que el patdgeno ha crecido y penetrado en el tallo de la base del bulbo
(Crowe, 1995).

Cuando el dafio es severo las plantas pueden arrancarse facilmente debido al dafio
producido en el sistema radical. En terreno altamente infestado la enfermedad genera
grandes dafios y en la parcela se pueden apreciar “lunares” como resultado de un gran

numero de plantas muertas (Valle, 1989).

Los ambitos humedos y frios con temperaturas del suelo entre 10 y 23°C favorecen el
desarrollo de esta enfermedad (Pinzén, 2004), sin embargo, temperaturas cercanas a los
24°C 0 menores de 10°C la inhiben (APS, 1995).

2.6.3 Sclerotium cepivorum

S. cepivorum es el agente causante de la pudricion blanca de la cebolla. Fue descrito por
Berkeley en Inglaterra en el afio de 1841 (Vares et al., 1987). Es un hongo imperfecto que
pertenece al Orden Mycelia Sterilia (Kimati et al., 1997). La reproduccion de este patdgeno
es a través de la formacion de pequefios y numerosos esclerocios (APS, 1995), los cuales
estdn compuestos de una masa densa y dura de hifas, pueden contener o no tejido del
hospedante, contienen materias de reserva y pueden mantenerse en reposo cuando las
condiciones ambientales son desfavorables (SECF, 2005). S. cepivorum forma esclerocios
esfericos de color blanco inicialmente y se tornan negros a medida que van madurando, con
un didmetro general que va de los 0.3 a 0.6 mm (Crowe, 1995). Los esclerocios son la
fuente de indculo y propagacion principal del hongo, germinan mediante una respuesta
producida por los exudados de las raices de las plantas del genero Allium. En ausencia del
cultivo hospedante los esclerocios pueden permanecer inactivos por mas de 20 afios y
germinar una vez que las condiciones ambientales le favorezcan (Coley-Smith et al., 1990).
La sobrevivencia del hongo en condiciones desfavorables se debe, en parte, a que las
estructuras de resistencia del hongo tienen la capacidad de formar esclerocios secundarios
dentro o adyacentes a los esclerocios originales (Coley-Smith et al., 1990). Los esclerocios

presentan un periodo de latencia constitutiva de uno a tres meses, y uno de latencia exogena
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que es impuesta por factores como la luz, la temperatura, la micostasis la aireacion entre
otras (Coley-Smith y Cooke, 1971; Coley-Smith, 1990).

2.6.4

Ciclo biologico

El ciclo biologico de S. cepivorum lo podemos dividir en cuatro etapas principales:

a)

b)

d)

los esclerocios son la principal fuente de indculo y propagacion del hongo, estos
pueden permanecer viables en el suelo por mas de 20 afios en ausencia del
hospedero y mantener un porcentaje de sobrevivencia mayor al 92% con una
viabilidad de hasta 96% (Coley-Smith et al., 1990).

El proceso de germinacion de los esclerocios ocurre una vez que las raices de las
plantas del genero Allium liberan los exudados, los cuales estan compuestos de
sustancias no volatiles de sulfoxidos, mismos que son metabolizados por la
microflora del suelo, principalmente por bacterias de la rizosfera, para producir
compuestos volatiles (sulfuros d n-propil y allilcisteina) que estimulan la
germinacion (Coley-Smith y King, 1969; Esler y Coley-Smith, 1983). Si el
hospedante esta ausente, las hifas del patdgeno no lograran sobrevivir y mueren
después de la germinacion (Entwistle, 1990).

Posterior a la germinacion, las hifas del hongo penetran las raices por medio de un
apresorio, después crece intra e intercelularmente entre las células del parénquima.
El hongo produce enzimas como las poligaracturonasas y el pectintranseliminasas
que se encargan de destruir la pared celular. a su vez produce acido oxalico que en
union con las poligaracturonasas quelatan el Ca™ y disminuyen el pH para favorecer
la accion enzimatica (Stone y Armentrout, 1985; Metcalf y Wilson, 1999).

Una vez que la raiz ha sido infectada se produce abundante micelio en la base del
tallo, que dara origen a nuevos esclerocios, el micelio se propaga planta a planta por

el contacto de raices sanas y enfermas (Crowe, 1995).
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2.6.5 Rango de hospederos

S. cepivorum tiene un rango de hospederos que se limita Unicamente a las especies del
género Allium. Dentro de los hospederos que son afectados por este patdgeno y que tienen
importancia econémica por ser plantas cultivadas tenemos a la cebolla “Allium cepa L.” al
ajo “Allium sativum L.” al puerro “Allium porrum L.” y al chalote “Allium ascalonicum L.”.
No obstante también afecta a especies silvestres como “Allium vineale L.”, “Allium

canadense L.”, “Allium ursinum L.” y “Allium fistulosum L.” (Vares et al., 1987).
2.6.6 Diseminacién de la enfermedad

La forma en la cual el hongo puede diseminarse de un lugar a otro y causar enfermedad es
muy variada. Los esclerocios son la fuente primaria de la enfermedad y estos pueden ser
transportados a grandes distancias por bulbos o almacigos infestados. También el agua de
riego puede transportarlos asi como la maquinaria utilizada para arar la tierra, los animales
e incluso el calzado de los trabajadores (APS, 1995; Crowe, 1995). Materiales vegetales
que no pertenezcan al género Allium también pueden ayudar a distribuir los esclerocios de
un lugar infestado a un lugar sano (APS, 1995). Estas son formas de transportar al patdgeno
a grandes distancias; no obstante, la enfermedad en una parcela se disemina a través del
suelo al estar en contacto las raices de una planta sana con una enferma (Valle, 1989;
Crowe, 1995), de esta forma la enfermedad se vuelve monociclica y el patdgeno se
acumula. Sin embargo, de acuerdo con Crowe (1995), la densidad necesaria para que el
patdgeno cause incidencia elevada de la enfermedad, es muy poca ya que la eficiencia de
los esclerocios para germinar y causar infeccion es muy alta, por ello Crowe et al. (1980),
menciona que se requiere de 0.001 a 0.1 eg-* (esclerocios por gramo de suelo) para una

incidencia del 10 y 100% respectivamente.
2.7 Tizbn surefio

Sclerotium rolfsii Sacc. es considerado un hongo cosmopolita con una distribucion a nivel
mundial; sin embargo, causa mas problemas en regiones templadas y subtropicales

(Remesal, 2011). El primer registro de S. rolfsii se atribuye a Piter Henry Rolfs en 1892,
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reportado en cultivo de tomate (Solanum lycopersicum L.) causando podredumbre en raiz
en el estado de Florida, USA (Rolfs, 1893). No obstante, fue hasta 1911 cuando Saccardo
hace una descripcion del patdgeno y le asigna el nombre de Sclerotium rolfsii en honor a
Rolfs (Saccardo, 1911).

Geograficamente se encuentra distribuido en todas las zonas mundiales de produccion
agricola, ha sido reportado en zonas que comprendes los 45 grados de latitud norte y sur.
En el continente americano estd presente en estados del sur de Estados Unidos hasta
Sudamérica, ha sido reportado también en Africa, Asia, Australia y Europa. Ha sido
reportado también en el norte de China y Estados Unidos, incluso en Siberia “Rusia”
(Aycock, 1966; Punja, 1985).

En México se tiene reportada la presencia del patdgeno en varios estados del pais. De
acuerdo con Flores et al. (2008), quienes realizaron un estudio de diversidad genética de S.
rolfsii en México, lograron aislar el patdgeno desde el nivel del mar en el estado de
Veracruz hasta los 1800 msnm en Guanajuato. De los 20 aislamientos realizados cuatro se
obtuvieron de cebolla en los estados de Morelos, Guanajuato y dos Puebla. También en los
estados de Guerrero y Sinaloa se logo aislar al patégeno (Flores et al., 2008).

Por su parte Pérez et al. (2009), realizaron cinco aislamientos de S. rolfsii, dos se
obtuvieron a partir de cebolla en los estados de Guanajuato y Morelos y los otros tres
fueron colectados en Colima y Guanajuato.

2.7.1 Sintomatologia

El patdgeno se encuentra naturalmente en el suelo donde causa la enfermedad, cerca o
sobre la superficie del mismo, si se tiene contacto con él y las condiciones ambientales son
favorables puede atacar las hojas, tallos, frutos y flores de numerosas plantas, no obstante,
el cuello de la raiz de la planta es el que usualmente se ve afectado (Aycock, 1966; Jenkins
y Averre, 1986).

Debido a que existe un gran numero de especies susceptibles al ataque de S. rolfsii la

sintomatologia que presentan puede ser muy variada, sin embargo, los primeros sintomas
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de la enfermedad se presentan de dos a cuatro dias después de la infeccion y consisten en
un amarillamiento y marchitez de las hojas como resultado del dafio causado en el cuello de
la raiz (Aycock, 1966; Jenkins y Averre, 1986).

Por su parte, Jenkins y Averre (1986) mencionan que los sintomas iniciales pueden llegar a
confundirse por el marchitamiento causado por hongos como Fusarium y Verticillium spp.
0 bacterias como Erwinia y Pseudomonas spp., no obstante, cuando S. rolfsii comienza

formar abundante micelio y forma esclerocios, se puede identificar facilmente.

Cuando el patdgeno ataca bulbos o raices carnosas, se puede producir una pudricién de las
capas externas o de los tejidos internos de la raiz, ambos pueden pudrirse debido a las
lesiones causadas por el hongo (Aycock, 1966). Al respecto, Jenkins y Averre (1986)
mencionan que en cebolla el hongo provoca también un amarillamiento y marchitez

comenzando por las hojas basales provocando ablandamiento entre los bulbos.

A pesar de que S. rolfsii tiene gran capacidad para causar la infeccion al hospedante,
existen condiciones ambientales que limitan su actividad. Por ejemplo, la temperatura del
suelo que requieren los esclerocios para causar la infeccidon se encuentra entre 25 y 30°C
como Optimo, no obstante, temperaturas menores a 20°C o mayores a 36°C limitan el
crecimiento del hongo y disminuyen la severidad de la enfermedad (Lalet al., 1997). Para
que el esclerocio logre germinar se requiere de una temperatura 6ptima de 21 a 30°C ya que
temperaturas menores a 15°C o mayores a 36°C la inhiben (Punja, 1985).

2.7.2 Sclerotium rolfsii

Sclerotium rolfsii Sacc. es el agente causal de la enfermedad conocida como Tizdn surefio o
Tizén del sur en numerosas hortalizas (Aycock, 1966). Fue descrito por primera vez en
1911 por Saccardo, a pesar de que en 1892 Henry Rolfs ya habia reportado la enfermedad
causada por el hongo (Saccardo, 1911). El hongo se caracteriza dentro de la clase
deuteromicetes u hongos imperfectos, de acuerdo con Noyd (2000) pertenece al orden
Mycelia Sterilia al no tener conocimiento del estado perfecto o sexual del hongo, Saccardo
(1911) lo incluy6 en el género Sclerotium el cual agrupa a todos aquellos hongos que
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generan micelio estéril y producen esclerocios. S. rolfsii presenta una fase teleomorfa

propuesta por Tu y Kimbrough (1975), conocida como Athelia rolfsii (Curzi).

S. rolfsii se caracteriza por producir abundante micelio compuesto por hifas tabicadas y
micelio aéreo de color blanco y de forma abanicada debido a la formacion de rizomorfos
asi como también por la formacion de numerosos esclerocios de color café producidos tanto

en condiciones naturales como de laboratorio (Agrios, 1999).

Presenta dos tipos de hifas: las primarias o hifas principales que tienen un diametro de 5a 9
pum con conexiones en argolla a nivel de septa caracteristicas que facilitan la identificacion
de esta especie, las hifas secundarias también son llamadas alimentadoras, son las
encargadas de penetrar a los tejidos del hospedante y son de menor diametro de 2 a 4.5 um
(Bernett y Barry, 1987).

Cuando el micelio comienza a crecer y los rizomorforos se entrecruzan comienzan la
formacion de las estructuras reproductivas o esclerocios. Son esféricos principalmente con
un didmetro de 0.5 a 2 mm pero en algunos casos pueden llegar a medir de 8 a 10 mm, son
blancos en estado inmaduro y a medida que van madurando se tornan café marrén (Singh y
Dwivedi, 1991).

2.7.3 Ciclo bioldgico

S. rolfsii tiene la capacidad de sobrevivir en el suelo en ausencia del hospedero en forma de
esclerocios de dos a cinco afios (Baut y Rodriguez-Kabana, 1981). Los esclerocios son la
fuente principal de inoculo y diseminacion del patdgeno y para que se presente una
patogénesis primero deben germinar los esclerocios y para ello existen dos diferentes
formas, una hifal y otra eruptiva, las cuales estan determinadas por condiciones bioticas y
abioticas. En la primera, el esclerocio germina y crece a través de hifas individuales que
provienen de las células de la medula del esclerocio. En cambio cuando se produce una
germinacion eruptiva la cubierta del esclerocio se rompe y se expulsan agregados hifales,
los cuales iniciaran a causar lesiones al hospedante (Punja y Grogan, 1981). Bajo
condiciones ambientales favorables el hongo requiere infectar alguna planta susceptible
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para continuar con su ciclo biologico y para ello requiere de estar en contacto con alguno de
sus 6rganos ya sean hojas, raices, tallos, flores o frutos (Aycock, 1966). Cuando las hifas
del hongo estan en contacto con el hospedero se genera una respuesta por parte del
patogeno el cual comienza a producir compuestos como acido oxalico y poligalacturonasas,
mismas que se encargan de degradar la pared celular y facilitar la penetracion del micelio
una vez ocasionada la muerte del tejido (Bateman y Beer, 1965). La funcién del acido
oxalico juega un papel importante ya que al secuestrar el calcio (Ca) de las paredes
celulares se transforma en oxalato de calcio ocasionando con esto un pH &cido favorable
para la accion enzimatica (Bateman y Beer, 1965). S. rolfsii produce una gran cantidad de
enzimas encargadas de la degradacién de los tejidos y probablemente esto explique el rango
tan amplio de plantas susceptibles a su ataque (Punja, 1985). Transcurridos
aproximadamente siete dias después de la infeccidn apareceran los primeros esclerocios,
que se formaran a medida que se entrecruzan los rizomas y la disponibilidad de sustrato
disminuye (Sing y Dwivedi, 1991). Posteriormente los esclerocios pueden pasar al suelo y
permanecer en estado latente hasta que se presenten condiciones que favorezcan su
germinacion, también puede permanecer en residuos del hospedero en forma de micelio o
bien producir un ciclo secundario de infeccidn si existen condiciones ambientales y sustrato
disponible (Aycock, 1966; Smith et al., 1988).

Algunas de las condiciones ambientales que favorecen al patogeno durante su ciclo
bioldgico son dentro de las mas importantes, la temperatura del suelo y el pH. En este
sentido, Herrera (2004) menciona que temperaturas de 28 a 34°C favorecen el crecimiento
e infeccién del hongo. En cuanto al pH se ha reportado que S. rolfsii crece mejor en pH
acidos en un rango de 2 a 7 con un oOptimo entre 4 y 5 ya que a pH mayores a 7 la

formacion de esclerocios se inhibe (Punja, 1985; Herrera, 2004).
2.7.4 Rango de hospederos

Numerosos autores han reportado la importancia que tienen S. rolfsii para el sector agricola
debido al gran nimero de plantas susceptibles a su ataque y a los dafios que genera en

cultivos de importancia econdémica.
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Al ser una especie cosmopolita su distribucion en diferentes tipos de climas dificulta un
namero exacto de hospederos (Punja, 1985). Sin embargo, Aycock (1966), reporta una lista
de plantas susceptibles al ataque del patdgeno, incluye 500 hospederos distintos de 100
familias siendo la gran mayoria dicotiledoneas, principalmente leguminosas. No obstante,
también afecta a monocotiledéneas como gramineas y lilidceas. La mayoria de los
hospedantes son angiospermas sin embargo, existen tres especies de gimnospermas que

también son atacadas por el patdgeno.

Dentro de los cultivos de mayor interés agricola atacados por el patdgeno se encuentran la
papa (Solanum tuberosum L.), soya (Glicine max L.), altramuz (Lupinus spp.), arroz (Oryza
sativa L.), banana (Musa x paradisiaca L.), alfalfa (Medicago sativa L.), café (Coffea spp.),
algodon (Gosiplium spp. L.), cafia de azlucar (Saccharum officinarum L.), pimiento
(Capsicum annuum L.), zanahoria (Daucus carota L.), haba (Vicia faba L.), pepino
(Cucumis sativum L.), meldn (Cucumis melo L.), asi como también en cacahuate, tomate y
remolacha azucarera (Aycock, 1966). De acuerdo con Arnold (1986), los principales
hospederos son Ipomoea batatas L., Solanum tuberosum L., Phaseolus vulgaris L. y
Helianthus annus L. también ha sido reportado en Zea mays y en Dianthus caryophyllus L.
(Sepulveda, 1993; Gonzalez et al., 2008). Al igual que muchos otros hospederos entre
plantas frutales, malezas, hortalizas y plantas forestales (El-Katatnyet al., 2001).

En Meéxico, Flores et al. (2008) lograron aislar al patogeno de diferentes plantas entre ellas
el perejil (Petroselimum crispum Mill.), lenteja (Lens esculenta Moench), diente de ledn
(Taraxacum officinale L.), tabaco (Nicotiana tabacum L.), flor de pajarito (Parthenium
hysterophurus L.), rdbano (Raphanus sativus L.), chicharo (Pisum sativum L.), calabaza
(Cucurbita pepo L.), frijol ayocote (Phaseolus coccineus L.), cilantro (Coliandrum sativum
L.), cebolla (Allium cepa L.), frijol (Phaseolus wvulgaris L.), jitomate (Solanum
lycopersicum), cacahuate (Arachys hypogaea), chile (Capsicum anum L.) y soya [Glycine
max (L.) Merrill].
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2.7.5 Diseminacion de la enfermedad

La diseminacion de S. rolfsii es principalmente pasiva a traves de esclerocios presentes en
suelo contaminado. Cuando se realizan préacticas agricolas tales como el arado, barbecho o
irrigacion del suelo pueden propagarse facilmente los esclerocios de un lugar contaminado
a uno completamente limpio (Aycock, 1966). El trasplante de plantulas contaminadas asi
como la utilizacion de semillas vegetativas son formas frecuentes de dispersar al patdégeno a

grandes distancias (Jenkins y Averre, 1986).

La forma de dispersion activa del patdgeno es a través de la produccion de basidiosporas,
producidas por el teleomorfo de S. rolfsii sin embargo, en condiciones naturales pocas

veces se ha descrito (Aycock, 1966).
2.8 Combate de la pudricion causada por S. cepivorumy S. rolfsii

Dado que ambos patogenos producen esclerocios y son la principal fuente de inéculo se

presentan a continuacion las practicas que se desarrollan para el combate de cada patégeno.
2.8.1 Control cultural

Algunas de las practicas culturales que se emplean para el control de S. rolfsii es el arado
profundo y superficial Jenkins y Averre (1986) la remocion de plantas enfermas cuando se
presentan los primeros sintomas ayudan a reducir el indculo, el tratamiento a plantas y
semillas con fungicidas antes del trasplante, asi como el tratamiento del suelo o incluso la
remociédn de suelo en areas donde se present6 la infeccion son practicas que pueden ayudar

a controlar a este patogeno (Singh y Dwivedi, 1991).

En el caso de S. cepivorum deben de evitarse la repeticion frecuente de plantas del genero
Allium para evitar una re-infestacion (Vares et al., 1987). La rotacion de cultivos no ha
resultado ser un método efectivo para el control de S. cepivorum debido a la persistencia de
los esclerocios en el suelo ya que éstos solo germinan en respuesta a los exudados de las
raices de las plantas del genero Allium (Coley-Smith, 1990). En el caso de S. rolfsii la
rotacion de cultivos es poco efectiva debido al gran nimero de hospederos que posee, por
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lo tanto, se requiere rotar con cultivos con un reducido nivel de susceptibilidad al patégeno
(Punja, 1985).

La inundacion es otra practica que ha sido reportada como una medida de control de ambos
patdgenos. Al respecto, Garren (1961) menciona que al privar de oxigeno a S. rolfsii la
inundacion del suelo resulta ser efectiva para el control del patégeno, sin embargo, la
inundacion debe durar el tiempo necesario para que los esclerocios pierdan su viabilidad de
lo contrario la inundacion resulta favorable al patdgeno ya que la humedad le beneficia
(Garren, 1961). En cambio, Crowe (1995) menciona que los esclerocios de S. cepivorum
eventualmente mueren durante periodos prolongados de humedad en el suelo pero que esto
ocurre dependiendo de la temperatura, por lo que en lugares donde el clima es frio, este
método pierde efectividad. La adicion de cal es un método empleado para el control de S.
rolfsii debido a que ha pH de 6.5 el crecimiento del hongo se ve afectado (Jenkins y Averre,
1986). Para el caso de S. cepivorum también se han evaluado la aplicacion de estimulantes
de la germinacion como es el caso del extracto de puerro (Argiello et al., 2009),
compuestos azufrados que inducen a los esclerocios a germinar y que tiene como finalidad

disminuir la densidad de inoculo en el suelo (Hovis y McDonald, 2002).

2.8.2 Control fisico

En este método de control se describe la solarizacion del suelo, el cual, de acuerdo con
Singh et al. (1990) es una técnica efectiva para reducir la viabilidad de los esclerocios de S.
rolfsii hasta en un 90%, no obstante, Aimcra (1998), menciona que la aplicacion de este
método en superficies grandes pierde viabilidad, por lo que solo en pequefios lugares es

efectiva y econdémica su aplicacion.

Para el caso de S. cepivorum, Adams (1987), menciona que la temperatura y la baja
humedad afectan la supervivencia de los esclerocios y que es posible alcanzar la dosis letal
media a una temperatura de 35°C durante 129,6 hrs, debido no solamente al dafio causado
al esclerocios sino por la colonizacion de algunos microorganismos en la superficie del
esclerocio tales como Trichoderma, Verticillium, Fusarium, Mucor y Aspergillus los cuales

fueron reportados por McLean et al. (2001). Al respecto, Thaning y Gerhardson (2001),

21



mencionan que no encontraron ningun efecto negativo sobre la viabilidad de los esclerocios
ni tampoco colonizacion de esclerocios después de someter el suelo a solarizacion con

plastico oscuro durante a 10 a 13 semanas.
2.8.3 Variedades resistentes

Se han realizado estudios para evaluar la resistencia de la cebolla al ataque de S. cepivorum
sin embargo, no han sido identificadas variedades inmunes al ataque del patdgeno, Coley-
Smith (1990), menciona que es posible que los factores climéaticos y geograficos
contribuyan a que los resultados que se plantean respecto a la resistencia de algunas
variedades sean inconsistentes. Sin embargo, Crowe (1995), menciona que no existen

especies del genero Allium inmunes al ataque de S. cepivorum.

Por su parte, Aimcra (2006), menciona que la utilizacion de variedades resistentes al ataque
de S. rolfsii es una de las alternativas mas prometedoras. De esta manera Hunger et al.
(2002), citan como una posible alternativa para obtener variedades resistentes la aplicacion
de técnicas de ingenieria genética para obtener variedades que exuden menos por las raices.

2.8.4 Control quimico

Dentro de las alternativas para el control y prevencién de la pudricién causada por S.
cepivorum y S. rolfsii se encuentra el uso de productos quimicos los cuales son
ampliamente utilizados (Hagan y Olive, 1999; Delgadillo et al., 2002). A pesar de ser
considerados como una alternativa viable, los resultados obtenidos en evaluaciones en
distintas partes del mundo muestran un comportamiento distinto del hongo ante los

productos utilizados para su combate en este caso, S. rolfsii (Hagan y Olive, 1999).

De acuerdo con Punja (1985) la aplicacion de algunos fungicidas es efectiva no solo para
inhibir la germinacién de los esclerocios sino que ademas impiden el crecimiento miceliar

del hongo.
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De acuerdo con Coley-Smith (1990), el primer fungicida utilizado con éxito en el control
de la pudricion causada por S. cepivorum fue el cloruro de mercurio y posteriormente se

usaron el dicloran, el pentacloronitrobenceno, los bencimidazoles y las dicarboximidas.

Dentro de los fungicidas mas utilizados para el control de S. cepivorum se encuentran el
grupo de los dicarboximidas que incluye la proximidona (Stewart y Fullerton, 1991).
También se encuentran los triazoles que agrupan al triadimefon, triadimenol y tebuconazole
asi como también el grupo piridinamina que incluye el fluazinam (Corbaz, 1994; Davies,
1994) citados por Delgadillo et al. (2002).

Por otro lado, Crowe (1995), menciona que muchos fungicidas pierden su efectividad
debido a la degradacion microbiana en el suelo y aquellos que tienen resistencia a este
proceso tienden a acumularse causando contaminacién en el suelo, tal es el caso de cloruro
de mercurio (Coley-Smith, 1990).

2.8.5 Control biologico

El control bioldgico incluye estrategias y métodos para controlar las enfermedades a través
de la actividad de organismos vivos distintos del hombre. El control bioldgico se define
como “la reduccién de la densidad de indculo o de las actividades inductoras de
enfermedad de un patégeno o un parasito, en estado activo o durmiente, por la accién de
uno o mas organismos” (Baker y Cook, 1974) citado por Melgarejo et al. (2005). En el
control bioldgico interviene un elemento vivo junto con el huésped y el patégeno, llamado
antagonista. En términos de control bioldgico, los antagonistas son agentes bioldgicos con
potencial para interferir en cualquiera de los procesos vitales de los patdgenos vegetales.
Los antagonistas pueden ser de todo tipo de organismos: hongos, bacterias, nematodos,

protozoos, virus, viroides y plantas (Melgarejo et al., 2005).

La posibilidad de control bioldgico de la pudricion blanca de la cebolla ha sido investigada
desde 1969 por Ghaffar, citado por Kay y Stewart (1994) y se han identificado tanto hongos

como bacterias con potencial de control. EI control bioldgico en este tipo de enfermedades
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estd orientado a disminuir la densidad de in6culo mediante antagonistas que destruyan los

esclerocios o en algunos casos que eviten su formacion (Cook, 1979).

Rai y Saxena (1975), lograron aislar a partir de esclerocios de Sclerotinia sclerotiorum
diferentes antagonistas, mostrando mayor actividad antagénica los géneros Penicillium y
Aspergillus. Por su parte, Granados (2004), cita a Ayers y Adams (1981) los cuales
informan la capacidad antagénica de Sporidesmium sclerotiborum para destruir los
esclerocios de S. sclerotiorum, S. minor y S. cepivorum. En este sentido, Singh et al.,
(2003), evaluaron in vitro la capacidad antagonica de 186 cepas bacterianas y encontraron
dos cepas de Pseudomonas fluorescens “NBRI-N6 y NBRI-N” que lograron disminuir el
crecimiento micelial de S. rolfsii de manera significativa. Por su parte, Errakhi et al. (2007)
citado por Remesal (2011), reportan la capacidad que tienen algunas bacterias del género

Streptomyces para disminuir la enfermedad causada por S. rolfsii en cultivo de remolacha.

Gliocladium catenulatum es reportado por Tsigbey y Nutsugah (1999), mencionan que el
hongo redujo el crecimiento de las colonias, la formacion de esclerocios y la maduracion de
S. cepivorum y sugieren que es posible su utilizacién dentro del control bioldgico de este
patogeno.

2.9 El género Trichoderma dentro del control bioldgico

El género Trichoderma engloba a un conjunto de especies que han demostrado ser efectivas
dentro del control bioldgico de plagas y enfermedades e incluso algunas de ellas tienen la
capacidad de estimular crecimiento en algunas plantas (Stefanova et al., 1999). Algunos de
los hongos presentes en el suelo y que causan enfermedades en plantas cultivadas son los
géneros Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotium, Pythium y Fusarium principalmente, sin
embargo, Trichoderma spp. ha mostrado buenos resultados en el control de estos patdgenos
(Ezziyyani et al., 2004).

El género Trichoderma esta compuesto por un gran numero de especies de hongos
saprofitos presentes en ecosistemas terrestres: suelos agricolas, pastizales, bosques y
desiertos y acuaticos (Zhang et al., 2005). Trichoderma ha sido considerado por muchos
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autores como un modelo excepcional debido a las caracteristicas favorables que posee, por
ejemplo, puede cultivarse facilmente en diferentes medios y crecer en diferentes substratos,
es de crecimiento rapido, es inocuo y pocas veces se comporta como patdgeno, presenta
distintos mecanismos de accion antagonica ante un gran namero de patégenos y puede

inducir crecimiento en algunas plantas (Falconi, 1997).

Trichoderma ha sido estudiado como un organismo importante dentro de la
biodegradacion, también como un bioindicador sin embargo, se le da mayor importancia
como un organismo antagonico de patogenos del suelo (Falconi, 1997). Dentro de la
agricultura, Trichoderma tiene un papel importante como antagonista de numerosos
patdgenos, tiene la capacidad de producir compuestos que actian como fungicidas que
inhiben el crecimiento al tiempo que producen enzimas que degradan las paredes celulares
de las hifas de los patogenos, compiten con ellos no solo por nutrientes sino también por

espacio y por oxigeno (Villegas, 2000).

De acuerdo con Fuentes et al., (2001) citado por Cabos (2010), especies de Trichoderma
como T. harzianum, T. viride, T. pseudokoningii, T. hamatum y T. parceromosum tienen
capacidad antagénica frente a patdgenos tales como Rhizoctonia solani, Fusarium
oxysporum, Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum gloeosporioides, Sclerotium rolfsii,
Rosellinia bunodes, Phytophthora cinnamomi, Phytophthora cactorum, Botrytis cinerea,

Armillaria mellea, Phytium sp. y Cryptonectria parasitica.

De acuerdo con Stefanova et al., (1999) mediante de la produccion de metabolitos no
volatiles las especies de T. harzianum y T. viride logran reducir el crecimiento de
Phytophthora nicotianae y Rhizoctonia solani y sugieren que se pueden emplear como
biopreparados para combatir hongos del suelo en tabaco, hortalizas y granos. Suarez et al.
(2008), evaluaron in vitro tanto cepas nativas de Trichoderma harzianum como cepas

comerciales y encontraron que ambas poseen antagonismo sobre Fusarium solani.

En este sentido, Santander (2013), encontré que al combinar T. harzianum y B. subtilis a
una concentracion de 10° con/mL y 10® ufc/mL logré reducir la marchitez del pimentén

causada por P. capsici en un 70%.
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Son muchos los trabajos en los cuales las especies de Trichoderma han mostrado ser
excelentes candidatos para ser utilizados dentro del control bioldgico. En este sentido,
autores como Mdnaco et al. (1998) mencionan que T. harzianum y T koningii tienen la
capacidad para parasitar esclerocios de S. sclerotiorum. Rodriguez et al. (1999) mencionan
que es factible el uso de Trichoderma dentro del control biolégico de hongos que causan
dafio a las semillas boténicas de cafia de azucar. Por su parte, Michel, (2001) y Michel et al.
(2009) encontraron que diferentes especies del género Trichoderma presentan actividad
micoparasitica sobre F. oxysporum y F. subglutinans. También ha sido reportado
Trichoderma como biocontrolados in vitro sobre Botrytis cinerea, Mycosphaerella fijiensis,
Cladosporium fulvis y Rhizoctonia sp. (Ponce, 2002; Arzate et al., 2006; Torres et al.,
2008; Martinez et al., 2008).

Estudios mas recientes muestran el potencial que Trichoderma tiene para controlar
patdgenos de plantas, tal y como lo reporta Cruz et al. (2010), los cuales evaluaron cuatro
cepas de Trichoderma spp. sobre Sarocladium oryzae (Sawada) las cuales mostraron
capacidades potenciales de biocontrol frente a este patdgeno. Por su parte, Otadoh et al.
(2011), mencionan que las especies de Trichoderma reesei y Trichoderma koningii tienen
potencial para ser utilizados como agentes de control bioldgico frente a Fusarium
oxysporium. Asi también, Nina et al. (2011), evaluaron a Trichoderma como control
bioldgico del damping off en Coffea arabica y encontraron que Trichoderma tiene control
antagénico ante Rhizoctonia sp. y Fusarium sp. Del mismo modo, Trichoderma viride
resulto tener mayor eficiencia que Pseudomonas aeruginosa y Bacillus subtylis cuando
fueron evaluados como antagonistas de patdgenos como Phytophthora spp. Fusarium

moniliforme y Rhizoctonia (Noja y Medina, 2011).

2.10 Taxonomia de Trichoderma

El género Trichoderma fue propuesto por Person en el afio de 1794 y agregaba Unicamente
cuatro especies, posteriormente Rifai (1969), agrega nueve especies mas y actualmente este
género esta compuesto por mas de 30 especies con efectos benéficos para la agricultura y

otras ramas (Paez, 2006).
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Taxonomicamente el género Trichoderma se encuentra dividido de la siguiente manera:
pertenece al Reino: Fungi, Division: Eumycota, Subdivision: Deuteromycotina, Clase:
Hyphomycetes, Orden: Hyphales, Familia: Moniliaceae, Género: Trichoderma spp.
(Samuels, 1996; Kuhls et al., 1997).

Presenta un estado sexual o teleomorfo colocado dentro de la Clase: Ascomycetes, Serie:
Pyrenomycetes, Orden: Hipocreales, Género: Hypocrea. Tiene como sinonimo el género

Tolypocladium (Carlier et al., 1994).

La clasificacion taxonémica de este género ha resultado problematica debido a que en sus
inicios se clasifico de acuerdo a caracteristicas morfoldgicas como la velocidad de
crecimiento o caracteristicas de la esporulacion, de los conidios o conidiéforos (Samuels,
1996). No obstante, los estudios de polimorfismo y secuenciacion del ADN han ido
confirmando especies de este género (Lieckfeldt et al., 1998).

2.11 Morfologia de Trichoderma

La mayoria de las colonias del género Trichoderma son de color blanco al inicio,
posteriormente toman un color verde brillante o amarillento como resultado de una
esporulacién densa (Rifai, 1969). ElI micelio que producen es delgado y visto en el
microscopio es fino. Posee hifas tabicadas con mas de un nucleo por célula (Rosen et al.,
1974). Presenta conidioforos hialinos muy ramificados no verticulados, presentes en forma
de penachos compactos que forman anillos con un sistema de ramas irregulares en forma de
piramide. Estos terminan en fidlides donde se forman las esporas asexuales o conidios de
2.5 a 3.0 um con un solo ndcleo haploide, ovoides y de color verde, su pared esta

compuesta de quitina y glucanos (Rifai, 1969; Rosen et al., 1974).

Produce tres tipos de propagalos: hifas, conidios y clamidosporas, estas ultimas se
producen bajo ciertas condiciones nutrimentales 0 como respuesta a ciertas condiciones
adversas. Son de vital importancia para la sobrevivencia del género (Lewis y Papavizas,
1984; Fernandez-Larrea, 2001). Las clamidosporas pueden ser globosas o subglobosas,
terminales o intercalares de color verde y con un diametro menor a 15 um (Samuels, 1996).
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En medio de cultivo agar, Trichoderma crece y se desarrolla rapido, no forma micelio
aéreo, produce abundantes conidios en forma de polvo de color verde-amarillo, y en
algunos casos, los cultivos desprenden un olor a coco (Samuels, 1996).

En ambientes naturales las especies de este género tienden a utilizar un amplio rango de
compuestos como fuente de carbono y nitrdgeno, entre ellos monosacéridos, disacaridos,
polisacaridos, purinas, pirimidinas y aminoécidos (Danielson y Davey, 1973; Tye y Willets,
1973).

2.12 Fisiologia de Trichoderma

Las especies del género Trichoderma estan presentes en diferentes habitat y suelos, no
obstante, las condiciones ambientales influyen sobre la presencia de ciertas especies en un
determinado lugar (Jensen y Wolffhechel, 1995). Trichoderma es un hongo aerdbico capaz
de resistir un amplio rango de temperaturas, de acuerdo con McBeath y Adelman (1991)
citado por Martinez et al. (2013), reportan una cepa aislada en suelo de Alaska que creci6 a

4 °C pero que tolero hasta 33 °C.

De acuerdo con Danielson y Davey (1973), el desarrollo de Trichoderma esta relacionado
con la temperatura, sin embargo, esta relacién al parecer depende de la especie y del propio
aislamiento, ya que T. pseudokoningii y T. saturnisporum Hammill toleran de 40 a 41 °C,
T. harzianum 38 °C, T. koningii y T. hamatum 35 °C y T. viride y T. polysporum 31 °C. Por
su parte Knudsen y Bin (1990), reportan para algunos aislamientos de T. harzianum una

temperatura 6ptima de 20 °C.

En cuanto al efecto de la temperatura sobre la interaccion in vitro de Trichoderma ante
algunos patégenos que forman esclerocios Rollan et al. (1999), mencionan que
Trichoderma spp. coloniza mejor los esclerocios de S. sclerotiorum y S. minor a
temperaturas de 25 a 30 °C, mientras que el mismo efecto ocurre entre 20 a 25 °C sobre S.
rolfsii. Ademas, mencionan que la capacidad de las especies de Trichoderma para parasitar
a los esclerocios, en general, fue mayor a 25 y 30 °C encontrando diferencias en el
comportamiento de las especies.
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Respecto al pH las especies del género Trichoderma se desarrollan en suelos con un rango
de pH de 5.5 hasta 8.5, no obstante los valores Optimos se encuentran entre 5.5 y 6.5
declinando notablemente su crecimiento a pH cercanos al 8.5 (Besoain, 2005).

La humedad del suelo y la cantidad de materia organica también juegan un papel
importante sobre el crecimiento de Trichoderma. En este sentido, Paez (2006) citado por
Cholango (2009), mencionan que Trichoderma se desarrolla mejor en presencia de
humedad, con un 60% como optimo de humedad en el suelo. Por otro lado, a pesar de que
los requerimientos nutricionales de los hongos filamentosos son pocos, Trichoderma crece

mejor en suelos ricos en materia organica (Papavizas, 1985).

2.13 Mecanismos de accién

Han sido varios los mecanismos de accion reportados con los cuales el género Trichoderma
ha logrado controlar el crecimiento y desarrollo de varios patdgenos. Sin embargo, los
principales que se reportan son el micoparasitismo, la antibiosis y la competencia por
espacio y por nutrientes (Harman, 2000). De forma indirecta presenta otros mecanismos,
entre ellos se encuentran la resistencia inducida, tolerancia al estrés mediante la produccion
de raices, inactivacion de enzimas producidas por patdgeno, entre otros (Harman, 2000). De
acuerdo con Jensen y Wilffhechel (1995), puede utilizar varios mecanismos a la vez para
hacer méas efectivo su antagonismo. Esta diversidad de mecanismos le permiten a
Trichoderma spp. Ser excelentes antagonistas y exitosos colonizadores de un gran namero
de habitat (Schuster y Schmoll, 2010).

2.13.1 Antibiosis

El mecanismo de antibiosis que ejerce Trichoderma spp. es mediante la produccion de
enzimas hidroliticas o bien por metabolitos secundarios (Jensen y Wilffhechel, 1995).
Mediante antibiosis se inhibe el desarrollo del patégeno o se causa la muerte del organismo
por un compuesto metabolizado por el otro organismo. Cuando se lleva a cabo una

interaccion antagonista-patdgeno se producen enzimas liticas extracelulares y antibioticos
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por parte del antagonista que inhiben el crecimiento del patogeno (Schirmboéck et al.,
1994).

De acuerdo con Ghisalberti y Sivasithamparam (1991), Trichoderma produce distintos
metabolitos secundarios, los cuales dependen de la cepa y los divide en tres grupos;
Peptaiboles (oligopeptidos lineales), antibidticos polares (acido heptelidico) y antibioticos
volatiles (6-pentil-a-pirona). Tanto los peptaiboles como los compuestos polares actian a
corta distancia, es decir, cerca del hospedero (Ghisalberti y Sivasithamparam, 1991).
Algunas especies de Trichoderma producen compuestos antifingicos que acttian sobre R.
solani y R. rolfsii y que ocasionan la desintegracion de las hifas (Cook y Baker, 1989)
citado por Martinez et al. (2013).

2.13.2Competencia

La competencia es la habilidad de un microorganismo para utilizar un sustrato de forma
mas eficiente que otro. Pueden competir por nutrientes o espacio, oxigeno o luz.
Trichoderma es un fuerte competidor por nutrientes como carbono, nitrégeno y hierro
(Sivan y Chet, 1989; Inbar y Chet, 1997). Colonizan rapidamente el suelo y evitan la
proliferacion de otros organismos. Anke et al. (1991), registraron la produccion de
hidroxamato, un sideréforo producido por Trichoderma spp. bajo condiciones deficientes
de hierro que le permite tomar el hierro de forma reducida y evitando la sobrevivencia de

otros organismos al disponer de las pocas cantidades de este mineral.

Una de las caracteristicas importantes de Trichoderma es su rapido crecimiento, lo que lo
convierte en un buen competidor por espacio principalmente en condiciones in vitro (Reyes
et al., 2008). No obstante, in vivo la competencia de Trichoderma esta relacionada con la

capacidad para colonizar la raiz o el espacio adyacente a éstas (Hjeljord y Tronsmo, 1998).
2.13.3 Micoparasitismo

El micoparasitismo es una interaccion directa que se da entre el antagonista y el hongo
patogeno (Inbar y Chet, 1997); en donde el antagonista utiliza al patogeno como alimento,

siendo este el principal mecanismo de accion utilizado por Trichoderma (Fernandez-Larrea,
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2001). De acuerdo con Harman (2000), es un proceso muy complejo que involucra no sélo
el crecimiento del antagonista hacia el patégeno sino también un proceso de enrollamiento

y destruccién de hifas.

El proceso de micoparasitismo se puede dividir en cuatro etapas principales de acuerdo con
Chet y Benhamou (1998):

1. Crecimiento quimiotrofico. En esta etapa se lleva a cabo un quimiotropismo
positivo en el cual Trichoderma detecta a su huésped a cierta distancia y crece hacia
él.

2. Reconocimiento. esto implica la interaccion de moléculas de lectinas-hidratos de
carbono. La produccion de lectinas se ha investigado en Rhizoctonia solani (Kiinh)
y Sclerotium rolfsii (Sacc.). En todos los casos se encontraron evidencias directas de
que las lectinas estan involucradas en el micoparasitismo (Chet y Inbar, 1994;
Pérez, 2004).

3. Adhesion y enrollamiento. Si la respuesta de reconocimiento es positiva las hifas de
Trichoderma se adhieren a las hifas del hospedante mediante la formacion de
estructuras parecidas a ganchos o apresorios y se enrollan alrededor de éstas
(Golman et al., 1994) citado por Pérez (2004). La adherencia de las hifas de
Trichoderma se lleva a cabo mediante la union de un azucar presente en la pared del
antagonista y una lectina en la pared del patdgeno (Chet y Benhamou, 1998).

4. Actividad litica. De acuerdo con Haran et al. (1996), en esta etapa ocurre la
produccion de enzimas liticas extracelulares, fundamentalmente quitinasas,
glucanasas y proteasas que degradan las paredes celulares y posibilitan la

penetracion.

Las enzimas juegan un papel importante en el micoparasitismo, dentro de ellas la -
1,3 glucanasa se considera esencial dentro de este mecanismo debido a que participa

en la degradacion de la pared celular de los patdgenos (Sanz et al., 2005).

El micoparasitismo finaliza una vez que las celulas del hospedante pierden el

contenido citoplasmatico (Nico et al., 2005).
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2.14 Control bioldgico de S. cepivorum con Trichoderma

En un estudio realizado por Oliveira et al. (1982), acerca del antagonismo ejercido por
Trichoderma harzianum sobre Sclerotium cepivorum, encontraron que Trichoderma mostré
buen control debido a que destruyd las hifas del patdgeno y redujo en 65,6% el crecimiento

micelial.

En 1994 Bautista y Acevedo realizaron un experimento in vitro y mediante cultivo dual
evaluaron la capacidad antagénica de 16 cepas de Trichoderma spp. contra S. cepivorum
resultando cinco de ellas con gran capacidad antagdnica ante el patégeno debido a su rapido
crecimiento y a que impidieron la formacion de estructuras de resistencia por parte del

patogeno.

Por su parte, Correa et al. (1996), mencionan que mediante la excrecion de metabolitos
secundarios como las tricozianinas, T. harzianum es capaz de controlar el crecimiento del
micelio y la formacidon de esclerocios de S. cepivorum. De acuerdo con McLean y Stewart
(2000), las especies de T. harzianum, T. virens y T. koningii presentaron en ensayos de

invernadero capacidad antagonica sobre S. cepivorum.

Con respecto al micoparasitismo de esclerocios de S. cepivorum McLean et al. (2001),
reportan la presencia de Trichoderma en esclerocios de S. cepivorum recuperados y
mencionan que la solarizacion es mas efectiva cuando se combina con algin control
bioldgico. Clarkson et al. (2004), reportan la capacidad de T. viridae y T. pseudokoningii
para degradar hasta en un 80% los esclerocios de S. cepivorum en suelo arcillo-limoso.

Con respecto a la cebolla, Obregdn (2001), realizé un ensayo in vitro y menciona que T.
harzianum tiene potencial antagbnico para combatir la pudricion blanca de la cebolla
causada por S. cepivorum, debido a que presentd una invasién de 50 y 75% sobre el

patogeno.

Recientemente Ulacio et al. (2011), evaluaron el efecto de T. harzianum sobre la densidad
y viabilidad inicial y final de esclerocios de S. cepivorum, asi como también el efecto de los

extractos vegetales, el nitrato de calcio, la solarizacion y el tebuconazole y mencionan que
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el manejo de la pudricion blanca es factible mediante el manejo integrado ya que ellos
obtuvieron la mayor produccion con el tratamiento que incluia extractos vegetales, T.

harzianum y Nitrato de calcio.
2.15 Control bioldgico de S. rolfsii con Trichoderma

La capacidad antagonica de Trichoderma spp. ante patdgenos como S. rolfsii ha sido
reportada en varias ocasiones (Fernandez-Larrea, 2001). Elad et al. (1980) mencionan que
aislaron una cepa de T. harzianum y la evaluaron contra S. rolfsii y R. solani y encontraron
que el antagonista era capaz de ocasionar lisis en las células del micelio de los patogenos,
logrando con esto disminuir la enfermedad causada por esos agentes. Del mismo modo
Silveira (1995) citado por Gonzélez et al. (2005), encontr6 mejores resultados contra S.
rolfsii en frijol, al tratar el suelo con biopreparado de Trichoderma TN-21, el cual redujo

las afectaciones de la enfermedad en un 35,1%.

En un estudio realizado por Haran et al. (1996), encontraron que T. harzianum produce
diferentes niveles de enzimas hidroliticas cuando se encuentra compitiendo contra S. rolfsii
0 R. solani revelando con esto una selectividad enzimatica dependiente del sustrato o
patdgeno a controlar. A su vez Benhamou y Chet (1996) mencionan que T. harzianum
muestra micoparasitismo ante esclerocios de S. rolfsii mediante un proceso de hidrolisis
enzimatica. Siendo las glucanasas las responsables de la hidrolisis de los B-glucanos
(Gonzalez et al., 2011).

Rollan et al. (1999), evaluaron el efecto de la temperatura sobre la capacidad antagénica de
seis especies de Trichoderma; T. koningii, T. hamatum, T. pseudokoningii, T. harzianum, T.
aureoviride y T. longibrachiatum frente a Sclerotinia sclerotiorum, S. minor y Sclerotium
rolfsii. Encontraron que una temperatura de 20 a 25 °C Trichoderma logré colonizar a S.
rolfsii pero a 30°C S. rolfsii crecid sobre Trichoderma spp. inhibiendo su efecto antagonico.

De acuerdo con Sandoval y Lépez (2000), la cepa de T. harzianum A-34 mostré una

actividad antagonista e hiperparasitica in vitro sobre S. rolfsii. También in vitro Michel et
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al. (2005) citado por Calvo et al. (2012), mencionan que tuvieron valores de inhibicion de

crecimiento de un 94% contra S. rolfsii.

En cultivo de remolacha Farias (2005), evalu6é tres cepas nativas de Trichoderma
correspondiente a T. harzianum, T. parcenamosum y T. virens contra S. rolfsii siendo T.
harzianum la que presentd un control preventivo més eficaz. Del mismo modo (Garcia et
al., 2006; Arias y Duarte, 2006) reportan potencialidades antagonicas de T. harzianum y T.
koningii sobre S. rolfsii. En cultivo de mani al aplicar T. harzianum y Rhizobium aumento
el crecimiento de las plantas y se logro controlar la pudricion del tallo causada por S. rolfsii
(Ganesan et al., 2004).

En otro trabajo realizado por Correa et al. (2007), identificaron 20 cepas de Trichoderma
pertenecientes a las especies de T. aureoviride, T. harzianum, T. crassum y T. viride. Doce
mostraron potencial antagonico ante S. rolfsii y cinco de ellas se clasificaron en la clase 1
en la escala de Bell et al., (1982). Asi mismo en el trabajo realizado por Gonzélez et al.

(2008), T. viride fue quien presenté mayor efecto antagdnico ante S. rolfsii.

Con el fin de evaluar la capacidad antagonica de Trichoderma spp. tanto in vitro como en
invernadero ante S. rolfsii y R. solani, Hoyos et al. (2008) realizaron ocho aislamientos de
los cuales todos mostraron efectos ante los patdgenos in vitro, no obstante, en invernadero

solo cuatro fueron altamente eficaces.

Més recientemente se han confirmado las potencialidades de T. harzianum ante S. rolfsii,
S. cepivorum y otros patdgenos (Garcia et al., 2010). En este sentido Yaqub y Shahzad
(2010), mencionan que in vitro T. harzianum y T. pseudokoningii inhibieron el crecimiento,

causaron enrollamiento de micelio y lisis de hifas de S. rolfsii.

El mecanismo de antibiosis también ha sido reportado ya que fue evaluada la especie de T.
asperellum misma que al estar en contacto con S. rolfsii produjo compuestos volatiles como
el 2-metil-1-butanol, 3-metil-1-butanol, entre otros, los cuales presentaron in vitro actividad

fungistica sobre el patdgeno (Ruiz, 2011).
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En cultivo de cebolla son pocos los trabajos encontrados respecto al control de S. rolfsii con
especies del genero Trichoderma. No obstante, Aparicio (2010) evalu6 el crecimiento, el
contenido de compuestos fendlicos, flavonoides totales y la actividad de peroxidasa en tres
variedades de cebolla con diferentes grados de pigmentacion inoculadas con T. harzianum
y su relacion con el control de S. rolfsii. Encontré que todas las variedades presentaron
aumento en el desarrollo, hubo cambios en el contenido de compuestos fendlicos y
flavonoides siendo las variedades roja y morada las de mayor contenido. La severidad de la
enfermedad causada por S. rolfsii fue menor en las plantas tratadas con T. harzianum y a su

vez fue menor en las variedades pigmentadas que en la variedad blanca.
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3 JUSTIFICACION

El cultivo de la cebolla en la region Ciénega de Chapala es sin duda uno de los mas
importantes, siendo el municipio de Villamar el principal productor en el estado de

Michoacan.

Entre las principales enfermedades del cultivo se encuentran la pudricion blanca y la
pudricién surefia, ocasionadas por dos hongos del género Sclerotium; ambos afectan
directamente los bulbos, por lo que pueden causar pérdidas en la produccién que pueden
llegar al 100% cuando se presentan las condiciones favorables para que se desarrollen

dichas enfermedades.

Debido a que no existe en la region un manejo integrado para combatir a S. cepivorum y S.
rolfsii, los productores hacen uso excesivo de productos quimicos, sin considerar la
resistencia que adquieren los patégenos a estos, razén por la cual en muchos de los casos

son poco efectivos y solo incrementan los costos de produccion.

Por lo anteriormente sefialado, el presente trabajo pretende contribuir al control de S.
cepivorum y S. rolfsii por medio de la utilizacién de Trichoderma como agente antagonista

de estos hongos Y diversificar los métodos de control.
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4 HIPOTESIS

El hongo Trichoderma harzianum tiene un efecto antagonista sobre Sclerotium cepivorum y

Sclerotium rolfsii, tanto in vitro como en el cultivo de la cebolla.

5 OBJETIVOS
5.1 General

e Determinar el efecto antagonico de Trichoderma harzianum sobre Sclerotium

cepivorum y Sclerotium rolfsii.
5.2 Especificos

o Identificar la especie a nivel molecular de una cepa de Trichoderma sp. aislada de
suelo dedicado a la produccion de cebolla, de la region Ciénega de Chapala.

e Evaluar in vitro e in vivo, el efecto antagonico de la cepa aislada de la region
(Trichoderma sp.) sobre S. cepivorum y S. rolfsii.

e Determinar los mecanismos de accion de Trichoderma sp. ante cada uno de los

patogenos.
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6 MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevo a cabo en dos etapas una in vitro y la otra in vivo.
6.1 Etapa in vitro.

La fase in vitro se realiz6 en los meses de marzo y abril de 2013 en el laboratorio de
Fitopatologia del Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral

Regional Unidad Michoacan.

6.2 Material bioldgico
6.2.1 Aislamiento y produccién de Trichoderma harzianum.

El hongo antagonista se aislé mediante la técnica de diluciones decimales, la cual consistid
en diluir 10 g de suelo en un frasco de vidrio con 90 ml de agua destilada estéril, a
continuacion se agité con la mano durante cinco minutos. De la primera dilucion se tomd 1
ml y se depositd en un tubo de ensayo con tapa rosca que contenia 9 ml de agua destilada
estéril, se agitd durante 30 segundos aproximadamente en un agitador vortex, de ahi se
tomaron con una micropipeta 0.3 ml y se colocaron en una caja Petri con medio de cultivo
papa dextrosa agar (PDA) acidificado con acido lactico al 85%, esnseguida se incub0
durante cuatro dias a una temperatura de 25°C +2. Crecieron varias colonias de hongos,
algunas con caracteristicas morfologicas propias del género Trichoderma spp. como es la
coloracion verde brillante (Rifai, 1969). El aislado se purifico por medio de punta de hifa'y
fue crecido en PDA. La reproduccion del hongo se realiz6 utilizando bolsas de polipapel de
2 kg en las cuales se agregaron 200 g de arroz y 60 ml de agua destilada, posteriormente
fueron esterilizadas dos dias seguidos durante 15 minutos a 121 °C, una vez esteril el
sustrato se dejo enfriar y después se inoculé con 5 discos de 0.5 cm de diametro que
contenia el micelio de T. harzianum crecido en PDA durante ocho dias, las bolsas se
colocaron en un agitador orbital para matraces con plataforma EBERBACH durante 48 hrs
y después se mantuvo en una incubadora digital con control de temperatura de la marca

Thermo Electron Corporation® modelo 3721 a una temperatura de 25°C +2 durante un mes.
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6.2.2 Aislamiento y reproduccion de patdgenos.

Tanto S. cepivorum como S. rolfsii fueron aislados a partir de esclerocios obtenidos de
bulbos de cebollas infestadas colectadas en los campos muestreados. Los esclerocios fueron
desinfectados con hipoclorito de sodio al 2%, enjuagados cinco veces con agua destilada
estéril, secados en papel absorbentes estéril y crecidos en papa dextrosa agar (PDA) durante
un mes a una temperatura de 23 y 27 °C para S. cepivorum y S. rolfsii respectivamente.
Para el caso de S. rolfsii se adicionaron 50 g de harina de frijol a un litro de medio (PDA) y
se esterilizo a 121°C durante 15 min., esto para favorecer la produccion de esclerocios del

patdgeno que serian utilizados para inocular los respectivos tratamientos.

6.2.3 Confrontacion in vitro de Trichoderma harzianum ante Sclerotium

rolfsii.

La capacidad antagonica de T. harzianum fue evaluada enfrentando este hongo con S.
rolfsii mediante cultivo dual (Cherify Benhamou, 1990). Para ello fue necesario poner en
cajas Petri con medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) dos discos de micelio activo
(cultivo de 48 hrs) de 0.5 cm de diametro, uno de T. harzianum y otro de S. rolfsii. Los
discos se colocaron al mismo tiempo, opuestos y equidistantes de tal forma que el patdgeno
quedo frente al antagonista. Se utilizaron tratamientos control los cuales consistian en poner
un disco de 0.5 cm de diametro de micelio activo del patogeno y del antagonista en el
centro de una caja Petri, individualmente. Cada tratamiento incluido los controles se
realizaron con cuatro repeticiones. Finalmente se rotularon cuidadosamente cada una de las
cajas y se incubaron a 27 °C. Tanto el crecimiento del antagonista como el crecimiento del
patdgeno fueron registrados cada 24 hrs. La toma de datos finalizé hasta que el patdgeno
colonizé toda la caja en el tratamiento control. Se determiné el porcentaje de inhibicién del
crecimiento radial (PICR) usando la férmula de Samaniego utilizada por Ezziyyani et al.,
(2004), PICR = (R1-R2)/R1*100) donde R1 es el radio del patdgeno testigo y R2 es el
radio del patdgeno con el antagonista. EI porcentaje de parasitismo se determind a partir del
contacto entre ambos hongos, midiendo el avance del antagonista sobre el patégeno.
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6.2.4 Confrontacion in vitro de Trichoderma harzianum ante Sclerotium

cepivorum.

Para el caso de S. cepivorum se utilizé la misma metodologia anteriormente descrita con la
variante de que el disco de 0.5 cm de didmetro con micelio de S. cepivorum se sembro dos
dias antes de colocar a T. harzianum, esto debido a que presenta un crecimiento més lento
que el antagonista. También cabe mencionar que la temperatura de incubacion para este
patogeno fue de 23°C.

6.2.5 Clasificacion antagonica de T. harzianum.

La clasificacién del antagonismo de la cepa de Trichoderma aislada se determiné utilizando
la escala propuesta por Bell et al. (1982), después de 15 dias de enfrentamiento. La escala
engloba cinco categorias que van del uno al cinco dependiendo el grado de antagonismo, en
la categoria 1: Trichoderma cubre totalmente la caja Petri y crece sobre el patdgeno, en el
2: Trichoderma crece en 2/3 de la caja Petri, en el 3: Tanto Trichoderma como el patdgeno
colonizan cada uno la mitad de la caja Petri, en el 4: El patdgeno coloniza las 2/3 partes de
la caja Petri y finalmente en el 5: El patdgeno cubre completamente la caja Petri y crece

sobre Trichoderma. Despueés de 15 dias de enfrentamiento se determind el antagonismo.
6.2.6 Porcentaje de inhibicion en la produccion de esclerocios.

Después de 30 dias de enfrentamiento antagonista-patdgeno (15 para S. cepivorum) se
procedid a contar los esclerocios producidos en cada una de las cajas Petri asi como en los
controles. El porcentaje de inhibicion de los esclerocios se obtuvo mediante el promedio de

las cuatro repeticiones por tratamiento.

6.2.7 Parasitismo de Trichoderma harzianum en esclerocios de S. cepivorum

y S. rolfsii.

Los esclerocios producidos en las pruebas duales, fueron colectados para evaluar el
parasitismo de Trichoderma. Para ello primero se lavaron los esclerocios con agua destilada
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estéril y posteriormente se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 2% durante un minuto,
nuevamente se lavaron cinco veces con agua destilada estéril y después se secaron bajo
campana de flujo en papel absorbente estéril, finalmente se tomaron al azar 20 esclerocios
de S. rolfsii y S. cepivorum producidos en las pruebas duales, se realizaron cuatro
repeticiones haciendo un total de 80 esclerocios evaluados para cada patdgeno, los cuales
fueron sembrados en PDA e incubados a 27°C (S. rolfsii) y 23°C (S. cepivorum). Cuatro
dias después de la siembra se determind el porcentaje de esclerocios viables y parasitados.

Los valores se obtuvieron como el promedio de cuatro repeticiones por patdgeno.

6.3 Etapain vivo.

6.3.1 Localizacion del sitio experimental.

El estudio desarrollado en macetas a campo abierto, se realizé en la comunidad de La
Palma, municipio de Venustiano Carranza, Michoacéan, a una altitud de 1520 msnm. Se
utilizo6 suelo infestado naturalmente con Sclerotium cepivorum y Sclerotium rolfsii obtenido
de parcelas productoras de cebolla de dicha comunidad y de parcelas en las que nunca se ha
cultivado cebolla, este dltimo suelo fue sometido a esterilizacion en autoclave a 121 °C (15

Lb de presion) durante tres dias seguidos durante una hora cada vez.
6.3.2 Colecta de muestras de suelo.

De parcelas productoras de cebolla se obtuvieron las muestras de suelo, para lo cual el
productor ubicé tres sitios donde hubo presencia de la enfermedad en el ciclo del cultivo
anterior, estos sitios se marcaron con banderillas numeradas. De cada sitio se obtuvieron
tres submuestras para formar una muestra compuesta, la cual se analiz6 en laboratorio para
corroborar la presencia del patdégeno. Una vez confirmada la presencia del patégeno se
colecto el suelo de 2.5 m de radio de cada area sefialada a una profundidad de 10 cm
aproximadamente (Conles et al., 2011), de ahi se obtuvieron 200 kg de suelo que fue
homogenizado perfectamente antes de ser colocado en las macetas donde se establecio el
cultivo (Jiménez et al., 2012).
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6.3.3 Caracterizacion del suelo utilizado.

Con la finalidad de conocer la estructura fisicoquimica del suelo se utilizaron las siguientes
metodologias: textura por el método de Bouyucos (Alcantar, 1992), materia organica por
Walkley-Black (Alcéntar, 1992), fosforo por Olsen (Van Reeuwijk, 1999), conductividad
eléctrica por medio de pasta de saturacion (Alcantar, 1992) y pH con un Potenciémetro y

una relacion (1:2) suelo: agua (Alcantar, 1992).
6.3.4 Aislamiento de hongos en suelo infestado.

Con la finalidad de conocer cuales eran algunas de las especies de hongos con los cuales
interaccionaba Trichoderma en el suelo naturalmente infestado, se procedié a utilizar la
técnica de dilucion en placa bajo las mismas condiciones y siguiendo el mismo
procedimiento utilizado para el caso del aislamiento de Trichoderma mencionado
anteriormente. Transcurridos cuatro dias de incubacion a 25°C £2, se transfirieron a PDA
las colonias con apariencia distinta. De cada colonia aislada se obtuvo un cultivo puro
utilizando la técnica de punta de hifa, posteriormente el cultivo puro se incubé a 25°C +2
durante ocho dias. Finalmente se realizaron las preparaciones de cada hongo en porta
objetos con azul de algodén, para observarlos al microscopio e identificarlos

morfologicamente de acuerdo a las caracteristicas descritas por Barnett y Hunter (1999).
6.3.5 Identificacion molecular de la cepa nativa de Trichoderma sp.

Una vez pura la cepa de Trichoderma, se hizo la extraccion del ADN del hongo, asi como
la amplificacion y secuenciacion de la region intergenética transcripcional (ITS) del gene
rDNA 18S por PCR, llevado a cabo por la Dra. Hilda Victoria Silva Rojas profesora

investigadora del Colegio de Postgraduados.
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6.3.6 Determinacion de la densidad de inoculo en suelo infestado y viabilidad

de los esclerocios de S. cepivorum y S. rolfsii.

La densidad de indculo de ambos patogenos se determind utilizando la técnica de
Tamizado himedo (Adams, 1979). La viabilidad del in6culo se obtuvo poniendo a crecer
diez esclerocios previamente desinfectados en una caja Petri con PDA incubados durante
cinco dias a 25°C. La prueba se realiz6 por triplicado para ambos patégenos.

6.3.7 Disefio experimental del ensayo in vivo.

Durante cuatro meses (20 de Enero al 20 de Mayo de 2013) fue establecido un experimento
en macetas a campo abierto en una explanada cerca del sitio de recoleccion del suelo con
antecedentes de alta incidencia de la enfermedad, considerado en el ensayo como suelo
infestado. Se trabajo con un disefio en bloques al azar con 10 tratamientos y cuatro
repeticiones. Cada unidad experimental estaba compuesta por cuatro macetas con dos kg de
suelo y dos bulbos de cebolla cada una de la variedad Suprema. Los tratamientos evaluados
fueron los siguientes: 1. S. cepivorum-Trichoderma, 2. S. cepivorum, 3. S. cepivorum-
Quimico, 4. Trichoderma, 5. Control, 6. S. rolfsii, 7. S. rolfsii-Trichoderma, 8. Suelo
infestado, 9. Suelo infestado-Trichoderma y 10. Suelo infestado-Quimico. En los primeros
siete tratamientos, el suelo fue sometido al proceso de esterilizacion en autoclave a 121 °C,
durante tres dias seguidos, una hora cada dia. En los tratamientos quimicos se utilizo el

ingrediente activo Tebuconazole y el tratamiento control Gnicamente contenia suelo estéril.

En el caso de Trichoderma harzianum, después de mantenerlo por més de 15 dias en
incubacién para que esporulara lo suficiente, se procedio hacer la aplicacion de indculo a
los respectivos tratamientos. Las densidades que se aplicaron correspondieron a 4.1x10%,
5.8x10° y 6.4x10° conidios/mL a los 0, 30 y 60 dias después del trasplante (ddt)
respectivamente. La primera y tercera aplicacion se realizé de manera solida aplicando 20 g
de arroz inoculado al momento del trasplante y a los 60 ddt. La segunda aplicacién fue un
concentrado liquido de conidios equivalente a 3 ml por planta o bien 6 ml por maceta. Los
patogenos S. cepivorum y S. rolfsii fueron inoculados con una densidad de 0.2 esclerocios/g

de suelo aplicados al momento del trasplante.
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6.3.8 Incidenciay severidad de la enfermedad.

Se realizaron revisiones periodicas cada semana para determinar la incidencia de la
enfermedad causada por cada uno de los patdgenos evaluados, la cual se determiné
mediante la formula: %Il= Numero de plantas enfermas * 100/NUmero total de plantas. La
severidad se determind de acuerdo a una escala de cinco clases utilizada por Moreno y
Acevedo (2002). La escala comprende las siguientes categorias: clase 0: Plantas sanas, sin
sintomas; clase 1: 1 a 25% de hojas con amarillamiento apical, marchitamiento inicial;
clase 2: 26 a 50% de hojas con amarillamiento, inicio de muerte descendente; clase 3: 51 a
75% de hojas amarillas y necrosadas, muerte descendente avanzada; clase 4: 76 a 100% del

tejido necratico, bulbos con formacion de micelio blanquecino y esclerocios.
6.3.9 Registro de temperaturas.

Durante cuatro meses que permanecié el experimento en condiciones de campo se registrd
diariamente la temperatura con la ayuda de un termometro de maximas y minimas, marca
ACURITE® modelo 880. Con los valores registrados, se determino la temperatura media

mensual, asi como el promedio de todo el periodo de evaluacion.
6.3.10 Riego y fertilizacion.

Se aplico un riego ligero por goteo (1.25 L por maceta) cada semana que incluia la
fertilizacion, misma que estaba compuesta de Fosfonitrato, ATS, Multi-K, Multi-K-S, Map,
Calcio y Magnisal en las siguientes concentraciones 9, 1.4, 2.5, 2.5, 98, 2.2 y 1.2 kg/ha™
diluidos en 200 L de agua respectivamente, la fertilizacion se ajustaba semanalmente

dependiendo del desarrollo fisioldgico de la planta.
6.3.11Anélisis estadistico.

Los resultados obtenidos de las pruebas in vitro e in vivo se
analizaron por GLM mediante un analisis de varianza (ANDEVA) de una

via 'y comparacion de medias de Tukey (p< 0.05) para determinar
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diferencias significativas entre tratamientos, con el programa
Statistic Analisis System (SAS Institute, 1988).
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Confrontacion in vitro de Trichoderma harzianum ante S. rolfsii.

La confrontacion antagonica de T. harzianum ante S. rolfsii fue mas agresiva y evidente
mostrando ambos microorganismos una fuerte competencia por el sustrato ya que crecieron
de forma rapida y unieron sus micelios a las 44 hrs de enfrentamiento en la mitad de la caja
Petri, a partir de este momento los micelios de los hongos formando un fuerte halo de
inhibicidn el cual se fue tornando de color café claro debido a la degradacion del micelio de
S. rolfsii al tiempo que T. harzianum mantuvo una fuerte esporulacion en este sitio de
inhibicidn. Sin embargo, el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) obtenido
de la evaluacion de T. harzianum sobre el patdégeno fue de 9.8 % y 17.4 % a las 24 y 48
horas (Figura 1). A partir de las 48 horas de enfrentamiento se dejo de evaluar el PICR ya
que el testigo habia llenado completamente la caja Petri, no obstante se continuaron las
evaluaciones del crecimiento de T. harzianum para determinar el porcentaje de
micoparasitismo hasta los 15 dias, por lo que a partir del segundo dia se consideré como tal.
Bajo estas condiciones se mantuvo una fuerte competencia entre el antagonista y el
patdgeno, ambos resistiendo el mecanismo de su contrincante y compitiendo por espacio,
por nutrientes y posiblemente por oxigeno tal como lo mencionan (Sivan y Chet, 1989;
Inbar y Chet, 1997) ya que ninguno accedia a dejar pasar a su oponente. Transcurridas 96
horas S. rolfsii comenzo a formar rizomorfos que comenzaron a sobrepasar a T. harzianum
no obstante, de acuerdo a las observaciones en el microscopio, las estructuras del patégeno
fueron afectadas tres dias después de que estas crecieron sobre el antagonista. Transcurridas
240 y 360 hrs se procedid a evaluar el porcentaje de micoparasitismo el cual aumentaba a
medida que el tiempo transcurria, en este sentido Trichoderma harzianum logré destruir las
hifas del patégeno. A los 10 y 15 dias se muestra también el grado de micoparasitismo
(Figura 1).
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Figura 1. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) y micoparasitismo de
T. harzianum frente a S. rolfsii.
PICR fueron obtenidos por Folgueras et al. (2008), al evaluar también el efecto antagonico
in vitro de Trichoderma spp. sobre S. rolfsii y dos especies de Fusarium encontrando que
Trichoderma spp. mostré una mejor inhibicion del crecimiento de S. rolfsii al lograr un
PICR de 62.5% a las 96 horas de evaluacion en cultivo dual; no obstante, la temperatura de
incubacion no es reportada por estos autores, sin embargo, se considera que la temperatura
tiene un efecto importante sobre la capacidad del antagonista o la agresividad del patégeno
si fuera el caso de que la temperatura sea Optima para alguno de los dos, lo que favorece a
uno de los organismos y deja en desventaja al otro. Al respecto Rollan et al. (1999),
evaluaron la capacidad antagonica de varias especies de Trichoderma, entre ellas T.
harzianum frente a S. rolfsii a diferentes temperaturas (15, 20, 25 y 30°C) y encontraron
mejores resultados a temperatura de 25°C debido a que lograron un buen porcentaje de
colonizacion y parasitismo de los esclerocios. EI mayor porcentaje de colonizacion para T.
harzianum se obtuvo a una temperatura de 25°C y el menor a una de 30°C, evidenciando la
importancia de la temperatura al hacer una evaluacion in vitro. Los resultados obtenidos en
la presente investigacion muestran también buenos porcentajes de colonizacion y
parasitismo de esclerocios a pesar de haber evaluado a 27°C (Figura 2). Por su parte Rollan
et al. (1999), mencionan que a una temperatura de 30°C S. rolfsii presentd un desarrollo
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activo y fue capaz de crecer y anular el efecto ejercido por Trichoderma spp. En otro
estudio realizado por Choudary et al. (2007), al evaluar in vitro la capacidad antagonica de
13 aislamientos de Trichoderma encontraron que la cepa Th 001 resultd ser la mejor al
lograr inhibir 83% el crecimiento radial de S. rolfsii, asi como también inhibié en 92 y 80%
el crecimiento radial de R. solani y F. oxysporum respectivamente. A pesar de que en este
trabajo se lograron (PICR) menores a los de estos autores, el micoparasitismo ejercido por
el antagonista resultd ser muy efectivo. Resultados més contrastantes a los obtenidos en el
presente estudio fueron reportados por Michel et al. (2005) citado por Calvo et al. (2012),

los cuales mencionan porcentajes de inhibicidn de crecimiento de 94% contra S. rolfsii.

Figura 2. Esclerocios de S. rolfsii colonizados por T. harzianum a los 30 dias de
evaluacion a 27 °C.
Por otro lado, Gonzalez et al. (2008), evaluaron también la capacidad antagOnica de
diferentes cepas de Trichoderma spp. sobre patdgenos del cultivo de frijol, entre ellos S.
rolfsii, y encontraron que la cepa C-66 que pertenecia a T. viride, seguido de T. harzianum
A-34 que fueron las que mostraron mejor actividad hiperparasitica ante S. rolfsii. En este
sentido y tomando en consideracion las observaciones macroscopicas y microscopicas que
se hicieron en este estudio, T. harzianum present6 una fuerte interaccion micoparasitica una
vez que los micelios de ambos organismos interaccionaron. Antes de la interaccion de los
micelios ya existia cierto porcentaje de inhibicion del crecimiento de S. rolfsii por lo que es
probable que T. harzianum haya estado compitiendo con algun antibiético volatil. En este
sentido Ghisalberti y Sivasithamparam (1991), mencionan que Trichoderma tiene la

capacidad de producir metabolitos secundarios que actlan a corta o larga distancia como es
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el caso de los antibioticos polares y los volatiles. Asi pues, Dal Bello et al. (1997),
mencionan que en cultivo in vitro T. hamatum logré inhibir el crecimiento micelial de S.
rolfsii mediante la produccién de metabolitos volatiles, sin embargo, observaron que el

efecto de inhibicidn disminuia a media que transcurria el periodo de exposicion.

Cabe la posibilidad de que al momento de la interaccion de los diferentes micelios se
presentaran micoparasitismo y a la vez antibiosis del tipo de los peptaiboles o los
compuestos polares, que son metabolitos que actdan a corta distancia ya que de acuerdo
con Jensen y Wilffhechel (1995), Trichoderma puede utilizar varios mecanismos a la vez

para hacer més efectivo su antagonismo.
7.2 Confrontacion in vitro de Trichoderma harzianum ante S. cepivorum.

A pesar de que S. cepivorum se establecio dos dias antes que T. harzianum, el porcentaje de
inhibicién del crecimiento radial fue evidente, porque solo transcurrieron 24 hrs de
establecer la prueba dual para obtener un valor de 9.09 % y de 22.2% a las 72 hrs (Figura
3). Prescisamente a los tres dias se dejo de medir el PICR ya que los controles habian
Ilenado por completo la caja. A los diez dias de establecida la prueba se determind el
micoparasitismo sobre el patdgeno (Figura 3), al mismo tiempo en el cual la produccion de

esclerocios mostré diferencias significativas.
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Figura 3. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) y micoparasitismo de
T. harzianum frente a S. cepivorum.
A los 12 dias de evaluacion, T. harzianum logré crecer en el 100% de la caja Petri,
colonizando los esclerocios de S. cepivorum (Figura 4), creciendo sobre el patégeno e
incrementando su esporulacion principalmente en la zona donde se habian formado los
esclerocios del patogeno. También en ensayo in vitro Obregon (2001) evalué a
Trichoderma harzianum contra Sclerotium cepivorum y encontré potencial antagénico para
combatir la pudricién blanca de la cebolla causada por este patdgeno debido a que presento
una invasion de 50 a 75%. Se logro observar una competencia por espacio y nutrientes por
parte de Trichoderma ya que rapidamente coloniz6 gran parte de la caja Petri, esta
caracteristica de competencia respecto al crecimiento acelerado del antagonista la sefiala
Reyes et al. (2008) y la considera como un mecanismo importante principalmente en

cultivo in vitro.

Figura 4. T. harzianum colonizando la superficie de esclerocios de S. cepivorum a los
15 dias de evaluacion a 23 °C.

La especificidad que tiene el antagonista por el patdgeno es otra de las caracteristicas

importantes que deben considerarse al hacer una evaluacion ya que diversas investigaciones
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han manifestado alta especificidad entre antagonista-patégeno y uno de esos autores es
Hoyos et al. (2008), los cuales evidenciaron alta especificidad de los aislamientos de
Trichoderma por el patdgeno y consideran que Trichoderma es altamente selectivo en su
ataque, inclusive la efectividad de una misma especie pero diferente aislamiento tiende a
ser distinta ya que ellos encontraron que T. asperellus T-71 fue especifico para S. rolfsii

pero no para R. solani, y T. asperellus T-109 muy efectivo contra R. solani.

En el presente trabajo Trichoderma logré controlar en menor tiempo a S. cepivorum que a
S. rolfsii, siendo posible que exista un grado de especificidad del antagonista ante cada
patdgeno tal y como lo mencionan Hoyos et al. (2008). Es posible que la inhibicién que se
Ilevd a cabo en esta prueba se deba a la capacidad de Trichoderma para colonizar el medio
de cultivo debido a que su crecimiento es mas activo que el de S. cepivorum o bien por esta

especificidad que pudiera tener esta cepa ante este patdgeno y no igual ante S. rolfsii.
7.3 Clasificacion antagonica de Trichoderma harzianum.

Transcurridos 15 dias de confrontacién, se procedié a determinar el grado de antagonismo
obteniendo los siguientes resultados: en el enfrentamiento de T. harzianum contra S.
cepivorum tres dias antes de la determinacion del antagonismo, la cepa del antagonista
colonizé por completo el sustrato creciendo sobre el patdgeno en su totalidad, mostrando
una interaccién micoparasitica sobre los esclerocios que se formaron hasta ese momento, en
los cuales el antagonista esporul6 de forma abundante; con base en estos resultados le fue

asignada la calificacion 1 en la escala de Bell et al. (1982).

En el caso del enfrentamiento de T. harzianum contra S. rolfsii, este patdgeno mostrd
resistencia frente al antagonista 24 horas después de que los micelios se encontraran,
posteriormente formo rizomorfos que le permitieron crecer sobre el antagonista, no
obstante, T. harzianum destruyé estas estructuras y ejercié una fuerte interaccién
micoparasitica ante el patdgeno. Estos resultados coinciden con los reportados por
Alvarado et al. (2011), ellos mencionan que en el punto de confrontacion entre S. rolfsii y

Trichoderma se detectd una banda color crema donde S. rolfsii extendio sus hifas por
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encina de Trichoderma. Sin embargo, mencionan que después de varios dias se observé una

degradacion paulatina del micelio del patégeno.

A los 15 dias de enfrentamiento, Trichoderma logré colonizar dos terceras partes de la caja
Petri y en este sentido se le otorg6 a este patdgeno un grado de antagonismo 2 dentro de la
escala de Bell et al. (1982). S. rolfsii se caracteriza por ser un patdgeno de crecimiento
rapido por lo que obtener una cepa con un grado de antagonismo 2 resulta ser bueno. Al
respecto, Hernandez (2005) citado por Arzate et al. (2006), evalud 6 cepas de Trichoderma
spp. sobre S. rolfsii y clasifico el antagonismo en las clases 2, 3, 4 y 5. Asimismo Michel et
al. (2005), citado también por Arzate et al. (2006), reportaron que de 20 cepas evaluadas
solo tres detuvieron el crecimiento de S. rolfsii con la clase 1y 2 y en el resto de las cepas
los fitopatogenos fueron mas agresivos con antagonismo 4 y 5. Estos resultados manifiestan
la agresividad del patogeno para competir por espacio y nutrientes al igual que
Trichoderma. En otro estudio realizado por Corréa et al. (2007), evaluaron 20 especies
nativas de Trichoderma y una cepa comercial, encontraron que todas las cepas evaluadas
mostraron inhibicién del crecimiento de S. rolfsii en cultivo dual, logrando porcentajes de
inhibicién que oscilaron entre 18,97 y 44,12% con respecto al testigo. Sin embargo, las
cepas CEN220, CEN249, CEN260, CEN262 y CEN266 lograron colonizar y esporular
sobre S. rolfsii a las 120 horas por lo que les fue asignada la calificacion 1 en la escala de
Bell et al. (1982). Es importante mencionar que la temperatura a la que ellos evaluaron fue
a 25 °C y en este trabajo la temperatura fue de 27 °C. De acuerdo con Rollan et al. (1999),
al evaluar diferentes especies de Trichoderma contra Sclerotinia sclerotiorum, S. minor y
Sclerotium rolfsii encontraron diferentes porcentajes de colonizacion y parasitismo al
evaluar a temperaturas distintas. En este sentido, reportan que las especies de Trichoderma
evaluadas mostraron los porcentajes de colonizacién mas altos contra S. rolfsii cuanto
fueron evaluadas a temperaturas de 20 y 25 °C. Sin embargo, cuando la temperatura de
incubacion fue de 30 °C, a pesar de que Trichoderma logré buena colonizacion, a los 10
dias de incubacion S. rolfsii crecid sobre el antagonista y formo esclerocios, logrando con
esto anular el efecto antagonico de las cepas de Trichoderma. La temperatura evaluada en

nuestro ensayo resulta ser favorable para un buen desarrollo del patégeno, sin embargo,
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éste no logrd crecer sobre T. harzianum, al contrario fue el antagonista quien parasité al

patdgeno y esporul6 sobre él en las pruebas duales (Figura 5).

Figura 5. Pruebas duales y controles de T. harzianum frente a S. rolfsii (Dias de
enfrentamiento: A=7, B=10y C=30).

De acuerdo con Michel (2001), entre menor sean los dias de contacto entre el antagonista y
el patégeno mas agresividad existe por parte del hongo antagonico o bien menor resistencia
del fitopatdgeno, cuestion que también ha sido referida por Guédez et al. (2012). En este
sentido, Hernandez (2005) citado por Arzate et al. (2006), reporta contacto después del
segundo dia después de la siembra, entre Trichoderma spp. y S. rolfsii. Sin embargo, en el
presente trabajo el tiempo que transcurrio antes de que los micelios de Trichoderma
harzianum y S. rolfsii se unieran fue de 44 hrs después de la siembra, por lo que se
considera un tiempo corto. Considerando lo mencionado por Michel (2001), Trichoderma
mostro agresividad ante el patégeno, sin embargo, debido a que la unién de los micelios se
dio en la mitad de la caja Petri, se podria considerar que el patdgeno también presentd un
grado elevado de agresividad frente al antagonista.
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7.4 Porcentaje de inhibicidn en la produccion de esclerocios de S. cepivorum

y S. rolfsii.

En el porcentaje de inhibicion en la produccién de esclerocios se evidenciaron diferencias
significativas (P < 0,05) en ambos patdgenos con respecto al testigo. Se puede observar que
en el caso de S. cepivorum (Figura 6), la inhibicion de estructuras de resistencia por parte

de T. harzianum fue mayor que la que se obtuvo en las pruebas con S. rolfsii (Figura 7).

La formacion de esclerocios de S. cepivorum en el testigo se presentd a los ocho dias
después de la siembra a 23 °C, no obstante en la prueba dual fue hasta los nueve dias
cuando comenzaron a formarse los primeros esclerocios del patégeno, logrando con esto el
antagonista retrasar 24 horas la formacion de estructuras de resistencia por parte del
patdgeno. La produccion de esclerocios después de haber transcurrido 15 dias de
enfrentamiento en la prueba dual (Figura 6), en promedio fue de 211 esclerocios por caja,
comparado con 4,292 esclerocios en el testigo en el cual estaba ausente Trichoderma
harzianum, logrando con esto un porcentaje de inhibicion de 95.09 %. Cabe mencionar que
los esclerocios que lograron formarse, no obstante que fueron pocos a los 15 dias, también

Trichoderma logro colonizarlos y esporular fuertemente sobre ellos.
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Figura 6. Produccidn de esclerocios de S. cepivorum en cultivo dual.

54



400.0
% 350.0
8 300.0
‘o
<3 250.0
Q =
S L 200.0
8o
o = 150.0
T wm
o 100.0
j—-
[«B}
c 50.0
S
Z 0.0 S. rolfsil/

. rolfsii
. rolfsii
. rolfsii T.harzianum
TRATAMIENTOS
| H Promedio por repeticion 381.0 | 83.5

Figura 7. Produccién de esclerocios de S. rolfsii en cultivo dual.

Por otro lado, T. harzianum mostr6 mayor capacidad para inhibir los esclerocios de S.
rolfsii que la que presentoé al inhibir el crecimiento radial de este patdgeno. A diferencia de
S. cepivorum, en S. rolfsii el antagonista logro retrasar la formacion de esclerocios 84 hrs,
ya que en las cajas que contenian el testigo los primeros esclerocios se formaron a las 84
hrs después de la siembra (dds) a 27 °C, no obstante en la prueba dual se presentaron
después de transcurridas 168 hrs. Estos resultados coinciden en parte con los reportados por
Alvarado et al. (2011), al obtener también retraso en la produccién y numero de
esclerocios. Estadisticamente se presentaron diferencias en la produccion de esclerocios al
comparar los promedios de las pruebas duales con los de los testigos. Para este patdgeno y
debido a la resistencia que presentd ante el antagonista se logré evaluar la produccion de
esclerocios después de transcurridos 30 dias de enfrentamiento. Para este periodo el
porcentaje de inhibicion en la produccion de esclerocios fue de 78.1 % con respecto al
testigo ya que este ultimo logré producir en promedio 381 esclerocios por caja y en las
pruebas dual solamente se formaron en promedio 83.5 esclerocios. Al igual que en S.
cepivorum, también contra S. rolfsii, T. harzianum logr6 colonizar y esporular sobre los
esclerocios pero en menor medida y hasta los 30 dias, a diferencia de S. cepivorum el cual

fue invadido después de 15 dias en cultivo dual.
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En un estudio realizado por Dal Bello et al. (1997), al evaluar los metabolitos volatiles
producidos por T. hamatum contra patégenos del suelo, encontraron que estos compuestos
provocaban variaciones en el aspecto y color de los patdgenos y en el caso de S. rolfsii, los
compuestos volatiles de T hamatum lograron inhibir por completo la formacion de
esclerocios después de transcurridos 20 dias de evaluacion. Resultados similares a los
obtenidos en este trabajo en cuanto a diferencias significativas en la produccion de
esclerocios fueron obtenidos por Flores et al. (2006), los cuales evaluaron dos
concentraciones de aceite de Nim, Trichoderma sp. y Vitavax-200 encontrando diferencias
altamente significativas en los tres tratamientos con respecto al testigo y logrando ademas
un porcentaje de inhibicion del 100% al utilizar el fungicida Vitavax. Otras investigaciones
han sido reportadas respecto a la inhibicién de los esclerocios de S. rolfsii pero utilizando
extractos vegetales e incluso una combinacion de extractos vegetales y Trichoderma.
Recientemente también Alvarado et al. (2011), lograron evaluar la compatibilidad que tiene
los extractos vegetales del orégano (Lippia origanoides) y neem (Azadirachta indica) con
Trichoderma harzianum y determinaron el efecto que tienen los extractos solos y en
combinacion con Trichoderma sobre el crecimiento micelial y la formacion de esclerocios
de S. cepivorum y S. rolfsii, encontrando diferencias altamente significativas (P < 0,01) en
los tratamientos. Los tratamientos que contenian extracto de orégano inhibieron el
crecimiento micelial de S. rolfsii en un 100%, pero al estar el extracto de orégano y
Trichoderma harzianum juntos, éste Gltimo estimuld el crecimiento del patégeno. En las
evaluaciones contra S. cepivorum también encontraron diferencias altamente significativas,
el antagonista mostrd habilidad no solo para reducir el crecimiento micelial sino también
para parasitar e inhibir la germinacion de esclerocios. Sin embargo, la accién antagonica de
Trichoderma fue mas efectiva con S. cepivorum que con S. rolfsii. (Alvarado et al., 2011).
Estos resultados son similares a los obtenidos en esta investigacion ya que también
Trichoderma harzianum logré un mejor control tanto del crecimiento micelial como de la

formacion y parasitismo de esclerocios al enfrentarse a S. cepivorum que con S. rolfsii.
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7.5 Parasitismo de Trichoderma en micelio y esclerocios de S. cepivorum y

S. rolfsii.

La cepa de T. harzianum evaluada en el presente trabajo mostré aparentemente poca
efectividad para inhibir el crecimiento del micelio de los patégenos, no obstante manifesto
una excelente capacidad para parasitar y destruir tanto el micelio como los esclerocios,
principalmente de S. cepivorum que fueron los que presentaron mayor parasitismo. Los
resultados obtenidos en la interaccion hifal durante la evaluacion de T. harzianum con S.
rolfsii coinciden con los reportados por otros autores. En este caso T. harzianum también
mostr6 enrollamiento en las hifas del patégeno (Figura 8) como lo han reportado diferentes
autores (Garcia et al., 2006; Yaqub y Shahzad, 2010; Alvarado et al., 2011).

Figura 8. Enrrollamiento de hifas de T. harzianum A) sobre hifras de S. rolfsii B).
Visto al microscopio a 40X
Observaciones al microscopio confirmaron la interaccion hifal, mostrdndose deformacion
de hifas, desprendimiento del micelio y en etapas avanzadas lisis y degradacion total de las
hifas (Figura 9). De acuerdo a los cuatro tipos de interaccion hifal que presenta
Trichoderma (lisis, vacuolacion, enrollamiento y penetracion) Martinez et al. (2008), la
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cepa evaluada en el presente ensayo present6 al menos dos de estos mecanismos como fue

el caso de la lisis y enrrollamiento aunque posiblemente también la vacuolacion.

Figura 9. Micoparasitismo de T. harzianum sobre S. rolfsii. A) Lisis del micelio de S.
rolfsii visto al microoscopio a 100X. B) Conidios de T. harzianum sobre el micelio de S.
rolfsii visto al microscopio a 40X.

Por otro lado, T. harzianum fue capaz de crecer y esporular sobre los esclerocios de S.
cepivorum y S. rolfsii, no obstante fue més evidente el parasitismo en los esclerocios del
primer patogeno a pesar de que el tiempo de exposicion frente al antagonista fue de 15 dias
en comparacion a los 30 dias que durd el enfrentamiento con S. rolfsii. Trabajos sobre el
micoparasitismo que ejercen algunas especies de Trichoderma sobre los esclerocios
producidos por algunos patégenos ya han sido reportados, como es el caso de Mdnaco et al.
(1998), los cuales evaluaron la capacidad de T. harzianum y T. koningii de parasitar
esclerocios de Sclerotinia sclerotiorum encontrando al cabo de un mes altos porcentajes de
parasitismo en ambas especies, ademas de que T. harzianum tiene la capacidad de destruir

los esclerocios de este patogeno.

Granados (2004), al evaluar el efecto antagonico de hongos asociados a esclerocios de S.
cepivorum encontré diferentes antagonistas, entre ellos ocho aislamientos de Trichoderma
de los cuales tres fueron efectivos (T2, T3 y T6), no obstante los mejores resultados los
encontr6 con antagonistas como Gliocladium sp. y Beauveria bassiana, En el presente
trabajo, con T. harzianum se obtuvieron mejores resultados respecto al parasitismo de
esclerocios de S. cepivorum, al obtener porcentajes mayores al 90 % (Figura 10). Para el

B ———————————————
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caso de S. rolfsii los porcentajes de parasitismo fueron menores que los de S. cepivorum, no
obstante se encuentran por encima del 50%. Respecto a eficiencia de ambos patogenos, los
resultados obtenidos concuerdan con los de Alvarado et al. (2011), quienes mencionan que
T. harzianum mostrd6 mayor eficiencia en el control de S. cepivorum que con S. rolfsii
debido a la capacidad que tiene para reducir el crecimiento micelial y parasitar los

esclerocios.

Por otra parte, Rollan et al. (1999), obtuvo diferentes porcentajes de parasitismo de
esclerocios de S. rolfsii al evaluar a diferentes temperaturas seis especies de Trichoderma
(T. koningii; T. hamatum; T. pseudokoningii; T. harzianum; T. aureoviride y T.
longibrachiatum) encontrando para el caso de T. harzianum porcentajes menores al 20%
cuando evaluaron a 15 y 20 °C, los mejores porcentajes los obtuvieron a 25 °C con valores
mayores al 60% Yy los peores a 30 °C temperatura a la cual solo T. pseudokoningii y T.
longibrachiatum fueron efectivos. Estos resultados coinciden con los de este trabajo, con
porcentajes de parasitismo por arriba del 50% a una temperatura de 27 °C en el caso de S.

rolfsii.
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Figura 10. Porcentaje de esclerocios de S. cepivorum (15 dias) y S. rolfsii (30 dias)
parasitados por Trichoderma harzianum.

59



7.6 Caracterizacion del suelo utilizado en el experimento.

Algunas de las caracteristicas fisicoquimicas del suelo utilizado en este trabajo se presentan
en el cuadro 1. El porcentaje de materia organica se encuentra por debajo de lo
recomendado para el cultivo de cebolla segin Bruzén (1988) citado por Vallejo y Estrada
(2004), quienes reportan porcentajes mayores a 4% para este cultivo. Respecto al pH,
Aljaro et al. (2009) mencionan valores ligeramente acidos que van de 6 a 6.5 para el
cultivo; en este sentido, el suelo esterilizado estd dentro del rango que mencionan los
autores y el suelo infestado esta ligeramente por debajo. Los valores de conductividad
eléctrica del suelo estan dentro de los tolerados para el cultivo los cuales son de 0.887 dS/m
y 0.751 dS/m para el suelo estéril e infectado a una temperatura de 23.7 y 24.4 °C
respectivamente, y de acuerdo con Aljaro et al. (2009) recomiendan valores menores a 1,2
dS/m por lo que se consideran buenos.

Cuadro 1. Caracterizacion fisicoquimica del suelo utilizado

Suelo M.O. (%)  Textura pH C.E (dS/m)  Fosforo (ppm)
Estéril 3.376 Acrcillosa 6.11 0.887 16.24
Infestado 2.961 Acrcillosa 5.94 0.751 27.82

7.7 Determinacion de hongos en suelo infestado.

De acuerdo al método de aislamiento de dilucién en placa y a las caracteristicas descritas
por Barnett y Hunter (1999) para hongos imperfectos, se lograron aislar e identificar a
partir del suelo utilizado en este trabajo 6 hongos que pertenecen a los géneros Aspergillus,
Rhizopus, Mucor, Fusarium, Penicillium y Trichoderma, este dltimo utilizado como
antagonista contra los patégenos Sclerotium rolfsii y Sclerotium cepivorum, los cuales
también estaban presentes en el suelo utilizado. Ria y Saxena (1975), encontraron
colonizando esclerocios de S. sclerotiorum a los géneros de Aspergillus y Penicillium. Asi
también, McLean et al. (2001), encontraron colonizando en este caso esclerocios de S.
cepivorum los géneros Fusarium, Mucor y Trichoderma. En este sentido, los géneros
encontrados en este trabajo coinciden con los que reportan diferentes autores, quienes

mencionan que son los géneros mas comunmente encontrados en suelo y a los cuales
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agregan otros como Pythium, Rhizoctonia, Alternaria, Monilia, entre otros (Mayea et al.,
1991; Giri et al., 2005) citados por (Arias y Pifieros, 2008).

7.8 Identificacion molecular de la cepa nativa de Trichoderma sp.

La cepa aislada del suelo de la region cebollera, que inicialmente se identificO como
Trichoderma a nivel morfoldgico, se confirmé su identidad a nivel de especie como
Trichoderma harzianum, al compararla con la base de datos del GenBank. La comparacion
de las secuencias moleculares obtenidas del hongo, indico que se alined con las secuencias
del teleomorfo Hypocrea lixii (ndmero de acceso MIAEQ00042) correspondiente a
Trichoderma harzianum con la maxima identidad (100%). En el (Cuadro 2) se muestra la

secuencia que se obtuvo y que fue comparada con los datos del GenBank.

Cuadro 2. Secuencia depurada de Trichoderma harzianum

GTAACAAGGTCTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCC
AATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGG
ACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCTAAAACTCTTATTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTTT
ATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA
ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTG
TCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTCCCTTA
GCGGGTGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGC
ACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACCCAACTTCTGAAATGTTGACC
TCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCA

7.9 Determinacion de la densidad de inéculo en suelo infestado y viabilidad

de los esclerocios.

La densidad de inoculo inicial presente en las muestras de suelo infestado naturalmente por
S. cepivorum y S. rolfsii fue de 0.21 y 0.012 esclerocios/G™de suelo respetivamente. La
viabilidad fue mayor en esclerocios de S. rolfsii ya que presenté un porcentaje de
germinacién de 96.6 % mientras que para S. cepivorum fue de 83.3%. Resultados similares

fueron reportados por Ulacio et al. (2011), para S. cepivorum quienes trabajaron en una
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parcela con diferentes grados de infestacion y la dividieron en 12 subparcelas y la densidad
inicial mayor que se presentd en una de las subparcelas fue de 270 esclerocios/Kg™ de
suelo de los cuales 235 fueron esclerocios viables.

7.10 Incidencia de la enfermedad.

Durante la evaluacion in vivo, la incidencia de la enfermedad provocada por S. cepivorum a
los 25 ddt fue nula, a diferencia de S. rolfsii que para esta fecha provoco los primeros
sintomas de amarillamiento caracteristicos del ataque de este patdgeno, con un porcentaje
de incidencia de 18.8% en los tratamientos 6 (Suelo estéril-S. rolfsii) y 7 (Suelo estéril-S.
rolfsii-Trichoderma), siendo su incidencia final de 50.0% y 53.1% respectivamente
(Cuadro 3).

Cuadro 3. Incidencia final y grado de severidad causada por S. cepivorum y S. rolfsii.

N° total de N° de Incidencia ~ Gradode (%) Plantas
plantas severidad muertas
Tratamiento plantas (%)
enfermas
1. S. cepivorum-Trichoderma 32 8 de* 25.00 1 0
2. S. cepivorum 32 21 a 65.63 1 0
3. S. cepivorum-Quimico 32 5ef 15.63 1 0
4. Trichoderma 32 of 0.00 0 0
5. Control (suelo estéril) 32 Of 0.00 0 0
6. S. rolfsii 32 16 abc 50.00 4 125
7. S. rolfsii-Trichoderma 32 17 ab 53.13 4 94
8. Suelo infestado 32 13 bc 40.63 3 3.13
9. Suelo infestado-Trichoderma 32 9de 28.13 3 3.13
10. Suelo infestado-Quimico 32 11 cd 34.38 1 0

*=Medias con letra distinta indican diferencia significativa segun la prueba de Tukey (P<0.05

El 12.5% de las plantas del tratamiento 6, murieron entre los 33 a 35 dias después de
mostrar los primeros sintomas de amarillamiento hasta que se presenté micelio algodonoso

en la base del bulbo y éste se desprendi6 facilmente del disco caulinar, estando la parte
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foliar seca y el bulbo colonizado por esclerocios de color café marrédn; acorde al grado de
severidad 4. El 9.4% de plantas muertas ocurrio en el tratamiento 7, con el mismo grado de
severidad. Cabe sefialar que en este caso las plantas murieron entre los 19 a 28 dias. En un
estudio realizado por Ulacio et al. (2012), en el cultivo de frijol, el lapso que transcurrio
para que se presentaran los sintomas causados por S. rolfsii fueron a los 16 dias después de
la siembra (dds) en tratamientos que contenian Calcio (Ca) y Calcio-Trichoderma (CaTri).
En ese estudio, el tratamiento que presentd mayor retraso en los sintomas fue la
solarizacion-tebuconazole (SolTeb) a los 42 (dds). La presencia del patdgeno se confirmo
cuando el micelio se presentd en la superficie del suelo y se formaron esclerocios color

marron claro.

Los tratamientos que contenian como patdgeno a S. cepivorum, presentaron los primeros
sintomas a los 33 ddt. La mayor incidencia (65.6%) fue en el tratamiento donde se inoculo
a S. cepivorum y la menor fue en el tratamiento 3 donde se utilizé6 Tecobunazole. Tanto el
control como el tratamiento 4 no presentaron incidencias de la enfermedad (Cuadro 3). Sin
embargo en el suelo infestado naturalmente, aun cuando se aplicé dicho fungicida
(tratamiento 10), la incidencia se duplico, con respecto al tratamiento 3. El tebuconazole es
un producto que ha dado buenos resultados no solo al inhibir el crecimiento radial de S.
cepivorum sino que también impide que S. rolfsii no forme esclerocios (Delgadillo et al.,
2002; Pérez et al., 2009). No obstante, Delgadillo et al. (2002), mencionan que la
efectividad del tebuconazole esta estrictamente relacionada con la densidad de inoculo en el
suelo y la frecuencia de aplicaciones y reporta que al aumentar la densidad de in6culo
disminuye la efectividad hasta en un 42.6% y al aumentar la frecuencia de aplicaciones

aumenta a 87.2% Y esto se refleja en altos costos de produccion (Coley- Smith, 1990).

Los dafios que se presentaron en los tratamientos 1, 2 y 3 inoculados con S. cepivorum,
fueron menores (grado de severidad 1), comparados a los que ocasiond S. rolfsii en los
tratamientos 6 y 7 (Cuadro 3), ya que el primero solamente ocasion0 un retraso en el
desarrollo de las plantas de cebolla, pero no produjo la muerte como fue el caso de S.

rolfsii.
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Estos resultados posiblemente se deban por una parte a las condiciones ambientales,
principalmente la temperatura que no favorecio el desarrollo de S. cepivorum, debido a que
se increment6 de 23.8 °C en el primer mes del cultivo a 25.6 °C en el siguiente mes. La
temperatura promedio registrada durante la evaluacion de éste trabajo fue de 26.4 °C
(Cuadro 4) por lo que se considera inapropiada para el desarrollo de S. cepivorum. De
acuerdo con Adams y Papavizas (1971) la temperatura 6ptima para la germinacion de los
esclerocios de S. cepivorum es de 20 °C con un rango de 15 a 25 °C. Ademas, el rango de
temperatura a la que se desarrolla la enfermedad es de 10 a 18 °C con un Optimo de 15 °C.
En este sentido, a temperaturas mayores de 24 °C las plantas permanecen saludables aun en
suelo fuertemente infestado (Walker, 1969; citado por Granados, 2004). Por otra parte, se
puede observar en el cuado 3, que los tratamientos 1 y 9 que incluyen T. harzianum
presentaron una reduccion en la incidencia de 40% y 12% con respecto a los tratamientos 2
y 8 que no lo incluyen, evidenciando posible antagonismo frente a este patdogeno. No
obstante, este efecto en la incidencia no se logro en las evaluaciones con S. rolfsii debido a
que los tratamientos 6 y 7 fueron estadisticamente iguales (p< 0.05), pero el porcentaje de

plantas muertas si fue menor en el tratamiento que incluia al antagonista.

Cuadro 4. Registro de temperaturas

Mes Tem. Min (°C)  Tem. Max (°C) TemX(°C) X Global (°C)
Ene-Feb 22 28 23.8
Feb-Mar 18 36 25.6
26.4
Mar-Abr 18 34 28.9
Abr-May 24 30 27.0

Respecto a la densidad de indculo, se considera que la aplicada en los tratamientos
respectivos fue apropiada para causar incidencia de la enfermedad en un porcentaje mayor
al 62%, ya que Ponce et al. (2008), mencionan que densidades de indculo de S. cepivorum
de 0.021, 0.052 y 0.44 esclerocios/G™ de suelo causan una incidencia de la enfermedad
final de 51.93, 62.75 y 82.9% respectivamente. Al respecto Crowe (1995), menciona que la
densidad de inoculo de S. cepivorum necesaria para causar una incidencia elevada es baja

debido a la eficiencia que tienen los esclerocios para germinar y causar enfermedad. Por su
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parte, Delgadillo et al. (2002), encontraron que una densidad de S. cepivorum de 50
esclerocios/Kg™ de suelo causa una incidencia de 100%. Tomando en cuenta estos valores,
la densidad de in6culo aplicada en los tratamientos del presente trabajo, se considera
suficiente para causar porcentajes elevados de incidencia de la pudricion blanca, tal y como
sucedio en los tratamientos en los que se inocularon los patdgenos, aunque su agresividad

dependi¢ de las temperaturas.

Las plantas de cebolla de los tratamientos 4 (inoculacion de Trichoderma harzianum en
suelo estéril) y 5 (suelo estéril) no manifestaron sintomas evidentes de la enfermedad,
quizas debido a que el antagonista tuvo la ventaja de establecerse sin ninguna competencia
inicial entre en suelo y el cultivo. Trichoderma esta bioldgicamente adaptado para una
colonizacion agresiva de los sustratos y en condiciones adversas para sobrevivir en forma
de clamidosporas, ademés la alta velocidad de crecimiento, abundante esporulacion y
abundante gama de sustratos sobre los que puede crecer, hacen que sea muy eficiente como
saprofito y ain mas como agente de control bioldgico (Pérez, 2004; Infante et al., 2009) y
también a que la densidad de indculo aplicada, fue la adecuada. A este respecto, Ezziyyani
et al. (2004), reportan densidades iniciales que oscilan entre 1.2 x 10°y 8.1 x 10" que
comparado con el aplicado, se encuentra dentro del rango. Considerando la importancia que
existe entre las densidades del antagonista ante el patdgeno y que a mayor densidad del
antagonista mejor control de la enfermedad se puede decir que si las concentraciones del
Trichoderma hubieran sido mayores, posiblemente se hubiesen presentado mayores

diferencias entre los tratamientos evaluados.
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8 CONCLUSIONES

La cepa antagonista aislada de suelo cultivado con cebolla, se identifico a nivel

morfologico y molecular como Trichoderma harzianum.

El hongo T. harzianum mostré una tasa de crecimiento acelerado en cultivo in vitro, con
gran capacidad antagonica ante Sclerotium cepivorum y Sclerotium rolfsii al inhibir no solo
el crecimiento micelial, sino también el nimero de esclerocios y parasitar gran porcentaje

de sus estructuras.

Tanto in vitro como in vivo S. rolfsii fue el patdgeno que mostr6 mayor agresividad; sin
embargo, T. harzianum presentd un buen efecto antagénico, siendo méas evidente el efecto
ejercido en cultivo in vitro. Por su parte, S. cepivorum en cultivo in vitro presentd un
crecimiento micelial y una produccion de esclerocios ineficiente, al ser facilmente inhibido

por el antagonista.

Las pruebas in vitro confirman varios posibles mecanismos del efecto antagonico utilizado
por T. harzianum ante los agentes causales de la pudricion de la cebolla; ellos son la
competencia por nutrientes y por espacio, la antibiosis y el micoparasitismo. Este ultimo

fue el que més sobresalio al destruir completamente el micelio de ambos pat6genos.
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