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Resumen

Se evaluo la capacidad antagoénica de tres cepas de Trichoderma nativas de aguacate sobre el agente
causal del pie negro del aguacate (Cylindrocarpon sp.). Todas las cepas mostraron diferentes grados de
control y modos de accion sobre el patdgeno, este efecto estuvo estrechamente relacionado con la edad
del aislado de Cylindrocarpon. De los dos periodos de evaluacion, se concluyé que el tiempo es un factor
importante para determinar si Trichoderma es potencial. 72 h después de la inoculaciébn sobre
Cylindrocarpon, todas las cepas mostraron una tasa de crecimiento alto, 144 h después de la inoculacion se
observé el modo de accion del biocontrolador. Las colonias que presentaron mayor susceptibilidad al
ataque del antagonista fueron las de cero y cinco dias, mientras que las cepas de 10y 15 dias son menos
propensas a la invasion por la cepa T1 comparado con lacepa T2y T3.
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In vitro ASSESSMENT OF THE ANTAGONISM OF Trichoderma spp. TO Cylindrocarpon
sp. CAUSAL AGENT OF ROOT ROT IN AVOCADO

Abstract

The antagonistic capacity of three native avocado Trichoderma strains on the causative agent of avocado
black foot (Cylindrocarpon sp.) Was evaluated. All the strains showed different degrees of control and
modes of action on the pathogen, this effect was closely related to the age of the Cylindrocarpon isolate. Of
the two evaluation periods, it was concluded that time is an important factor in determining whether
Trichoderma is potential. 72 h after inoculation on Cylindrocarpon, all strains showed a high growth rate,
144 h after inoculation the mode of action of the biocontroller was observed. The colonies that showed
greater susceptibility to the attack of the antagonist were those of zero and five days, while the strains of 10
and 15 days were less prone to invasion by the T1 strain compared to the T2 and T3 strain.

Key words: Biological control, Persea americana, Hypocreales, Parasitism, Soil diseases.

Introduccién

En los ultimos afios los hongos patdgenos pertenecientes a la familia Nectriaceae han causado
dafos significativos en el cultivo de aguacate, sin embargo, los estudios para el control de
enfermedades radiculares son muy limitados (Ramirez y Morales, 2013; Parkinson et al., 2017).
Actualmente existen varias especies involucradas en la marchitez de aguacate, el complejo
Cylindro, esta conformado por los hongos Cylindrocladium ssp. y Cylindrocarpon ssp., dentro de

este Ultimo, hay especies patdgenas de plantas que previamente se encuentran asociadas a
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raices siendo un habitante comun de la rizosfera, es decir, sin causar enfermedad en el
hospedante (Besoain y Piontelli, 1999; Crous, 2002; Chaverri et al., 2011). Los dafios de este
hongo en aguacate se han reportado en Sur Africa, Israel, Espafia, Chile, Italia y Australia,
afectando plantas. En México aln no existen reportes de la presencia de estos patégenos los
cuales potencialmente puede causar grandes pérdidas econdmicas. Los sintomas son
caracterizados por marchitez generalizada, estancamiento del desarrollo, pérdida de vigor, color
y brillo, asi como amarillamiento de las hojas y finalmente en estados avanzados, la muerte de
los arboles, afectando plantas en todos sus estados de desarrollo. Este género ocasiona sintomas
muy similares a Phytophthora cinnamomi en campo (Besoain et al., 1999; Dann et al., 2012;
Ramirez y Morales, 2013; Amézquita y Chinchilla 2021). Actualmente se recurre a practicas de
manejo quimico, cultural y biolégico, para contrarrestar la presencia de algunas de las
enfermedades (Tamayo, 2007). El control biologico implica la introduccion de poblaciones de
enemigos naturales dentro de un ecosistema, para reducir las poblaciones de patégenos (Pal y
McSpadden, 2006). Estos biocontroladores pueden desarrollar un antagonismo si tiene las
condiciones necesarias para desarrollarse (Pinto, 2014). Diversas investigaciones,
fundamentalmente con hongos del género Trichoderma, han confirmado tener efectos

antagonicos contra diversas especies de hongos patégenos (Bell et al., 1982; Sepulveda, 2012).

En Michoacan, el cultivo de aguacate cuenta con una superficie sembrada de 169,939.45 ha de
las cuales en el afio 2020 se obtuvo una produccion de 1,800,021.42 t (SIAP, 2020). Como
muchos cultivos el aguacate presenta problemas fitosanitarios dentro de los cuales destacan las
enfermedades radicales, varios microrganismos que producen sintomas que pueden ser
confundidos lo que da como resultado que el manejo resulte complejo (Dann et al., 2012).
Debido a los antecedentes mencionados, en el presente estudio, se evalué el potencial
antagonico de tres cepas de Trichoderma aisladas de aguacate contra Cylindrocarpon sp. como

alternativa de control biol4gico.

Materiales y Métodos

Aislados de Cylindrocarpon y Trichoderma

La cepa de Cylindrocarpon se aislé de un huerto comercial de aguacate variedad Hass ubicado
en el municipio de Ario de Rosales, Michoacan; se activd y reprodujo en papa-dextrosa-agar
(PDA) (Difco®) al que se le adicionaron 2.5 mg de estreptomicina (Sigma®). Las placas
sembradas se mantuvieron a temperatura ambiente. Se aislaron tres cepas de Trichoderma

obtenidos de raices de aguacate colectadas en Nuevo Zirosto, y Ciudad Guzmén, para el
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aislamiento se utilizo el protocolo establecido por Aguin et al. (2004). En total se aislaron tres
cepas que se clasificaron por su morfotipo. Todas las cepas utilizadas en este estudio estan

en proceso de identificacion molecular por amplificacién del gen ITS.

Confrontaciéon de Cylindrocarpon vs. Trichoderma

Las pruebas de antagonismo se realizaron en papa-dextrosa-agar (PDA) (Difco®) con colonias
de 0, 5, 10 y 15 dias de crecimiento de Cylindrocarpon sp., estas cepas se confrontaron con tres
colonias diferentes de Trichoderma spp. se utilizo la técnica de Cherif y Benhamou (1990). Para
cada tratamiento, se depositd en un extremo de cajas Petri un disco de dos mm de diametro con
micelio activo de colonias fungosas de 8 dias de edad. El disco de Cylindrocarpon se colocé en
un extremo de la caja Petri y posteriormente se inoculo con Trichoderma spp. La separacion entre
estos fue de 5 cm aproximadamente. Por cada fase de crecimiento se realizaron cinco
repeticiones, con una confrontacion en cada una para un total de 60 cajas. De las especies de
Trichoderma spp. que se sometieron a la confrontacion se hicieron testigos con cinco repeticiones
el mismo procedimiento se realiz6 para Cylindrocarpon. Las cajas se incubaron a temperatura

ambiente.

Evaluacion de la capacidad antagdnica

La capacidad antag6nica de las cepas se evalud midiendo la tasa de crecimiento de las colonias
cada 72 h para determinar tiempo en el que las colonias tuvieron el primer contacto entre las
hifas, la zona de interseccién y al término de la evaluacién el tipo de antagonismo se clasificé
de acuerdo a las férmulas de Pinto (2014) y la clasificacion basada con las caracteristicas

propuestaspor Pal y McSpadden (2006).

Resultados y Discusion

Evaluacién de la capacidad antagdnica

Se observo un efecto significativo entre todos los tratamientos realizados con las tres cepas de
Trichoderma. La tasa de crecimiento de antagonista es alta cuando las colonias tienen la misma
edad (0 ddi), sin embargo, una vez que Trichoderma es inoculado con cepas de Cylindrocarpon
de cinco dias de edad, se observé un efecto de reduccion de crecimiento del antagonista cuando
se realiz6 la evaluacion 72 h; 144 h después de ser evaluadas, se observé una reduccion del
crecimiento del patégeno como en el caso de la confrontacion de Trichoderma sp. contra

Sclerotinium cepivorum (Astorga et al., 2003). Contrario a esto, en el caso de las colonias
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de Trichoderma que se confrontaron con cepas del patégeno de 10 y 15 dias se observé una
competicién directa por espacio debido a que el hiperparasito, no supero al patégeno en ninguna
de las dos evaluaciones (Figura 1). El andlisis estadistico corroboré que existen diferencias
significativas entre las tres cepas inoculadas (P=0.0001) y los dias de crecimiento del patégeno
(P=0.0005).
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Figura 1. Tasa de crecimiento de tres cepas de Trichoderma confrontadas con cepas de
Cylindrocarpon sp. de diferentes edades.

Respecto al porcentaje de inhibicion del crecimiento radial, se observé que cuando se establecen
cultivos duales, el control sobre Cylindrocarpon supera el 80 %, una vez que las cepas del
patdgeno tienen un crecimiento mayor el efecto disminuye 10 % en la cepa uno de Trichoderma.
De los tres aislados del antagonista el que tuvo una constante sobre el patdgeno fue la cepa tres
y este resultado esta correlacionado con el modo de accion que emplea para inhibir al patogeno
(Figura 2). Al respecto, Michel (2001) indic6 que entre menor sean los dias al contacto, es mayor

la agresividad que existe por parte del hongo antagonico y menor la resistencia del fitopatégeno.

Michel et al. (2005) mencionaron que la zona de interseccién tiene una importancia significativa
puesto que entre mayor sea el area de contacto, mayor ser la agresividad del hiperparasito. En
el caso de las cepas utilizadas en este estudio se observé un intervalo de 0.8 a 0.90 cm que
supera a lo indicado por Michel et al. (2008) con Trichoderma y Fusarium subglutinans y F.

oxysporum.
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Figura 2. Promedio de porcentajes de inhibicion del crecimiento radial (%ICR) para antagonismo
de tres cepas de Trichoderma sobre Cylindrocarpon sp.

Modo de accion de Trichoderma

Al término de las evaluaciones, las placas mostraron diferentes reacciones entre el patdgenoy el
antagonista, de acuerdo a las descripciones realizadas por Howell (2003), el modo de accién se
clasificé de la siguiente manera: La cepa del tratamiento uno mostré solo competicion por espacio
(Figura 3), una vez que hizo contacto con el patdgeno, no se observé un parasitismo directo, en
las colonias de cero y cinco dias este mecanismo fue evidente, sin embargo en las cepas de
Cylindrocarpon de 10y 15 dias se observé un halo de inhibicion que probablemente este asociado
a el ciclopéptido citotdxico reportado por Weber et al. (2006) y a la ascoclorina cyndrol A5
encontrada por Kawaguchi et al. (2005). Contrario a lo que indicé Hernandez (2005) con la
confrontacion de Trichoderma harzianum y Sclerotium rolfsii y Michel et al. (2001) entre
Fusarium subglutinans y Trichoderma spp, quienes mencionaron que hay especies del

antagonista que tienen contacto a los tres dias después de la inoculacion.

Figura 3. Modo de accidn de la cepa Trichoderma T1 sobre colonias de Cylindrocarpon: A, colonia
de 0 dias de crecimiento: B, colonia de cinco dias; C, colonia de 10 dias; D, colonia de 15 dias de
crecimiento.
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En el caso de las cepas dos y tres, no hay distincion entre la edad del aislado del patégeno se
observé parasitismo directo en ambos casos, estas especies probablemente utilicen el
mecanismo de competencia por nutrientes como en el caso de Trichoderma lignorum sobre
Rhizoctonia solani (Howell, 2003), no obstante, el mecanismo principal de control biolégico es

el microparasitismo (Figura 4).

Figura 4. Modo de accion de la cepa T2 y T3 de Trichoderma sobre colonias de Cylindrocarpon. A-
B. Cylindrocarpon confrontado con Trichoderma T2; E-H, Cylindrocarpon confrontado con
Trichoderma T3 alos 0, 5, 10 y 15 dias de crecimiento.

Conclusiones

Existe variabilidad en los modos de accion de las cepas de Trichoderma sobre Cylindrocarpon
sp.

La edad del patdgeno esta estrechamente relacionad con la produccién de toxinas que inhiben el

crecimiento de algunas especies del hiperparasito.

De las tres cepas de Trichoderma confrontadas, la cepa T2 y T3 son las que tienen un uso
promisorio para la implementacion de un manejo integrado en campo, se sugiere realizar
aplicaciones para determinar la adaptabilidad y funcionalidad de estos en condiciones

ambientales.
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