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RESUMEN

El Estado de México representa el principal productor de ornamentales en México. La produccidn de estos cultivos se
encuentra afectada por la incidencia de fitopatdgenos que afectan los rendimientos y la calidad del producto final. En el
presente trabajo se determind la sensibilidad in vitro de cinco cepas nativas de Trichoderma spp., al ingrediente activo
de diferentes fungicidas (Cercobim 70 M°, Promilo 50 PH", Captan 50 WP®, Interguzan 30-30®, Shogun 500 FW®). Para
ello se utilizaron cultivos monospdricos de cinco cepas nativas (SS1-6, SS2-5, TFR3, TA4 y CUT-B). Las cepas antagonicas
evaluadas presentaron potencial para su utilizacion en el manejo integral y sustentable en la floricultura en el Estado
de México. Trichoderma tomentosum (SS1-6) mostré sensibilidad in vitro al benomilo; sin embargo, mostré tolerancia a
captany fluazinam; en las dosis probadas. Trichoderma barbatum (SS2-5), Trichoderma asperellum (TFR3) y la cepa Tricho-
derma harzianum (TA4) no mostraron sensibilidad in vitro en los tratamientos evaluados. Por otra parte, Trichoderma
asperellum (CUT-B) mostro sensibilidad al tiofanato metilico (Cercobim 70 M°) y present6 tolerancia a los ingredientes
activos captan y fluazinam. Por otro lado, quintozeno+thiram evidencid efecto fungistatico a la cepa antagonista CUT-B.
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In vitro sensitivity of five native strains of Trichoderma spp. different fungicides

ABSTRACT

The State of Mexico represents the main producer of ornamentals in Mexico. The production of these crops is affected
by the incidence of phytopathogens that affect the yields and the quality of the final product. In the present work, the
in vitro sensitivity of five native Trichoderma spp. strains to the active ingredient of different fungicides (Cercobim 70 M’,
Promilo 50 PH°®, Captan 50 WP®, Interguzan 30-30°, Shogun 500 FW°) was determined. For this, monosporic cultures of five
native strains (SS1-6, SS2-5, TFR3, TA4 and CUT-B) were used. The antagonistic strains evaluated presented a potential for
their use in comprehensive management and sustainable in floriculture in the State of Mexico. Trichoderma tomentosum
(SS1-6) showed in vitro sensitivity to benomyl; in the tested doses, it showed tolerance to captan and fluazinam. In the
evaluated treatments. Trichoderma barbatum (SS2-5), Trichoderma asperellum (TFR3) and the Trichoderma harzianum
strain (TA4) did not show in vitro sensitivity. On the other hand, Trichoderma asperellum (CUT-B) showed sensitivity to
thiophanate methyl (Cercobim 70 M°) and showed tolerance to the active ingredients captan and fluazinam. Whereas,
quintozene + thiram showed a fungistatic effect to the antagonist strain CUT-B.
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INTRODUCCION

El sector floricola representa una de las industrias
mas fuertes en diversos paises desarrollados y en
vias de desarrollo. En México, la horticultura orna-
mental constituye la actividad agricola de mayor
rentabilidad econdmica en el sector agricola en
comparacion con otros cultivos de interés (Ramirez
y Avitia 2017). El Estado de México se reconoce como
el principal productor de ornamentales en el pais.
Entre los cultivos mas sembrados como flor de corte
se encuentran el cultivo de Rosa sp., y el crisantemo
(Chrysanthemum morifolium Ramat) (SIAVI 2019);
sin embargo, la produccién de estos cultivos se
encuentra afectada por la incidencia de fitopato-
genos que reducen los rendimientos y la calidad del
producto final. Rosellinia necatrix Prill (=Dematophora
necatrix (Hart.) Berl.), Verticillium dahliae Kleb., y
Botrytis cinerea Pers., constituyen los principales
agentes patdgenos que ocasionan las enferme-
dades como la pudricion blanca de la raiz, la
marchitez de la planta y el moho gris de la flor,
respectivamente, en el cultivo de Rosa sp.; mien-
tras que, Puccinia horiana Henn, agente causal de
la roya blanca representa una de las enfermedades
mas devastadoras en crisantemo (Garcia-Velasco et
al. 2012, 2017).

La aplicacion de fungicidas sintéticos se plantea
como el método de manejo utilizado para el control
de estas enfermedades fungosas (Garcia-Velasco et
al. 2017, Alonso et al. 2018). Entre los ingredientes
activos mas utilizados para el manejo de fitopato-
genos del suelo se encuentran: tiofanato metilico,
thiram, benomilo, captan, quintozeno y fluazinam
(Franco y Orrego 2013). El uso de agroquimicos
resulta costoso y causa serios efectos medioam-
bientales que a su vez contribuye a una crisis en
la preservacion de los ecosistemas en los recursos
naturales; en la salud de las comunidades rurales
y de los consumidores (Pérez-Moreno et al. 2015,
Castillo et al. 2017). Por lo tanto, buscar soluciones
mas amigables con el medio ambiente constituye
una necesidad para el control de enfermedades en
la floricultura. Por ello, en el desarrollo sostenible
de la agricultura, la utilizacion de microorganismos
para el manejo de plagas y enfermedades consti-
tuye una alternativa viable para asegurar la produc-
cion de los cultivos de una forma sana y segura
(Companioni et al. 2019).

Trichoderma se considera como uno de los anta-
gonistas de hongos fitopatégenos mas utilizado
en la agricultura moderna sustentable (Pineda-
Insuasti et al. 2017); aunque, la capacidad anta-
gonista de Trichoderma es altamente variable
(Pineda-Insuasti et al. 2017). Seglin Mihuta y Rowe
(1986) de 255 aislamientos obtenidos de dife-
rentes lugares, sélo 15% de ellos, fue efectivo en
el control de Rhizoctonia. En este mismo sentido,
Arcia (1995) planted que las cepas nativas de un
lugar son mas efectivas que las importadas. Por
ello, el éxito en la formulacion y comercializacion
de biopreparados fungicos mediante la industria
biotecnoldgica para su aplicacion en la agricultura
requiere de estudios previos en la seleccion de
aislamientos promisorios para el control (Pineda-
Insuasti et al. 2017).

En este sentido, varios autores plantean que la
utilizacion combinada de fungicidas segun la
dosis minima recomendada por el fabricante y
el uso de aislados de Trichoderma spp., repre-
senta una estrategia sostenible que permite la
reduccion del uso de estos plaguicidas (Khirallah
et al. 2016, Castillo et al. 2017, Pérez-Rodriguez
et al. 2019), mostraron que la sensibilidad de
Trichoderma harzianum a varios fungicidas podia
variar en dependencia de la concentracién y los
ingredientes activos. Por otra parte, Barakat y
Almasri (2017) demostraron la compatibilidad de
T. harzianum con fungicidas tolerantes a nivel in
vitro, ex vitro y en campo.

En trabajos previos Alonso (2018) y Garcia-Velasco
et al. (2021 a y b) aislaron, identificaron y deter-
minaron el efecto antagdnico de cepas nativas
de Trichoderma spp., contra los hongos fitopaté-
genos mencionados con anterioridad. Estas cepas
mostraron ser promisorias para su utilizacion en el
control bioldgico de enfermedades fungosas en el
cultivo de Rosa sp. en la regidn sur del Estado de
México. El objetivo del presente trabajo consistid
en determinar la sensibilidad in vitro de cinco
cepas nativas de Trichoderma spp., al ingrediente
activo de diferentes fungicidas utilizados en la
region sur del Estado de México.

2de 12



Garcia-Velasco et al.

Sensibilidad in vitro de cinco cepas nativas de Trichoderma spp...

MATERIALES Y METODOS

Cepas nativas Trichoderma spp.

En la experimentacion se utilizaron cultivos monos-
poricos de las cepas nativas siguientes: 1) Trichoderma
tomentosum (SS1-6); 2) Trichoderma barbatum (SS2-
5); 3) Trichoderma asperellum (TFR3); 4) Trichoderma
harzianum (TA4); y la cepa antagoénica Trichoderma
asperellum (CUT-B). Las mismas se aislaron e identifi-
caron en investigaciones anteriores por Alonso (2018)
y Garcia-Velasco et al. (2021a). Todas las cepas nativas
antagonicas descritas se encontraban conservadas
en trigo (Triticum spp.) entre 6 y 8 °C en el laboratorio.
Para su activacion, se sembraron en el medio de
cultivo agar papa dextrosa (PDA, Bioxon®). Se colocé
un grano de trigo (Triticum spp.), con la finalidad de
activar el crecimiento y desarrollo del hongo antago-
nista. Cada una de las siembras se mantuvieron en
una incubadora (LINDBERG/BLUEM®) a temperatura
de 24°C+1°C. Posterior de siete dias del proceso de
incubacién y crecimiento de los hongos antagonistas
se procedid a realizar los ensayos de sensibilidad in
vitro de las cepas de Trichoderma spp., a los diferentes
fungicidas considerados en el estudio.

Sensibilidad in vitro de las cepas nativas al ingre-
diente activo de diferentes fungicidas

Para el desarrollo del bioensayo de sensibilidad
in vitro de las cepas antagdnicas se procedio a la
preparacion del medio de cultivo PDA. Después del
proceso de esterilizacion del PDA, este se mantuvo
a la temperatura de 50 °C; y de forma separada se
le adicionaron las dosis de los ingredientes activos
de los diferentes fungicidas a probar. Las dosis
evaluadas de los ingredientes activos (i. a.) de los
fungicidas correspondieron a la dosis minima reco-
mendada por el fabricante del producto comercial
en su etiqueta. A continuacion, se desglosan los
tratamientos en la experimentacion que correspon-
dieron a las dosis de i. a. de los diferentes fungicidas
probados en las cepas nativas de Trichoderma spp.

Tratamientos evaluados:

Tiofanato metilico: 0,42 g L*de i. a. (Cercobim 70 M°).
Benomilo: 0,15 gL* dei. a. (Promilo 50 PH").

Captan: 1 gL' dei. a. (Captan 50 WP°).
Quintozeno+thiram: 0,75 g L*dei. a. (Interguzan 30-30°).
Fluazinam: 0,25 mL L* dei. a. (Shogun 500 FW").

Después de la adicion de las dosis mencionadas de
los fungicidas en el medio de cultivo PDA, estas se
agitaron con el apoyo de un termo agitador orbital
(Thermo Scientific’) hasta disolver de forma homo-
génea. Seguido, se vaciaron en las cajas de Petriy
se procedio a la siembra de forma separada, de las
cepas antagonicas. La siembra se procedio de la
siguiente manera: se tomaron discos de micelio de 8
mm de didametro proximos a la periferia de la colonia
crecida en placas de Petri con medio de cultivo PDA
como se describid. Luego de la siembra de las cepas
de Trichoderma spp. se incubaron segun las condi-
ciones mencionadas. Los tratamientos evaluados se
conformaron donde cada cepa de Trichoderma spp.,
fue evaluado con los cinco fungicidas descritos. Cada
uno con su respectivo testigo. El medio de cultivo
PDA sin presencia de fungicidas; pero sembrado e
incubado con las diferentes cepas de Trichoderma
spp., se utilizaron como tratamiento testigo en
toda la experimentacion. Cada tratamiento incluyé
catorce repeticiones.

Variables evaluadas

En cada tratamiento se determind el crecimiento
micelial de los hongos antagonistas. Para esto,
cuando al menos una repeticion del testigo de cada
cepa nativa de Trichoderma alcanzé crecimiento
del 100 % en la caja de Petri se sefialaron todos los
tratamientos con un marcador indeleble de punto
fino bajo un contador de colonias (Felisa®) a contra
luz para verificar el margen del crecimiento; y evitar
errores en el trazado. Posterior a ello, se tomaron
fotografias y se determin el area de crecimiento
micelial con el programa Imagen J (Version 1.43).

Determinacion del efecto fungicida o fungista-
tico de los ingredientes activos de los diferentes
fungicidas en la experimentacion

Las cepas antagdnicas que no presentaron creci-
miento micelial durante la siembra en el medio de
cultivo PDA con presencia de los ingredientes activos
de los fungicidas descritos, se les determin el efecto
fungicida o fungistatico que estos presentaron a las
cepas de Trichoderma spp. en estudio. Para ello se
realizaron cortes circulares de 8 mm de didmetro
en los discos del micelio del antagonista que fueron
sembrados en los diferentes tratamientos; y se trans-
firieron a cajas de Petri estéril que contenian medio
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de cultivo PDA, pero sin presencia de fungicidas.
Luego se mantuvieron en una incubadora (LINDBERG/
BLUEM®) a una temperatura de 24 °C + 1° C. Donde
se observo la presencia o ausencia de crecimiento
micelial del hongo antagonista.

Disefio experimental y analisis estadistico

En toda la experimentacion se utilizé un disefio
completo al azar, con cinco tratamientos, corres-
pondientes a las cepas de Trichoderma ssp. (SS1-6,
S$S2-5, TFR3, TA4 y CUT-B) vy catorce repeticiones.
Los datos se analizaron por cepa nativa y fungicida
probadoy la variable crecimiento micelial analizada
con el programa InfoStat version 2020 (Di Rienzo et
al. 2020), por medio de un ANOVA de una viay las
medias comparadas por Tukey (p>0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Sensibilidad in vitro de las cepas nativas al ingre-
diente activo de diferentes fungicidas

En los tratamientos testigo, los resultados mostraron
que todas las cepas probadas de Trichoderma spp.
(SS1-6, SS2-5, TFR3, TA4 y CUT-B) alcanzaron rapido
crecimiento micelial después de la siembra en medio
de cultivo PDA sin presencia de fungicidas. A los tres
dias después del proceso de siembra e incubacion, las
cepas TA4y la CUT-B lograron su maximo crecimiento,
con marcadas diferencias significativas al resto de las
cepas antagodnicas (SS1-6, SS2-5y TFR3) (Figura 1).

Figura1. Crecimientomicelialdelascepasnativasde Trichoderma
spp., después de la siembra en el medio de cultivo PDA
sin presencia de fungicidas. Medias con letras distintas
indican diferencias significativas (Tukey, p<0,05).

Sensibilidad in vitro de Trichoderma tomentosum

El crecimiento micelial de T. tomentosum (SS1-6)
mostré diferencias significativas marcadas en los
tratamientos que contenian medio de cultivo agar
papa dextrosa con presencia de fungicidas, respecto
al testigo (56,24 cm?). Los menores valores del area de
crecimiento micelial del antagonista se observaron en
los tratamientos que contenian en el medio de cultivo
la presencia de tiofanato metilico (0,21 cm?) y en los
tratamientos con presencia de benomilo; y quintoze-
no+thiram donde el crecimiento micelial fue ausente.
Los resultados indican la sensibilidad in vitro de la
cepa nativa SS1-6 al benomilo (Promilo 50 PH®); y a
quintozeno+thiram (Interguzan 30-30°). En estos trata-
mientos el porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial del hongo fue del 100% (Cuadro 1). Cuando
se determino el efecto fungicida o fungistatico de
estos ingredientes activos (tiofanato metilico, beno-
milo y quintozeno+thiram) a T. tomentosum (SS1-6)
se observo que el antagonista retomd su crecimiento
micelial in vitro, a los cuatro dias después de la siembra
e incubacion en el tratamiento de quintozeno+thiram.
En razdn de ello, se considerd que quintozeno+thiram
tiene efecto fungistatico a T. tomentosum (SS1); mien-
tras que el benomilo se comporté como fungicida a
esta cepa antagénica (Figura 2). Por otra parte, en los
tratamientos con presencia de captan y fluazinam, el
antagonista mostrd crecimiento micelial de 3,42 cm?
y 6,23 cm?, respectivamente. Donde en el crecimiento
micelial de T. tomentosum se observaron porcentajes
de inhibicién de 93,91% y 88,92%, de forma respec-
tiva. Lo cual indica que T. tomentosum (SS1-6) tolerd
la presencia de estos fungicidas en las dosis evaluadas
en la experimentacion.

Sensibilidad in vitro de Trichoderma barbatum

La cepa nativa T. barbatum (SS2-5) no mostré sensi-
bilidad in vitro en los tratamientos con presencia de
fungicidas, con marcadas diferencias significativas
con relacion al tratamiento testigo (45,05 cm?). Por
otra parte, no se observaron diferencias significa-
tivas entre los tratamientos con presencia de fungi-
cidas en el medio de cultivo. En los tratamientos con
presencia de tiofanato metilico; benomilo; captan;
quintozeno+thiram; captan y fluazinam se obser-
varon areas de crecimiento micelial de 0,13 cm?; 0,07
cm?; 0,53 cm?; 0,30 cm?;y 0,59 cm?, respectivamente;
aunque, el antagonista mostré mayor tolerancia en
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Cuadro 1. Crecimiento micelial in vitro de Trichoderma tomentosum (551-6) en el medio de cultivo PDA con
presencia de fungicidas.

Tratamientos Crecimientq micelial del .Por‘ce.n.t,aje de Efecto fyngigida (V]
antagonista (cm?) inhibicion (%) fungistatico
Tiofanato metilico 0,21 d 99,62 No aplica
Benomilo 0,00 d 100,00 Fungicida
Captan 342 bc 93,91 No aplica
Quintozeno+Thiram 0,00 d 100,00 Fungistatico
Fluazinam 6,23 b 88,92 No aplica
Testigo 56,24 a - No aplica

Medias con letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, p<0,05).

Figura 2. Efecto fungicida o fungistdtico a Trichoderma tomentosum (SS1-6), en medio PDA, en ausencia
de fungicidas, de los ingredientes activos de: a) quintozeno + thiram; b) benomilo.

los tratamientos con presencia de captan y fluazinam;
en los cuales se apreciaron porcentajes de inhibicion
de 99,05y 98,95 %, respectivamente (Cuadro 2).

Sensibilidad in vitro de Trichoderma asperellum

Trichoderma asperellum (TFR3) alcanzé la mayor area
del crecimiento micelial en el testigo (41,3 cm?), con
diferencias significativas marcadas en relacion al
resto de los tratamientos evaluados. El hongo anta-
gonista present6 mayor tolerancia a los ingredientes
activos captany fluazinam, con un porcentaje de inhi-
bicion de 98,16 y 98 %, respectivamente (Cuadro 3).

Sensibilidad in vitro de Trichoderma harzianum

El hongo antagonista T. harzianum (TA4) presentd
los menores valores de area de crecimiento micelial
en los tratamientos con presencia de fungicidas,
con marcadas diferencias significativas respecto al
testigo (29,53 cm?). En los tratamientos con presencia
de tiofanato metilico; benomilo; captan; quintoze-
no+thiram; captan y fluazinam se observaron areas
de crecimiento micelial de 0,10 cm?; 0,09 cm?; 1,23
cm?; 0,38 cm?; y 1,68 cm?, respectivamente; sin
diferencias significativas entre los tratamientos.
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Cuadro 2. Crecimiento micelial in vitro de Trichoderma barbatum (S52-5) en el medio de cultivo PDA con

presencia de fungicidas.

Tratamientos Crecimientq micelial del .Por'ce.n.t?je de Efecto f!mgif:ida 0
antagonista (cm?) inhibicion (%) fungistatico
Tiofanato metilico 013 b 99,76 No aplica
Benomilo 0,07 b 99,87 No aplica
Captan 053 b 99,05 No aplica
Quintozeno+Thiram 030 b 99,46 No aplica
Fluazinam 059 b 98,95 No aplica
Testigo 45,05 a - No aplica

Medias con letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, p<0,05).

Cuadro 3. Crecimiento micelial in vitro de Trichoderma asperellum (TFR3) en el medio de cultivo PDA con

presencia de fungicidas.

Tratamientos Crecimiento_ micelial del .Por'ce.n.t?je de Efecto fyngi.cida 0
antagonista (cm?) inhibicion (%) fungistatico
Tiofanato metilico 0,04 b 99,92 No aplica
Benomilo 013 b 99,76 No aplica
Captan 1,03 b 98,16 No aplica
Quintozeno+Thiram 032 b 99,43 No aplica
Fluazinam 112 b 98,00 No aplica
Testigo 4130a - No aplica

Medias con letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, p<0,05).

Tal comportamiento, indica tolerancia del hongo a
los fungicidas probados; aunque, la mayor area de
crecimiento micelial se obtuvo en el tratamiento con
presencia de fluazinam (Shogun 500 FW°) (1,68 cm?)
(Cuadro 4).

Sensibilidad in vitro de Trichoderma asperellum

T. asperellum (CUT-B) mostro sensibilidad in vitro a tiofa-
nato metilico (Cercobim 70 M°) y quintozeno+thiram
(Interguzan 30-30°). Ambos tratamientos presentaron
100 % de inhibicion del crecimiento micelial del anta-
gonista, con marcadas diferencias significativas a los
demas tratamientos. En los tratamientos con presencia
de captan y fluazinam se obtuvieron valores en esta
misma variable de 1,19 cm?y 0,59 cm?, respectivamente
y con diferencias significativas al comparar con el resto

de los tratamientos. La inhibicion del crecimiento
micelial fue de 97,88 % en el tratamiento con presencia
de captany 98,95 % con fluacinam. Lo anterior indico
que la cepa T. asperellum (CUT-B) present tolerancia
a captan y fluazinam (Cuadro 5); sin embargo, cuando
se determing el efecto fungicida o fungistatico de los
ingredientes activos con tiofanato metilico y quintoze-
no+thiram a T. asperellum (CUT-B) se observé que el
antagonista retomd su crecimiento micelial a los nueve
dias en el tratamiento de quintozeno+thiram. Por lo que
se determind que quintozeno+thiram presento efecto
fungistatico a T. asperellum (CUT-B). No se observd
crecimiento micelial del hongo en el tratamiento de
tiofanato metilico. Por lo que se planted que tiofanato
metilico presentd efecto fungicida a la cepa antagonica
probada (Figura 3).
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Cuadro 4. Crecimiento micelial in vitro de Trichoderma harzianum (TA4) en el medio de cultivo PDA con
presencia de fungicidas.

Tratamientos Crecimientq micelial del .Por.ce.n.t?je de Efecto f!mg’]i.cida (]
antagonista (cm?) inhibicion (%) fungistatico
Tiofanato metilico 0,10 ¢ 99,82 No aplica
Benomilo 0,09 ¢ 99,83 No aplica
Captan 123 b 98,95 No aplica
Quintozeno+Thiram 038 ¢ 99,32 No aplica
Fluazinam 1,68 b 97,81 No aplica
Testigo 29,53a - No aplica

Medias con letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, p<0,05).

Cuadro 5. Crecimiento micelial in vitro de Trichoderma asperellum (CUT-B) en el medio de cultivo PDA con
presencia de fungicidas.

Tratamientos Crecimientq micelial del ‘Por.ce‘n‘tgje de Efecto fgngi‘cida o
antagonista (cm?) inhibicion (%) fungistatico
Tiofanato metilico 0,00 d 100,00 Fungicida
Benomilo 0,09 d 99,83 No aplica
Captan 119 b 97,88 No aplica
Quintozeno+Thiram 0,00 d 100,00 Fungistatico
Fluazinam 059 ¢ 98,95 No aplica
Testigo 56,24 a - No aplica

Medias con letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, p<0,05).

Figura 3. Efectofungicida o fungistatico a Trichoderma tasperellum (CUT-B), en medio PDA, en ausencia
de fungicidas, de los ingredientes activos de: a) quintozeno + thiram; b) tiofanato metilico.
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Al realizar la comparacion de la respuesta de
sensibilidad de las cepas antagdnicas a los diferentes
fungicidas probados se plantea lo siguiente (Cuadro
6). En el tratamiento con tiofanato metilico no se
encontraron diferencias estadisticas entre las cepas
nativas de Trichoderma spp.; sin embargo, cuando
se determind el efecto fungicida o fungistatico
del mismo a T. asperellum (CUT-B) se observé que
el antagonista no retomo su crecimiento micelial
(Figura 3). Lo que indicd el efecto fungicida en la cepa
T. asperellum (CUT-B), considerandose sensible al
tiofanato metilico. El resto de las cepas estudiadas
fueron tolerantes a tiofanato metilico. Mientras
que T. tomentosum (SS1) fue el antagonista que

mostrd sensibilidad a benomilo. Por otra parte,
en el tratamiento con presencia de captan en el
medio de cultivo de PDA se observé que todas las
cepas probadas no mostraron sensibilidad. Por otro
lado, T. tomentosum (SS1) y T. asperellum (Cut-B) no
presentaron crecimiento micelial en el tratamiento
con quintozeno + thiram; sin embargo, ambos
microorganismos lo recuperaron; razén por la cual
se determind que el quintozeno + thiram, presenté
un efecto fungistatico en estas cepas antagonicas.
Por tanto, todas las cepas estudiadas presentaron
tolerancia a la dosis probada. Por dltimo, se pudo
comprobar que todos los antagonistas toleraron la
presencia de fluazinam, en la dosis evaluada.

Cuadro 3. Respuesta de sensibilidad de las cepas antagdnicas estudiadas en el medio de cultivo PDA con presencia

de fungicidas.

Fungicidas Cepas nativas

Crecimiento micelial del

Efecto fungicida o

antagonista (cm?) fungistatico

T. tomentosum (551-6) 0,21a No aplica
T. barbatum (552-5) 0,13a No aplica
Tiofanato metilico T. asperellum (TFR3) 0,04 a No aplica
T. harzianum (TA4) 0,10a No aplica
T asperellum (CUT-B) 0,00a Fungicida
T. tomentosum (551-6) 0,00 b Fungicida
T. barbatum (552-5) 0,07a b No aplica
Benomilo T. asperellum (TFR3) 0,13a No aplica
T. harzianum (TA4) 0,09a b No aplica
I. asperellum (CUT-B) 0,09a b No aplica
T. tomentosum (551-6) 342a No aplica
T. barbatum (552-5) 0,53 C No aplica
Captan T. asperellum (TFR3) 1,03 b No aplica
T. harzianum (TA4) 123 b No aplica
T asperellum (CUT-B) 1,19 b No aplica
T. tomentosum (S51-6) 000 b Fungistatico
T. barbatum (552-5) 0,30a No aplica
Quintozeno+thiram T. asperellum (TFR3) 0,32a No aplica
T. harzianum (TA4) 0,38a No aplica
T. asperellum (CUT-B) 0,00 C Fungistatico
T. tomentosum (551-6) 6,23 a No aplica
T. barbatum (552-5) 0,59a No aplica
Fluazinam T. asperellum (TFR3) 1,12 bc No aplica
T. harzianum (TA4) 1,68 b No aplica
T_asperellum (CUT-B) 0,59 C No aplica

Medias con letras distintas indican diferencias significativas (Tukey, p<0,05).
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Por todo lo anterior se resume que las cinco cepas
antagonistas de Trichoderma spp. estudiadas en
la presente investigacion presentaron potencial
para su utilizacion en un manejo integral y
sustentable de la floricultura en el Estado de
México. En estudios previos realizados por Alonso
(2018) y Garcia-Velasco et al. (2021 a y b); las cepas
nativas T. tomentosum (SS1-6), T. barbatum (SS2-
5), T. asperellum (TFR3), T. harzianum (TA4), y T.
asperellum (CUT-B) fueron probadas aisladas,
caracterizadas e identificadas; y se determinaron
sus mecanismos de acciéon contra los hongos
patdégenos Rosellinia necatrix Prill, Verticillium
dahliae Kleb. y Botrytis cinerea Pers. Por otra parte,
Garcia-Velasco et al. (2021a) demostraron que
las cepas antagdnicas T. tomentosum (SS1-6) y T.
barbatum (SS2-5) mostraron ser promisorias para
su utilizacidn en el control bioldgico de Rosellinia
necatrix, en el cultivo de Rosa sp., en la region sur
del Estado de México.

En la literatura se encuentran alrededor de 355 espe-
cies del género de Trichoderma (Kirk et al. 2019); sin
embargo, las mas utilizadas como agentes de control
bioldgico se limitan a T. harzianum, T. asperellum, T.
viridae, T. reesei y T. koningii (Martinez et al. 2013,
Pineda-Insuasti et al. 2017, Duarte-Leal et al. 2018).
Como se aprecia T. tomentosum y T. barbatum no
se encuentran dentro de este grupo. Por lo cual los
resultados obtenidos en esta investigacion aunados
alos trabajos de Alonso et al. (2018) y Martinez-Tapia
et al. (2019) contribuyen al conocimiento de estas
especies. Por otro lado, los resultados obtenidos
demostraron que las cepas antagdnicas T. tomen-
tosum (SS1-6), T. barbatum (SS2-5), T. asperellum
(TFR3), T. harzianum (TA4) y T. asperellum (CUT-B)
presentaron tolerancia a captan y fluazinam, a las
dosis probadas (1 g L* dei. a. de Captan 50 WP", y
0,25 mL L* dei. a. de Shogun 500 FW°).

Segln los mecanismos de accidn, captan reacciona
con las enzimas sulfhidricas con produccién de
tiofosgeno, la cual resultd toxica para las células
del hongo y en paralelo interfiere en el proceso
de respiracion celular del antagonista. Por lo que
inhibe la germinacion de las esporas, y dificulta el
crecimiento y desarrollo micelial del hongo. Por
otra parte, fluazinam actia como desacoplador de
la cadena de transporte de electrones en la fosfo-
rilacidn oxidativa; inhibiendo la produccién de ATP.

Como resultado no se genera el gradiente de pH;
y por tanto afecta la respiracion de las células del
hongo (De Lifian 2012).

Ruano-Rosay Lopez-Herrera (2015) determinaron la
compatibilidad de Trichoderma spp., al ingrediente
activo fluazinam (Shogun 500 FW°). Los cuales
plantean que T. atroviride tolera a nivel in vitro la
dosis de 0,001 %. Lo cual coincide con los resul-
tados obtenidos en el presente trabajo. Donde las
cepas antagonicas de Trichoderma spp., estudiadas
evidenciaron tolerancia a nivelin vitro al ingrediente
activo fluazinam, a la dosis de 0,25 mL L* de i. a.
Por otra parte, Ruano-Rosa y Lopez-Herrera (2015)
observaron efecto inhibitorio en el crecimiento
micelial de R. necatrix, agente causal de la pudricion
blanca del aguacate (Persea americana Prill), con
la adicidn conjunta del fungicida y el agente anta-
gonista de control bioldgico (T. atroviride). Pelaez-
Alvarez et al. (2016) plantean que el crecimiento de
T. asperellum T8A fue inhibido 6 % en dosis de 0,5
g L de Captan 50°, no observando efectos sobre
esta cepa a dosis menores del fungicida. De esta
manera, la concentracién de 0,1 g L* de Captan
50° fue co-aplicada in vitro con T. asperellum T8A,
observando inhibicidn sinérgica del 99 % sobre C.
gloeosporioides ATCCMYA456.

Para la obtencidn de colonias puras de Trichoderma
spp., a partir de muestras de suelo se recomienda un
medio de cultivo selectivo que contiene fungicidas.
Entre estos se sugiere el captan a la dosis de 0,04
g Lti. a., la cual corresponde a una dosis menor
que la evaluada en el presente estudio. También
sugieren la adicién de 0,2 g L i. a. de quintozeno
(Askew y Lang 1993), lo cual equivale al 26,7 %
de la dosis evaluada. De Lifian (2012) plantea que
quintozeno interfiere en la divisidon mitdtica de la
célula del hongo y causa la lisis de la membrana
mitocondrial, por lo que en general causa dafio en
el crecimiento y desarrollo del hongo.

Por otro lado, en el presente trabajo se observé
que las cepas nativas T. tomentosum (SS1-6) y T.
asperellum (CUT-B) mostraron sensibilidad in vitro
al quintozeno+thiram (Interguzan 30-30°).

De Lifidan (2012) y FRAC (2019) plantearon que el
thiram constituye un inhibidor de las enzimas de
radical metalico y de las enzimas sulfhidricas. El
cual infiere en la respiracion celular del hongo y en
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la transduccidn de sefiales osméticas, que impiden
la germinacidn de las esporas. Muifio et al. (2001),
estudiaron el efecto de thiram frente a Trichoderma
spp., a las dosis de 50y 10 mg L* i. a. Después de
48 horas que montaron el experimento observaron
mortalidad de poco menos del 100 % del creci-
miento micelial del antagonista; sin embargo, a los
cinco dias el hongo retomé su crecimiento, conside-
randolo moderadamente téxico y compatible.

En la presente experimentacién se observo que
sélo la cepa nativa T. tomentosum (SS1-6) mostrd la
sensibilidad in vitro, en el tratamiento con presencia
de benomilo (Promilo 50 PH"). En este sentido,
Muifo et al. (2001), no observaron crecimiento
micelial in vitro de Trichoderma spp., en las dosis
de 50y 10 mgL* i. a. de benomilo. Por lo que consi-
deraron toxico para el antagonista; sin embargo, en
el presente estudio las cepas antagdnicas probadas
(SS2-5; TFR3; TA4 y CUT-B) mostraron tolerancia
al benomilo. Se lograron areas de crecimiento
micelial de 0,07 cm?; 0,13 cm?; 0,09 cm?; 0,09 cm?,
respectivamente.

En el tratamiento con presencia de tiofanato meti-
lico se alcanzaron valores de crecimiento micelial
del antagonista de 0,21 cm?(SS1-5); 0,13 cm?(SS2-6);
0,04 cm? (TFR3); 0,10 cm?en la cepa nativa TA4. Sélo
el antagonista CUT-B mostré sensibilidad in vitro al
tiofanato metilico. Franco y Orrego (2013) demos-
traron que los aislados A-76 y A-106 de Trichoderma
spp., fueron compatibles al tiofanato metilico+
thiram, en las dosis de 0,85 g L i. a., donde deter-
minaron valores de crecimiento micelial del hongo
de 4 %.

CONCLUSIONES

Las cepas nativas T. barbatum (SS2-5), T. asperellum
(TFR3) y T. harzianum (TA4) no mostraron sensibi-
lidad in vitro a los diferentes fungicidas probados.

T. tomentosum (SS1-6) mostro sensibilidad al beno-
milo (Promilo 50 PH"), y T. asperellum (CUT-B) al
tiofanato metilico (Cercobim 70 M°); ambas cepas
antagonicas presentaron tolerancia a captan
(Captan 50 WP®) y fluazinam (Shogun 500 FW°).
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