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Resumen. El chile es la segunda hortaliza de ma-
yor produccién en México. El objetivo de la in-
vestigacion fue evaluar la actividad antagoénica in
vitro e in vivo de Trichoderma harzianum (T-H4)
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Abstract. Chili is the second largest vegetable
in Mexico. The objective of the investigation was
to evaluate the in vitro and in vivo antagonistic
activity of Trichoderma harzianum (T-H4) and T.
koningiopsis (T-K11) versus Fusarium solani (MX-
MIC 798) in the germination and establishment
of seedling of chili Miahuateco. The dual culture
technique was used to determine the percentage of
radial growth inhibition (PRGI) of the MX-MIC
798 strain. In addition, the germination percentage
in Miahuateco chili seeds was analyzed in nursery,
as well as the mortality of seedlings and degree
of severity at 40 days after transplantation (dat)
in Santa Maria Tecomavaca, Oaxaca, through
biocontrol and chemical control (Mancozeb 80®).
The T-H4 strain presented the highest PIRG
antagonic level (53.3%) in vitro and class II on
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y T. koningiopsis (T-K11) versus Fusarium solani
(MX-MIC 798) en la germinacion y establecimiento
de plantula de chile Miahuateco. Se utilizo la técni-
ca de cultivo dual para determinar el porcentaje de
inhibicion de crecimiento radial (PICR) de la cepa
MX-MIC 798. Ademas, se analizo el porcentaje de
germinacion en semillas de chile Miahuateco en vi-
vero, asi como la mortalidad de plantulas y grado
de severidad a los 40 dias después del trasplante
(ddt) en Santa Maria Tecomavaca, Oaxaca, a través
de biocontrol y control quimico (Mancozeb 80%). La
cepa T-H4 presento el nivel antagénico PICR mas
alto (53.3%) in vitro y clase 1l en la escala de Bell,
asimismo obtuvo 82% de germinacion en semillas
de chile Miahuateco en vivero y 48% de mortalidad
en campo; de manera que igualo al control quimi-
co y supero a 7. koningiopsis T-K11. La actividad
antifungica de Trichoderma spp., ofrecen una alter-
nativa para el biocontrol de la marchitez y necrosis
en raiz del cultivo de chile Miahuateco causada por
F solani MX-MIC 798.

Palabras clave: Antagonismo, crecimiento mice-
lial, PICR, mortalidad, Capsicum.

La diversidad genética de los diferentes tipos
de chiles en México es poco estudiada, encontran-
do que gran variedad de estos son nativos, como
los denominados Poblanos (Toledo-Aguilar et al.,
2016). En el ano 2018, el chile Poblano (Capsicum
annuum) presentd un area de siembra de aproxi-
madamente 17,729.80 ha, con una produccién de
391,133.26 t dejando una derrama econdémica de $
3°038,997.37 millones de pesos (SIAP, 2020). El
chile poblano tiene gran importancia gastronéomica,
econdmica y social por ser un ingrediente basico
de platillos tradicionales e influencia culinaria de
otros alimentos en el mundo, representando uno
de los ejes de desarrollo o aglutinadores de empleo
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Bell’s scale, also obtained 82% germination in
Miahuateco chili seeds in nursery and 48% of field
mortality; So, he matched chemical control and
beat T koningiopsis T-K11. The antifungal activity
of Trichoderma spp., They offer an alternative for
the biocontrol of the wilt and necrosis as a root in
the cultivation of Miahuateco chili caused by F
solani MX-MIC 798.

Key words: Antagonism, mycelial growth, PRGI,
mortality, Capsicum.

The genetic diversity of the different types of
chilies in Mexico has been scarcely studied, and a
large variety have been found to be native, such as
the Poblanos (Toledo-Aguilar et al., 2016). In the
year 2018, the Poblano chili (Capsicum annuum)
was found to have been planted in an area of
approximately 17,729.80 ha, with a production
of 391,133.26 t and an income of $ 3°038,997.37
pesos (SIAP, 2020). The Poblano chili has great
gastronomic, economic and social importance,
since it is a basic ingredient of traditional dishes
and has a culinary influence on other foods
worldwide, being one of the cornerstones of
development or providers of jobs and income in
the areas (Rodriguez et al., 2007; Pérez-Carrasco
etal.,2017).

In the town of Santa Maria Tecomavaca, in the
state of Oaxaca, Mexico, the Miahuateco chili is
grown, which is a variety of Poblano chili and the
current production in the region is jeopardized by the
presence of fungal diseases. The genus Capsicum
presents a higher fungal incidence in the seedling
stage. These diseases are caused by pathogens such
as Phytophthora sp., Rhizoctonia sp. and Fusarium
spp., which lead to the loss of over one third of the
production of the crop. The main symptom is the
premature death of the plants, since it causes the
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e ingreso en las regiones (Rodriguez et al., 2007;
Pérez-Carrasco et al., 2017).

En la comunidad de Santa Maria Tecomavaca,
en el estado de Oaxaca, México, se cultiva el chile
Miahuateco, que es una variedad de chile Poblano
y actualmente la produccion en la region se ve com-
prometida por la presencia de enfermedades fungo-
sas. El género Capsicum presenta mayor incidencia
fungosa en la etapa de plantula, estas enfermedades
son causadas por patdégenos como Phytophthora
sp., Rhizoctonia sp. y Fusarium spp., que provocan
la pérdida de mas de un tercio de la produccion del
cultivo. El principal sintoma es la muerte prematu-
ra de las plantas, al causar la obstruccion y desequi-
librio del funcionamiento de los haces vasculares,
ademas de presentar defoliacion, cambios de color,
rizado del follaje, dafo a estructuras reproductivas,
maduracion adelantada e irregular pudricion de la
raiz y necrosis en el tallo (Rivera-Jiménez et al.,
2018; Guenoun et al., 2019). Fusarium oxysporum
y F. solani se han aislado de la pudricion de la co-
rona y la base del tallo de plantas maduras de chile
Poblano en vivero, ademas F. solani es el agente
causal de marchitez y necrosis en raiz y tallo de
chile Chilaca en Queréndaro, Michoacan, México
(Rivera-Jiménez et al., 2018; Reyes-Tena et al.,
2019).

Los productos de sintesis quimica se han em-
pleado por décadas para el control de estas enfer-
medades (Gan y Wickings, 2017). Sin embargo,
su uso esta relacionado con la generacion de resis-
tencia en fitopatogenos, dafios al ambiente y salud
humana (Chen et al., 2014; Andrade-Hoyos et al.,
2019). Ante esta situacion, el control bioldgico se
considera una practica eficiente y ecoldgicamente
viable para el desarrollo de una agricultura sosteni-
ble (Pérez-Torres et al., 2018).

El género Trichoderma contiene a las especies
antagonistas mds relevantes para el biocontrol de
hongos fitopatdégenos, utilizado principalmente
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obstruction and imbalance in the functioning of the
vascular bundles, defoliation, color changes, curling
of the foliage, damage to reproductive structures,
early maturation and irregular rot of the root and
necrosis in the stem (Rivera-Jiménez et al., 2018;
Guenoun et al., 2019). Fusarium oxysporum and F.
solani have been isolated from the rot of the crown
and the base of the stem of mature Poblano chili
plants in nursery. In addition, F solani is the causal
agent of wilting and necrosis in the root and stem
of the Chilaca chili in Queréndaro, Michoacan,
Mexico (Rivera-Jiménez et al., 2018; Reyes-Tena
etal.,2019).

The products of chemical synthesis have been
used for decades to control these diseases (Gan
and Wickings, 2017). However, their use is related
to the generation of resistance in phytopathogens,
damages to the environment and to human
health (Chen et al., 2014; Andrade-Hoyos et al.,
2019). In the light of this situation, biological
control is considered an efficient practice and
environmentally feasible for the development of
sustainable agriculture (Pérez-Torres et al., 2018).
The genus
relevant antagonistic species for the biocontrol of
phytopathogenic fungi, used mainly by organic
farmers and in good agricultural practices for
the management of diseases and as a compost
enhancer (Romero-Arenas et al., 2017; Launio
et al., 2020). Its use and success in agriculture is
due to action mechanisms such as competition for
space, mycoparasitism, antibiosis (Nawrocka et al.,
2018) and the production of volatile compounds
(Hernandez-Melchor et al., 2019). In previous
investigations, 7. harzianum T-H4 presented a
higher percentage of inhibition (78.3%) against

Trichoderma contains the most

Phytophthora cinnamomi than T. koningiopsis
T-K11 in vitro (Andrade-Hoyos et al., 2020).
Likewise, the strain T-H4 presented 63.6% of PICR
and class III of the Bell scale against Fusarium sp.
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por productores orgdnicos y de buenas practicas
agricolas para el manejo de enfermedades y poten-
ciador de compost (Romero-Arenas et al., 2017,
Launio et al., 2020). El éxito y uso en la practica
agricola, se debe a sus mecanismos de acciéon como
la competencia por espacio, micoparasitismo, an-
tibiosis (Nawrocka et al., 2018) y la produccion
de compuestos volatiles (Hernandez-Melchor et
al., 2019). En trabajos previos, 7. harzianum T-H4
presentd el mayor porcentaje de inhibicion (78.3%)
contra Phytophthora cinnamomi que T. koningiop-
sis T-K11 in vitro (Andrade-Hoyos et al., 2020).
Asi mismo la cepa T-H4 present6 63.6% de PICR
y clase III de la escala de Bell contra Fusarium sp.
(Morales et al., 2020). En consecuencia, el objeti-
vo de este trabajo de investigacion fue: Evaluar la
actividad antagdnica de dos cepas de Trichoderma
(T-H4 y T-K11), versus F. solani MX-MIC 798 en
la germinacion de semilla y vigor de plantulas de
chile Miahuateco para la comunidad de Santa Ma-
ria Tecomavaca, Oaxaca, México.

MATERIALES Y METODOS

Antagonismo de 7. harzianum y T. koningiopsis
ante F solani en cultivos duales. La evaluacién
del antagonismo se realizo con las cepas T-H4 de 7.
harzianum y T-K11 de T. koningiopsis, ambas ais-
ladas de laraiz de Persea americana, cuyas secuen-
cias se encuentran en la base de datos del National
Center for Biological Information (NCBI) con el
numero de acceso MK779064.1 y MK791648.1,
respectivamente. Asi mismo, se utilizdo la cepa
MX-MIC 798 de F. solani con nimero de acceso
MK532475, la cual fue donada por el Laboratorio
de Patologia Vegetal del Instituto de Investigacio-
nes Agropecuarias y Forestales de la Universidad
Michoacana. Todo el material bioldgico esta res-
guardado en el laboratorio 204 del Eco-Campus

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2021

(Morales et al., 2020). Consequently, the aim of
this investigation was to evaluate the antagonistic
activity of two strains of 7richoderma (T-H4 and
T-K11), versus F. solani MX-MIC 798 in the
germination of seeds and vigor of Miahuateco chili
seedlings for the town of Santa Maria Tecomavaca,
Oaxaca, Mexico.

MATERIALS AND METHODS

Antagonism of 7. harzianum and T. koningiopsis
against F. solani in dual cultures. The evaluation
of the antagonism was carried out with strains T-H4
of T. harzianum and T-K11 of T. koningiopsis,
both isolated from the root of Persea americana,
the sequences of which are found in the National
Center for Biological Information (NCBI) data
base, with accession numbers MK779064.1 and
MK791648.1, respectively. Likewise, F. solani
strain MX-MIC 798, with accession number
MKS532475 was used, which was donated by the
Plant Pathology Laboratory of the Agricultural
and Forestry Research Institute of the Universidad
Michoacana. All the biological material is stored
in laboratory 204 of the Eco-Campus Valsequillo
of the Institute of Science of the Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla (BUAP).

For the evaluation of mycelial growth, fragments
of F. solani IMX-MIC 798), T. harzianum (T-H4)
and 7. koningiopsis (T-K11), 5 mm in diameter,
were planted in Petri dishes with PDA (Potato
Dextrose Agar), each in triplicate and incubated
in the dark at 28 °C for 10 days. The mycelial
diameter was measured every 12 h to estimate the
growth speed (cm), which was calculated with the
function of linear growth y=mx + b (where ‘y’ is
distance, ‘x’ is time and ‘b’ is the constant factor)
and it was expressed in centimeters per day (cm
d") (Zeravakis et al., 2001). The diameter of the
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Valsequillo del Instituto de Ciencias de la Benemé-
rita Universidad Autonoma de Puebla (BUAP).

Para la evaluacion del desarrollo micelial, se
sembraron fragmentos de 5 mm de diametro de £
solani (MX-MIC 798), T. harzianum (T-H4) y T.
koningiopsis (T-K11) en cajas Petri con PDA (Agar
de Papa y Dextrosa), cada uno por triplicado y se
incubaron en condiciones de oscuridad a 28 °C por
10 dias. Se midi6 el diametro micelial cada 12 h
para estimar la velocidad de crecimiento (cm), la
cual se calcul6 con la funcion de crecimiento lineal
y=mx + b (donde ‘y’ es la distancia, ‘x’ es el tiem-
po y ‘b’ el factor constante) y se expresd en cen-
timetros por dia (cm d') (Zeravakis et al., 2001).
El didmetro del crecimiento milcelial se determind
con un vernier digital (CD-6 Mitutoyo) tomando la
misma direccion por triplicado.

La técnica de cultivo dual se utilizé de acuer-
do con Andrade-Hoyos et al. (2019) por triplicado
para determinar el porcentaje de inhibicion de cre-
cimiento radial (PICR) para cada ensayo evaluado,
por un lapso de 10 dias con la formula PICR=[(R1-
R2/R1) x 100]. Donde R1 es el diametro del testigo
(promedio del crecimiento radial de los triplicados
de cada cepa) y R2: es el diametro del organismo
ensayado. Para complementar las evidencias del
antagonismo, se compar6 y clasificé cada ensa-
yo con la escala establecida por Bell et al. (1982)
(Cuadro 1).

mycelial growth was determined with a digital
caliper (CD-6 Mitutoyo) taking the same direction
in triplicate.

The dual culture technique was used following
Andrade-Hoyos et al. (2019) in triplicate to
determine the percentage of inhibition of radial
growth (PICR) for each trial evaluated, for 10 days
using the formula PICR= [(R1-R2/R1) x 100],
where R1 is the diameter of the control (average of
the radial growth of the triplicates in each strain)
and R2 is the diameter of the tested organism. To
complement the evidence of the antagonism, each
trial was compared and classified using the scale
established by Bell et al. (1982) (Table 1).

Nursery tests to analyze the percentage of
germination and rotting of seedlings. Miahuateco
chili seeds were used, which were provided by
farmers from Santa Maria Tecomavaca in the state
of Oaxaca. The trial was held under controlled
conditions in the nursery of the Eco-Campus
Valsequillo, ICUAP-BUAP. Before the seeds
germinated, they were disinfested with sodium
hypochlorite at 0.3% (v/v) for 10 min, rinsed three
times with sterile water and dried with sterile paper
(Illa et al., 2019). The pathogen F. solani was
inoculated in a salt suspension at a concentration
of 1x108 conidia mL"! with a Neubauer chamber
(PAUL MARIENFELD), in 400 seeds for each

Cuadro 1. Escala de antagonismos propuesta por Bell ef al. (1982).
Table 1. Scale of antagonisms proposed by Bell e al. (1982).

Clase Caracteristicas

micelial del patogeno.

Crecimiento de Trichoderma spp., que cubrid toda la superficie del medio y redujo el crecimiento

I Crecimiento de Trichoderma spp., que cubri6 al menos 2/3 partes del medio.

I otro.

Trichoderma spp., y fitopatogeno crecieron 1/2 y 1/2 la superficie del medio, uno no se sobrepuso al

IV Hongo patégeno creci6 al menos 2/3 partes del medio y resistio a la invasion de Trichoderma spp.
V  Crecimiento del patdgeno que cubriod toda la superficie del medio.
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Pruebas en vivero para analizar el porcentaje
de germinaciéon y podredumbre de plantulas.
Se utilizaron semillas de chile Miahuateco, pro-
porcionadas por productores de la comunidad de
Santa Maria Tecomavaca en el estado de Oaxaca.
El ensayo se llevd bajo condiciones controladas
en el vivero del Eco-Campus Valsequillo, ICUAP-
BUAP. Previo a la germinacion de semillas; estas
se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 0.3%
(v/v) durante 10 min, se enjuagaron tres veces con
agua estéril y se secaron con papel estéril (Illa et
al., 2019). La inoculaciéon del patdégeno F. solani
se realizd en una suspension salina estéril a una
concentracion de 1x108 conidios mL"! por medio de
una camara de Neubauer (PAUL MARIENFELD),
en 400 semillas para cada tratamiento en estudio;
una vez impregnado el patégeno y secas las semi-
llas, se procedio a inocular 7. harzianum y T. konin-
giopsis. La inoculacion se realizo a través de una
suspension de telidsporas a una concentracion de
1x108 conidios mL™! para dos tratamientos por se-
parado, cada uno de ellos con 400 semillas (Reyes-
Tena et al., 2019).

Una vez inoculados las semillas con los hongos,
las semillas se colocaron en charolas germinadoras
con Peatmoss y Agrolita (1:1 v/v), previamente es-
terilizado a 121 °C y 15 1b de presion (Mannai et
al.,2018). Las semillas fueron sembradas mediante
un procedimiento mecanico estandarizado; el sus-
trato himedo se deposito a tres cuartas partes de la
capacidad total de la cavidad, se coloco una semilla
por cavidad a una profundidad de 1 cm (Castillo-
Aguilar et al., 2015). Se utilizo Mancozeb 80® como
tratamiento quimico, donde se siguid las recomen-
daciones del productor para la produccion de plan-
tula (1 kg de semilla por 5 g de producto), ademas
se utilizdé un tratamiento control; el cual consistid
en semillas desinfectadas en una solucion estéril de
agua destilada y sacarosa al 3%, sin presencia de
actividad fingica. Por ultimo, se cubrieron las cha-
rolas con plastico negro por 10 dias, y se mantuvo
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treatment under study; once the pathogen was
soaked and the seeds were dry, 7" harzianum and T.
koningiopsis were inoculated. This was carried out
with a suspension of teliospores at a concentration
of 1x10% conidia mL"! for two separate treatments,
each one with 400 seeds (Reyes-Tena ef al., 2019).
Once the seeds were inoculated with the fungi,
the seeds were placed in germinating trays with
Peatmoss and Agrolita (1:1 v/v) after sterilizing
it at 121 °C and 15 1b of pressure (Mannai et al.,
2018). The seeds were planted using a standard
mechanical procedure; the humid substrate was
placed to take up three quarters of the total cavity,
and one seed was placed in each cavity at a depth
of 1 cm (Castillo-Aguilar et al., 2015). Mancozeb
80" was used as a chemical treatment, following
the manufacturer’s recommendations for the
production of the seedling (1 kg of seed for every
5 g of product), along with the use of a control
treatment, which consisted of seeds that were
disinfested in a solution of sterile distilled water
and sucrose at 3%, without fungal activity. Finally,
the trays were wrapped with black plastic for 10
days and the temperature was kept between 10
and 27 °C during germination (Castillo-Aguilar
et al., 2015). The percentages of seed germination
were calculated using the following formula:
seed germination (%) = (number of germinated
seeds/total number of seeds) x 100 (Al-Fadhal et
al., 2019). The data were taken when the control
treatment presented a germination rate of > 90%.

Mortality and rate of severity in plants 40 dat. We
used 1,500 Miahuateco chili seedlings 15 days after
emergence, provided by local farmers. The trial was
conducted under open field conditions in the town
of Santa Maria Tecomavaca, between parallels 17°
51’ and 18° 03’ latitude N, and meridians 96° 57’
and 97° 15’ longitude W, at an altitude between
400 and 2600 masl. The predominant climates in
the area are dry warm (40.5%) and semidry warm
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la temperatura entre 10 y 27 °C para la germinacion
(Castillo-Aguilar et al., 2015). Los porcentajes de
germinacion de semillas se calcularon de acuerdo
con la siguiente formula: Germinacion de semillas
(%) = (nimero de semillas germinadas/nimero to-
tal de semillas) x 100 (Al-Fadhal et al., 2019). Los
datos se tomaron en el momento que el tratamiento
control presentd una germinacion > 90%.

Mortalidad e indice de severidad en plantas de
40 ddt. Se utilizaron 1,500 plantulas de chile Mi-
ahuateco de 15 dias de emergencia proporcionadas
por productores de la comunidad. El ensayo se lle-
vo6 bajo condiciones a campo abierto en la comuni-
dad de Santa Maria Tecomavaca, entre los paralelos
17° 51’y 18° 03’ de latitud norte; los meridianos
96° 57’y 97° 15° de longitud oeste con una altitud
entre 400 y 2 600 m. Los climas predominantes en
la zona son seco calido (40.5%) y semiseco calido
(17.5%) (INEGI, 2017). La preparacion del terreno
se realizd por productores de la comunidad tres me-
ses antes del establecimiento del cultivo. Se llevo a
cabo una labor de arado de 50 cm de profundidad
para disminuir la compactacion y favorecer el dre-
naje y dos volteos de 30 cm de profundidad para
airear el suelo. La fecha de trasplante fue el 27 de
marzo de 2018 a una profundidad de 3 cm. Se fer-
tilizé con 90-80-80 de N, Py K a los 15 dias (ddt).
El diseno experimental fue bloques al azar con tres
repeticiones, la densidad de poblacion fue de seis
plantas por m?. Durante el desarrollo del cultivo se
realizaron riegos con intervalos de cinco a seis dias,
aplicados antes que la humedad del suelo alcanzara
el 50% de la capacidad de campo (Vazquez-Cas-
arrubias et al., 2011).

La inoculacion de F. solani (MX-MIC 798) se
realizo al cuello de cada una de las plantas de chile
(100 plantulas por tratamiento distribuidas en cinco
bloques al azar) con 1 mL de solucién a una con-
centracion de 1x108 conidios. Después de 36 h se
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(17.5%) (INEGI, 2017). The ground was prepared
by local farmers three months before planting. The
field was plowed to a depth of 50 cm in order to
reduce compaction and favor draining, along with
two harrows-turns to a depth of 30 cm to ventilate
the soil. The transplanting date was March 27,2018,
at a depth of de 3 cm. Fertilization was carried out
with 90-80-80 of N, P and K after 15 days (dat).
The experimental design was random block with
three repetitions and the population density was six
plants per m?. During the development of the crop,
the field was irrigated every five to six days, before
the soil humidity reached 50% of the capacity of
the field (Vazquez-Casarrubias et al., 2011).

F solani (MX-MIC 798) was inoculated at
the neck of each chili plant (100 seedlings per
treatment distributed into five random blocks)
with 1 mL of solution at a concentration of 1x108
conidia. After 36 h, the plants were inoculated with
strains of Trichoderma (T-H4 and T-K11) at the
same concentration as the pathogen (1x10® conidia
mL™"), for each strain, applied to the root for all
treatments. For the chemical treatment, Mancozeb
80" was applied on the third day, following the
recommendations provided by the manufacturer
(480 g 200 L' of water per ha). The control
treatment was only given sterile water with no
fungal activity. The plants were kept on the field for
40 days. The severity of the disease was calculated
in the infected section in relation with the total root
length (Perveen et al., 2010) and classified on the
scale of 0 to 3, where 0 = 0 to 25% of severity, 1
=26 to 50%, 2 =51 to 75% and 3 = 76 to 100%
(Bokhari and Perveen, 2013).

Finally, after week 6 in the field, reisolation was
carried out. Small symptomatic root sections were
taken (approx. 1 x 1 cm), sterilized with sodium
hypochlorite at 1% for 30 s and rinsed three times
with sterile distilled water. The segments were then
placed in a PDA medium and incubated in the dark
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procedio a inocular las plantas con cepas de Tricho-
derma (T-H4 y T-K11) a una misma concentracion
que del patdégeno (1x108 conidios mL™"), por cada
cepa, aplicado a la raiz para todos los tratamientos.
Para el tratamiento quimico, se aplic6 Mancozeb 80°
al tercer dia, de acuerdo con las recomendaciones
del proveedor (480 g 200 L' de agua por ha). El
tratamiento control inicamente se aplicd agua es-
téril sin presencia de actividad fungica. Las plantas
se mantuvieron durante 40 dias en campo. La se-
veridad de la enfermedad se calculd en la porcion
infectada en relacion con la longitud total de las
raices (Perveen et al., 2010) y clasificada en la es-
calade 0 a3 donde, 0 =0 a 25% de severidad, 1 =
26 a50%,2=51a75%y3=76a100% (Bokhari
y Perveen, 2013).

Finalmente, se realiz6 el re-aislamiento a la sex-
ta semana en campo. Se tomaron secciones peque-
fias (aprox. 1 X 1 cm) de raiz con sintomas de en-
fermedad, se esterilizaron con hipoclorito de sodio
al 1% durante 30 s y se enjuagaron tres veces con
agua destilada estéril, los segmentos fueron coloca-
dos en medio PDA, se incubaron bajo oscuridad a
28 °C por 10 dias. Las colonias desarrolladas fue-
ron purificadas por cultivos monosporicos o punta
de hifa y se identificaron las estructuras con claves
taxonomicas de Barnett y Hunter (1998) en un sis-
tema de micro cultivo con un microscopio optico
(Carl Zeiss, Jena, Alemania) a 1000x magnificacio-
nes (Samson et al., 2014) y se conservaron en una
solucion de glicerol al 20% a -84 °C (Morales et
al., 2020).

Analisis estadistico. Los datos se analizaron con
ANOVA (dos vias) en el paquete estadistico IBM
SPSS Statistics version 25. La velocidad de creci-
miento y la tasa de desarrollo fueron las variables
de respuestas con tres repeticiones y se valido por
duplicado en un disefo estadistico completamen-
te al azar. Se realizd una comparacion de medias
por el método de Tukey-Kramer con un nivel de
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at 28 °C for 10 days. The cultures that developed
were purified with monosporic or hyphae tips and
the structures were identified using taxonomic keys
by Barnett and Hunter (1998) in a microculture
system using an optical microscope (Carl Zeiss,
Jena, Germany) at a magnification of 1000x
(Samson et al., 2014), and were stored in a 20%
glycerol solution at -84 °C (Morales et al., 2020).

Statistical analysis. The data were analyzed with
an ANOVA (two-ways) in the IBM SPSS Statistics
statistical package, version 25. Growth speed and
development rate were the response variables with
three repetitions and they were validated in duplicate
in a totally random statistical design. Means were
compared with the method by Tukey-Kramer with a
level of probability of p<0.05. PICR, the percentage
of germination, mortality (%) and the severity of
the disease were expressed as percentages and
transformed with an angular arccosine Vx+1. They
then underwent an analysis of variance (two-
way), along with the variables of total height, root
height and rootless plant; the Tukey-Kramer test
was used to determine the significant differences
between treatments with a significance of p<0.05.
In turn, the PICR was compared based on Student’s
t test for paired samples (p<0.05) using the same
statistical package.

RESULTS AND DISCUSSION

Evaluation of the antagonism of 7. harzianum
and 7. koningiopsis against F. solani in dual
cultures. Areas of interaction appeared between
T harzianum (TH-4) and T. koningiopsis (T-K11)
against F. solani (MX-MIC 798), where parasitism
was observed after 132 h. The rate of development
and speed of growth presented significant
differences (p<0.05), where 7. harzianum obtained
the highest value (Table 2) with 0.972+0.008
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probabilidad de p<0.05. El PICR, el porcentaje
de germinacion, la mortalidad (%) y la severidad
de enfermedad fueron expresados en porcentajes
y transformados con arco-coseno angular Vx+1.
Posteriormente, se sometieron a un analisis de va-
rianza (dos vias), al igual que las variables altura
total, altura raiz y altura planta sin raiz; se utilizd
la prueba de Tukey-Kramer para determinar las di-
ferencias significativas entre los tratamientos con
una significancia de p<0.05. Asi mismo, el PICR
se compararon en base a la prueba ¢ de student para
muestras apareadas (p<0.05) utilizando el mismo
paquete estadistico.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion del antagonismo de 7. harzianum y
T. koningiopsis ante F. solani en cultivo dual. Se
presentaron zonas de interaccion entre 7. harzia-
num (TH-4) y T. koningiopsis (T-K11) frente a F.
solani (MX-MIC 798), donde se observo un para-
sitismo a las 132 h. La tasa de desarrollo y la velo-
cidad de crecimiento tuvieron diferencias significa-
tivas (p<0.05), donde 7 harzianum obtuvo el valor
mas alto (Cuadro 2) con 0.972+0.008 mm h' y

mm h' and 1.3238+0.0024 cm d!, respectively.
Morales et al. (2020) reported a higher speed of
growth than in the present study for strain TH-4
with 1.86+ 0.22 ¢cm d! and 1.67 £ 0.01 mm h'!
for the development rate. F. solani presented
the lowest speed of growth (0.4718+0.00063
cm d'). A study carried out by Andrade-Hoyos
et al. (2019) reaffirm the results obtained in the
present investigation, in which different species
of Trichoderma spp. have superiorities over the
mycelial growth of £ oxysporum (0.22 mm). The
reduction in the growth rate of dual cultures is an
indicator of the antagonistic ability of Trichoderma
(Guigén-Lopez et al., 2010). The percentage of
inhibition of radial growth (PICR) of F solani
exerted by 7. koningiopsis and T. harzianum
presents significant differences (p<0.0001) from
day eight (Table 2), when the strain T-H4 was
1.33% higher than 7. koningiopsis T-K11 and a
class II classification (Figure 1 A and B), according
to the scale established by Bell ef al. (1982).

The present investigation coincides with
Sundaramoorthy and Balabaskar (2013), who
found an inhibition of 53% in the mycelial growth
of F. oxysporum f. sp. lycopersici. Likewise,
Jagraj et al. (2018) reported a PICR of 55.6% for

Cuadro 2. Tasa de desarrollo, velocidad de crecimiento, porcentaje de inhibicion de crecimiento radial de Zricho-

derma'y F. solani bajo condiciones In vitro.

Table 2. Rate of development, growth speed, percentage of inhibition of radial growth of Trichoderma and F. solani

under in vitro conditions.

Nombre Tasa de desarrollo Velocidad de crecimiento PICR? Clase.:
(mm hy (cm d'y Antagonismo
T harzianum 0.972+0.08* 1.3238+0.024*
T. koningiopsis 0.912+0.012% 1.2369+0.063°
F. solani 0.391+0.019¢ 0.4718+0.006°
F solani vs. T. harzianum 53.33+0.20* I
F. solani vs. T. koningiopsis 5240.002° 11

YLetras diferentes significa diferencia significativa entre tratamientos de acuerdo con Tukey-Kramer para p<0.05. “Medias
con letras diferentes, indican diferencias significativas con la prueba de t de student (p<0.05). / YDifferent letters mean
significant difference between treatments according to Tukey-Kramer for p<0.05. “Means with different letters indicate
significant differences with Student’s ¢ test (p<0.05).
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1.3238+0.0024 cm d’!, respectivamente. Morales et
al. (2020) presentaron una velocidad de crecimien-
to mayor que en el presente estudio para la cepa
TH-4 con 1.86+ 0.22 cm d' y 1.67 = 0.01 mm h!
para la tasa de desarrollo. F. solani present6 la me-
nor velocidad de crecimiento (0.4718+0.00063 cm
d™"). Un estudio realizado por Andrade-Hoyos et al.
(2019) reafirman los resultados obtenidos en la pre-
sente investigacion, donde diferentes especies de
Trichoderma spp., poseen superioridades sobre el
crecimiento micelial de F oxysporum (0.22 mm).
La reduccion en la tasa de crecimiento en cultivos
duales es un indicador de la capacidad antagoni-
ca de Trichoderma (Guigon-Lopez et al., 2010).
El porcentaje de inhibicién de crecimiento radial
(PICR) de F. solani ejercido por T. koningiopsis y
T harzianum presenta diferencias significativas (p
<0.0001) a partir del dia ocho (Cuadro 2), donde la
cepa T-H4 presento6 1.33% mayor a 7. koningiopsis
T-K11 y una clasificacion clase I (Figura 1 Ay B)
de acuerdo con la escala que establecio Bell et al.
(1982).

La presente investigacion coincide con Sunda-
ramoorthy y Balabaskar (2013), donde encontraron
una inhibicion del 53% de crecimiento micelial de

F. oxysporum against T. koningiopsis, for strains
isolated from tomato plants. Michel-Aceves et
al. (2019) obtained a class II antagonism on F
oxysporum with T harzianum, which were similar
results to those obtained in this investigation.
Suarez et al. (2008) presented 12 isolations
of T harzianum confronted with F. solani, where
they obtained a PICR between 60 and 70% of
the antagonism. Nagendran et al. (2016) reported
that 15 isolations of Trichoderma spp. reached an
inhibition of over 50% on the mycelial growth
of F. solani, in which strain Phyto-4 obtained the
highest inhibition (66.1%). Likewise, Sanchez-
Garcia et al. (2017) reported a PICR of 59.1% for
F. solani against T. harzianum (Tri-4), which are
higher results than those obtained in the present
investigation. This indicates that 7. harzianum
may have a higher rate of incorporation of
nutrients and a higher metabolism than F. solani,
as well as different mechanisms for the secretion
of hydrolytic enzymes, including cellulases,
chitinases, glucanases, xylases and proteases,
which may be involved in biocontrol mechanisms,
helping it make better use of nutrients from the
medium and deprive the pathogen of the resources

Figura 1. Antagonismo de Trichoderma con F. solani en escala de Bell e al. (1982), a las 132 h en cajas con medio PDA,
incubados a 28 °C por 10 dias, (A) antagonismo clase II de 7. harzianum (T-H4) y F. solani (MX-MIC 798), (B)
antagonismo clase III de 7. koningiopsis (T-K11) y F. solani (C) F. solani sin interaccion.

Figure 1. Antagonism of 7richoderma with F. solani on the scale by Bell ef al. (1982) after 132 h in dishes with PDA medium,
incubated at 28 °C for 10 days, (A) class II antagonism of 7. harzianum (T-H4) and E solani (MX-MIC 798), (B)
class I1I antagonism of 7. koningiopsis (T-K11) and F. solani (C) F. solani without interaction.
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F. oxysporum f. sp. lycopersici. Asimismo, Jagraj
et al. (2018) reportan un PICR de 55.6% para F.
oxysporum frente a T. koningiopsis, para cepas ais-
ladas de plantas de jitomate. Michel-Aceves et al.
(2019) obtuvieron un antagonismo clase II sobre F.
oxysporum con T. harzianum, que fueron resulta-
dos similares a los obtenidos en la presente inves-
tigacion.

Suarez et al. (2008) presentaron 12 aislamien-
tos de T harzianum confrontados para F. solani,
donde obtuvieron un PICR entre el 60 y 70% del
antagonismo. Nagendran et al. (2016) reportaron
que 15 aislados de Trichoderma spp., alcanzaron
mas del 50% de inhibicién sobre el crecimiento
micelial de F. solani; donde la cepa Phyto-4 obtu-
vo la mayor inhibicion (66.1%). De igual manera,
Sanchez-Garcia et al. (2017) reportan un PICR de
59.1% para F. solani frente a T. harzianum (Tri-4),
resultados superiores a los obtenidos en el presen-
te trabajo. Esto indica que probablemente, 7. har-
zianum puede tener una tasa de incorporacion de
nutrientes y un metabolismo superior a £ solani,
asi como distintos mecanismos de secrecion de en-
zimas hidroliticas; entre ellas celulasas, quitinasas,
glucanasas, xylasas y proteasas, las cuales pueden
estar implicadas en los mecanismos de biocon-
trol, permitiéndole aprovechar mejor los nutrien-
tes del medio y privar al patogeno de utilizar los
recursos (Michel-Aceves et al., 2005). Ademas T.
harzianum es capaz de inhibir del crecimiento de
fitopatdgenos porque produce numerosos antibioti-
cos como tricodermina, suzukacilina, alameticina,
dermadina, penicilina, tricotecenos, tricorzianinas,
entre otros (Andrade-Hoyos et al., 2020).

El micoparasitismo es otro mecanismo de ac-
cioén que presenta el género Trichoderma. En esta
investigacion, se logrd observar granulacion de la
cepa MX-MIC 798 inducida por T. harzianum, asi
como ruptura de septos y estrangulacion (Figura 2).
Esto resalta 1a eminente capacidad micoparasitica de
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(Michel-Aceves et al., 2005). T. harzianum is also
capable of inhibiting the growth of phytopathogens,
since it produces numerous antibiotics, such as
trichodermine, suzukacillin, alameticin, dermadin,
penicillin, trichothecenes, trichorzianines and
others (Andrade-Hoyos et al., 2020).

Mycoparasitism is another action mechanism
displayed by the genus Trichoderma. In this
investigation, we found granulation from the strain
MX-MIC 798 induced by 7. harzianum, as well as
the breaking of septa and strangulation (Figure 2).
This highlights the eminent mycoparasitic ability
of strain TH-4. Duarte-Leal et al. (2017) found
mycoparasitism between hyphae in 7. asperellum
(Ta.25), in which they observed lysis in hyphae of
F. oxysporum f. sp. ciceri (F-50), as reported in the
present investigation. Other studies, carried out by
Hyderetal.(2017), refers to the enzyme degradation
of the cell wall of phytopathogenic fungi during the
mycoparasitic action, which causes lysis and thus
the disorganization of the cytoplasmic content. For
T koningiopsis, this investigation was unable to
observe the mycoparasitic mechanism or breaking
of the septae.

The growth rate and antagonism tests are
tools to predict and determine the biocontrolling
ability. According to Morales et al. (2020), these
studies help select efficient antagonistic strains for
evaluation under field conditions and obtain the
best results.

Percentage of germination and rot caused by
E solani in Miahuateco chili seedlings in the
nursery. The germination of the seeds from the
control treatment was displayed after 12 days
with 91% and significant differences (p=0.0023)
in regard to the remaining treatments (Table 3), in
which the effect of the inoculation from F. solani
(MX-MIC 798), which affected the neck of the
root, causing rot and death of the plant, as well
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Figura 2. Micoparasitismo de 7. harzianum (T-H4) sobre F. solani (MX-MIC 798) en medio PDA, incubados a 28 °C por 10
dias; A) interaccién de conidios de 7. harzianum vs. macroconidios septados de F. solani; B) granulaciéon y ruptura
de septos de la cepa MX-MIC 798 inducida por 7. harzianum; C) estrangulamiento de hifas de F. solani por la

cepa TH-4.

Figure 2. Mycoparasitism of 7. harzianum (T-H4) on E solani (MX-MIC 798) in PDA medium, incubated at 28 °C for 10
days; A) interaction of 7. harzianum conidia vs. F. solani septated macroconidia; B) granulation and breaking of
septa of the strain MX-MIC 798 induced by 7. harzianum; C) strangling of F. solani hyphae by strain TH-4.

la cepa TH-4. Duarte-Leal et al. (2017) observa-
ron micoparasitismo entre hifas de 7. asperellum
(Ta.25) donde se observo lisis en hifas de F. oxys-
porum f. sp. ciceri (F-50), como lo reportado en
la presente investigacion. Otros estudios realiza-
dos por Hyder et al. (2017), hacen referencia so-
bre la degradacién enzimatica de la pared celular
de los hongos fitopatogénicos durante la accidén
micoparasitica, que causa lisis y con ello la des-
organizacion del contenido citoplasmatico. En el
presente trabajo, para 1. koningiopsis, no se logro
observar el mecanismo de micoparasitismo ni rup-
tura de septos.

La tasa de crecimiento y las pruebas de anta-
gonismo son herramientas para predecir y determi-
nar la capacidad biocontroladora. De acuerdo con
Morales et al. (2020) estos estudios permiten la
seleccion de cepas antagonicas eficientes para ser
evaluadas en condiciones de campo y obtener me-
jores resultados.

Porcentaje de germinacion y podredumbre
causada por F. solani en plantulas de chile
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as the lowest percentage of germination (30%).
In this investigation, the Miahuateco chili seeds
inoculated with strain MX-MIC 798 treated with
T harzianum T-H4 showed a germination rate
of 82%, even higher than the value reported by
Ezziyyani ef al. (2004), who obtained a percentage
of germination of 60% in bell pepper seeds treated
with T harzianum after 10 days. In untreated plants
inoculated with F solani, root rot reached level
4.0 and a mortality of 70% (Table 3) in the scale
proposed by Ezziyyani et al. (2004). Madhavi et
al. (2006) reported a percentage of germination of
90.3% in chili seedlings (C. annuum) inoculated
with 7. harzianum-m1 and F. solani under nursery
conditions, similar results to thos found in the
present investigation.

The microbial antagonists reduced rot caused by
F. solani under nursery conditions in Miahuateco
chili seeds significantly (22%), whereas T
harzianum presented the lowest percentage of plant
mortality (18%), higher than strain T-K11, which
obtained 26%. The group treated with Mancozeb
80® reduced seed mortality by 28% and presented
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Miahuateco en vivero. La germinacion de semi-
llas del tratamiento control se presento a los 12 dias
en 91%, con diferencias significativas (p= 0.0023)
respecto a los tratamientos restantes (Cuadro 3),
donde se observo el efecto de la inoculacion de F
solani (MX-MIC 798), que afectd el cuello de la
raiz al provocar podredumbre y muerte de la plan-
ta, asi como el porcentaje de germinacion mas bajo
(30%). En esta investigacion, las semillas de chile
Miahuateco inoculadas con la cepa MX-MIC 798
tratadas con 7. harzianum T-H4 mostraron 82% de
germinacion; un valor aun mas alto que lo reporta-
do por Ezziyyani ef al. (2004) donde obtuvieron un
porcentaje de germinacion del 60% en semillas de
pimiento tratadas con 7. harzianum a los 10 dias.
En las plantas no tratadas e inoculadas con F. so-
lani, la podredumbre de la raiz alcanzé el nivel 4.0
y una mortalidad de 70% (Cuadro 3) en la escala
propuesta por Ezziyyani et al. (2004). Madhavi et
al. (2006) reportaron un porcentaje de germinacion
del 90.3% en plantulas de chile (C. annuum) ino-
culadas con T. harzianum-m1 y F. solani en inver-
nadero, resultados similares a los encontrados en la
presente investigacion.

no significant differences with 7. koningiopsis; the
control treatment accounted for a feasibility of 91%
in seed germination (Table 3).

The Mancozeb 80® chemical
presented high mortality results, which could

treatment

indicate the creation of resistance by F. solani to
this fungicide. Some fungicides used, such as
triazoles, tend to develop resistance to the fungal
populations due to genic factors (accumulative
with time), since they only have one place of action
(Leroux and Walker, 2011; Ziogas and Malandrakis,
2015). Chen et al. (2014) reported that Fusarium
fujikuroi uses a resistance mechanism generated by
the mutation of f2tub by the fungicide carbendazim,
making its management difficult, although it opens
the possibility of generating new control measures
with antagonistic agents.

Mortality and rate of severity in plants 40
dat. The Miahuateco variety chili seedlings that
were inoculated with F solani at the moment of
transplanting displayed rot in the roots 40 days
after inoculation. Long reddish lesions were found,
which covered 10% of the total surface of the main

Cuadro 3. Efecto de la actividad antagénica de 7. harzianum y T. koningiopsis sobre la germinacion y
podredumbre causada por F solani en semillas de chile Miahuateco, bajo condiciones de

vivero.

Table 3. Effect of the antagonistic activity of 7. harzianum and T. koningiopsis on the germination and
rot caused by F. solani in Miahuateco chili seeds, under nursery conditions.

Tratamientos Comminacion  goyerigage Podiedumbre causada por
F. solani (MX-MIC 798) 30¢ 4 80
F solani vs. T. harzianum (T-H4) 82° 1 25
F. solani vs. T. koningiopsis (T-K11) 74¢ 2 30
F. solani vs. Mancozeb 80 72¢ 2 30
Tratamiento control 912 0 0

“Evaluacion realizada en la escala graduada de 0 (ningln sintoma) a 5 (planta muerta) propuesta por Ezzi-
yyani et al. (2004). YLetras diferentes significa diferencia significativa entre tratamientos de acuerdo con
Tukey-Kramer para p<0.05. / “Evaluation performed on the gradual scale of 0 (no symptoms) to 5 (dead
plant) proposed by Ezziyyani ef al. (2004). YDifferent letters mean significant differences between treatments

according to Tukey-Kramer for p<0.05.
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Los antagonistas microbianos redujeron signifi-
cativamente (22%) la podredumbre de semillas en
chile Miahuateco causada por F. solani en vivero,
T. harzianum presento el porcentaje mas bajo de
mortalidad en plantulas (18%), superior a la cepa
T-K11, que obtuvo 26%. El grupo tratado por Man-
cozeb 80® redujo la mortalidad de semillas en un
28% y no presento diferencias significativas con 7.
koningiopsis; el tratamiento control representd el
91% de viabilidad en la germinacion de semillas
(Cuadro 3).

El tratamiento quimico Mancozeb 80" presentd
resultados altos de mortalidad, lo que puede indicar
generacion de resistencia por parte de F. solani ante
este fungicida. Algunos fungicidas utilizados como
los triazoles, tienden a desarrollar resistencia a la
poblacién de hongos por factores génicos (acumu-
lable con el tiempo) ya que poseen un sélo sitio de
accion (Leroux y Walker, 2011; Ziogas y Malan-
drakis, 2015). Chen et al. (2014) reportaron que
Fusarium fujikuroi utiliza un mecanismo de resis-
tencia generado por la mutacion de la f2tub ante el
fungicida carbendazim, lo que dificulta su manejo,
sin embargo, abre la posibilidad de generar nuevas
medidas de control con agentes antagonistas.

Mortalidad e indice de severidad en plantas de
40 ddt. Las plantulas de chile variedad Miahuateco
que fueron inoculadas con F. solani al momento del
trasplante, presentaron pudriciones en la raiz a los
40 dias después de la inoculacion; se observaron
lesiones alargadas de color rojizo que cubrian 10%
de la superficie total de la raiz principal, ademas, se
pudo apreciar manchas café-rojizas en la porcion
del tallo que se encuentra por debajo del suelo y
una pérdida considerable de raices laterales, esto
coincidio6 con lo descrito por Agrios (2006).

Los resultados de campo mostraron que los trata-
mientos con actividad antifingica fueron efectivos
para reducir entre el 48 y 51% de mortalidad por
marchitez y pudricidon de la raiz en plantas de chile
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root and reddish-brown spots were also observed in
the section of the stem found under the soil surface,
along with a considerable loss of lateral roots. This
coincided with descriptions by Agrios (2006).

The field results showed that the treatments
with antifungal activity were effective to reduce
mortality by wilting and root rot in Miahuateco
chili plants under induced infection by 48 and
51% respectively, and it reduced the severity of
the disease 40 dat by 50% (Table 4). Strain T-H4
presented the lowest percentage of plant mortality
(48%), yet it displayed no significant differences
with the Mancozeb 80® fungicide, which accounted
for 47% of the mortality. Similarly, Thangavelu
et al. (2004) showed that 7. harzianum (Th-10)
efficiently controlled the fusarial wilting of the
banana tree, comparable to chemical control.
Nagendran (2016), found the highest percentage
(36.9%) of the reduction of the disease with strain
Phyto-6, and also displayed a lower severity in
witling, as shown by the present investigation. 7.
koningiopsis T-K11 obtained a mortality of 51%,
presenting significant differences with the control
group (23%), which obtained the lowest mortality.

During their development, the plants infected
by F. solani presented symptoms of yellowing in
the basal part, yellowing of the nervations in 30%
of leaves, as described by Black et al. (1993) in
chili plants (C. annuum) that survived the infection
on the field. The analysis of variance for the total
plant height displayed highly significant differences
(p= 0.0002) between treatments. Mancozeb 80®
obtained the greatest height (25.6£2.78 cm),
followed by plants inoculated with 7. harzianum
(24£1.98 cm) and T. koningiopsis (21£1.81 cm).
The lowest height appeared recurrently in plants
inoculated with F. solani with 16+0.28 cm, as
shown in Figure 3A. Agrios (2006) mentions that
plants affected by Fusarium sp. reduce their growth,
due to the ability of the pathogen to colonize roots,
preventing the adequate nutrition of the plant.
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Miahuateco bajo infeccion inducida y, disminuyo
50% la severidad de la enfermedad a los 40 ddt
(Cuadro 4). La cepa T-H4 present6 el porcentaje
mas bajo de mortalidad (48%) de plantas; sin em-
bargo, no presentd diferencias significativas con el
fungicida Mancozeb 80®, que represento el 47%
de mortalidad. De manera similar, Thangavelu et
al. (2004) mostraron que 7. harzianum (Th-10)
controlo eficazmente el marchitamiento fusarial del
banano, comparable al control quimico. Nagendran
(2016), encontro6 el porcentaje maximo (36.9%) de
reduccion de la enfermedad con la cepa Phyto-6,
ademas mostré una menor severidad en la marchi-
tez, como se observo en la presente investigacion.
T’ koningiopsis T-K11 obtuvo el 51% de mortali-
dad, presentando diferencias significativas con el
grupo control (23%), que obtuvo la mortalidad mas
baja.

Durante el desarrollo de las plantas infectadas
por F. solani, presentaron sintomas de amarilla-
miento en la parte basal, aclaramiento de nervadu-
ras en un 30% de las hojas, como lo describieron
Black et al. (1993) en plantas de chile (C. annuum)
que sobrevivieron a la infeccién en campo. El ana-
lisis de varianza de altura total de la planta presentd

The genus Trichoderma can parasite pathogenic
fungi and produce antibiotics. It also presents
positive effects in plant growth, yield, absorption of
nutrients, fertilizer use efficiency and the systemic
resistance of plants to diseases (Hyder et al., 2017;
Andrade-Hoyos et al., 2020). In a study carried out
by Cole and Zvenyika (1988), they noticed that
the infection caused by F. solani in tobacco plants
could be controlled when applying 7. harzianum
in disease management procedures. Likewise in a
study by Yedidia et al. (1999), when inoculating 7.
harzianum in early growth, where the absorption of
nutrients in the plantimproved. These investigations
agree with studies by Tsegaye-Redda et al. (2018),
who mention that 7richoderma sp. has the ability to
antagonize the phytopathogens present in the soil,
and also induces the promotion of plant growth and
protects plants from biotic and abiotic stress. The
studies by Dubey et al. (2007) have been confirmed
in T. harzianum, where seed germination, root
health and sprout length have improved and the
frequency of healthy plants has increased, as
confirmed by the present investigation.

Forty dat with the strain MX-MIC 798 that led
to the development of necrotic lesions in the roots

Cuadro 4. Actividad antagonica de Trichoderma sobre el porcentaje de mortalidad a los 40 ddt y severidad de la enfermedad
inducida por F solani en cultivo de chile Miahuateco.
Table 4. Antagonistic activity of Trichoderma on the percentage of mortality 40 dat and severity of the disease induced by F.
solani in Miahuateco chili crop.

Tratamientos Mortalidad Severidad de la Tamaifio de planta sin Tamafio de raiz ~ Altura total
(%)* enfermedad raiz (cm)* (cm)? (cm)?
F. solani (MX-MIC 798) 86+1.34° 3-76% 1241.12¢ 1.3+0.12¢ 16+0.28¢
F solani vs. T. harzianum (T-H4) 48+1.16¢ 1-25% 18+1.97¢ 2.1+0.09° 24+1.98°
F. solani vs. T. koningiopsis (T-K11) S1+1.31° 2-51% 1742.62% 1.9+0.30° 21+1.812
gvfa‘;fg)’;é tfsg'o;f)ratam‘e““’ quimico 47+1.36° 1-25% 2142.15° 2.6+0.26° 25.6+2.78*
Grupo control 23+0.38¢ 0-0% 16+0.02° 1.6+0.18° 18.4+1.08°

Evaluacion realizada en la escala graduada de 0 a 3 donde, 0 =0 a 25% de severidad, 1 =26 a 50%,2=51a75%y 3 =76 a 100%
propuesta por Bokhari y Perveen, 2013. “Letras diferentes significa diferencia significativa entre tratamientos de acuerdo con Tukey-
Kramer para p<0.05. / Evaluation performed on the gradual scale of 0 to 3, where 0 = 0 to 25% of severity, 1 =26 to 50%, 2 =51 to
75% and 3 =76 to 100% proposed by Bokhari and Perveen, 2013. “Different letters mean a significnat difference between treatments
according to Tukey-Kramer for p<0.05.
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diferencias altamente significativas (p= 0.0002)
entre los tratamientos. Mancozeb 80® obtuvo la
mayor altura (25.6+2.78 cm), seguido por las plan-
tas inoculadas por 7. harzianum (24£1.98 cm)y T.
koningiopsis (21+1.81 cm), de manera recurrente,
la menor altura se presentd en plantas inoculadas
con F. solani con 16+0.28 cm, como se muestra
en la Figura 3A. Agrios (2006), menciona que
las plantas afectadas por Fusarium sp., reducen su
crecimiento debido a la capacidad del patdégeno de
colonizar raices, lo que impide una adecuada nutri-
cion de la planta.

El género Trichoderma puede parasitar hon-
gos patdgenos y producir antibidticos. Ademas,
presenta efectos positivos en el crecimiento de las
plantas, el rendimiento, la absorcion de nutrientes,

and stems of evaluated plants, we proceeded to re-
isolate in order to satisfy Koch’s postulates. The
fungal cultures developed abundant aerial mycelia,
with a cotton-like texture and white in color with
purple tones (Figure 3B), which appeared more
intense in the middle of the culture medium
(Renteria-Martinez et al., 2018). The duration of
the microculture until chlamidospores were visible
was 14 days; for macroconidia, seven days; and for
phialides and microconidia, four days. Oval-shaped
septated mycelia and abundant microconidia were
observed, with an average size of 2.4 x 6.3 pum in
length by 2 x 4 um in width (Figure 3C), along with
the typically crescent-moon shaped macroconidia,
one to four septa (Figure 3F), an average size of 2.4
x 4.1 pm in width and 11.8 x 36.4 pm long (Barnett

Figura 3. Estructuras de reproduccion de F solani (MX-MIC 798) de 10 dias en medio PDA a 28 °C. A) planta muerta de
Capsicum annuum variedad Miahuateco inoculada con F solani MX-MIC 798, B) colonia de F. solani en medio
PDA; C) microconidios de F. solani; D) fialides y microconidios en falsas cabezas de F. solani; E) clamidosporas de

F solani; F) micro y macroconidios de F solani.

Figure 3. Reproduction structures of F. solani (MX-MIC 798) after 10 days in a PDA medium at 28 °C. A) dead Capsicum
annuum var Miahuateco plant inoculated with F solani MX-MIC 798, B) F. solani culture in PDA medium; C)
microconidia of F solani; D) phialides and microconidia in false F. solani heads; E) F. solani chlamydospores; F)

F. solani micro and macroconidia.
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la eficiencia en la utilizacion de fertilizantes y
la resistencia sistémica a las enfermedades de las
plantas (Hyder ef al., 2017; Andrade-Hoyos et al.,
2020). En un estudio realizado por Cole y Zvenyi-
ka (1988), observaron que la infeccién causada por
F solani en plantas de tabaco, podria controlarse
al aplicar T harzianum en los procedimientos de
manejo de enfermedades. Asi como se demostro
por un estudio realizado por Yedidia et al. (1999)
al inocular 7. harzianum en el crecimiento tempra-
no, donde mejoro la absorcion de nutrientes por la
planta. Estos trabajos concuerdan con los estudios
de Tsegaye-Redda et al. (2018) quienes mencionan
que Trichoderma sp., tiene la capacidad de antago-
nizar a los fitopatdgenos presentes en el suelo, asi
como también induce la promocion del crecimiento
de las plantas y protege a las plantas del estrés bio-
tico y abidtico. Los estudios de Dubey et al. (2007)
han sido confirmados en el caso de 7. harzianum,
donde ha mejorado la germinacion de las semillas,
la sanidad de las raices y la longitud de los brotes,
ademas de aumentar la frecuencia de plantas sanas,
como lo confirmado en la presente investigacion.
Transcurridos 40 ddt con la cepa MX-MIC 798
y que indujo desarrollo de lesiones necrdticas en
raices y tallos de las plantas evaluadas, se procedio
al re-aislamiento con el fin de cumplir con los pos-
tulados de Koch. Las colonias fungicas desarrolla-
ron micelio aéreo abundante, de textura algodono-
sa 'y de color blanco con tonalidad purpura (Figura
3B), mas intenso en el centro del medio de cultivo
(Renteria-Martinez et al., 2018). La duracion del
micro-cultivo para observar las clamidosporas fue
de 14 dias, de macroconidias siete dias, asi como
de fialides y microconidias con cuatro dias. Se lo-
gro observar micelio septado y abundantes micro-
conidias en forma ovoide de tamafo promedio de
2.4x 6.3 pm de largo por 2 x 4 pm de ancho (Figura
3(C), ademas de macroconidias con la tipica forma
de hoz o de luna, de uno a cuatro septos (Figura

PUBLICACION EN LINEA, MAYO 2021

and Hunter, 1998). Likewise, chlamidospores were
also observed (Figure 3E), 8.4-10.5 pm in diameter
and with particular morphometric characteristics
reported by Montealegre et al. (2003).

CONCLUSIONS

The strains 7. harzianum (TH-4) and T
koningiopsis (T-K11) displayed classes Il and 111
of antagonism, respectively, on F. solani on the
Bell scale. In addition7. harzianum TH-4 displayed
the highest rate of development, speed of growth
and percentage of inhibition of PICR radial growth
on F solani MX-MIC 798 (53%) under in vitro
conditions.

In nursery conditions, 7. harzianum TH-4
(82%) and T. koningiopsis T-K11 (74%) presented
the best response in the germination of Miahuateco
variety chili plants, with the highest percentage
of germination in comparison with the chemical
treatment (72%), although 7. harzianum TH-4
reduced rot caused by the F solani strain by 75%.

In the town of Santa Maria Tecomavaca, in the
state of Oaxaca, Mexico, 7. harzianum (T-H4) and
the Mancozeb 80® chemical treatment presented
the best response in the reduction of the mortality
and severity of the disease in Miahuateco chili
plants 40 dat.

End of the English version

3F), de tamaino promedio de 2.4 x 4.1 um de ancho
y 11.8 x 36.4 um de largo (Barnett y Hunter, 1998).
Asi también se observaron clamidosporas (Figura
3E) con un diametro entre de 8.4-10.5 pum, carac-
teristicas morfométricas peculiares de estos fitopa-
togenos reportados por Montealegre et al. (2003).
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CONCLUSIONES

Las cepas T. harzianum (TH-4) y T. koningiop-
sis (T-K11), mostraron antagonismo clase II y III
respectivamente, ejercido en F. solani en la escala
de Bell, ademas, 7. harzianum TH-4 mostré mayor
tasa de desarrollo, velocidad de crecimiento y por-
centaje de inhibicién de crecimiento radial PICR
sobre F. solani MX-MIC 798 (53%) en condiciones
in vitro.

En condiciones de vivero, T. harzianum TH-4
(82%) y T. koningiopsis T-K11 (74%) presentaron
mejor respuesta en la germinacion de plantas de
chile variedad Miahuateco; presentando el porcen-
taje de germinacién mayor en comparacion al trata-
miento quimico (72%), sin embargo, 7. harzianum
TH-4 redujo en un 75% la podredumbre causada
por la cepa F. solani.

En la comunidad de Santa Maria Tecomavaca
en el estado de Oaxaca, México, Trichoderma har-
zianum (T-H4) y el tratamiento quimico Mancozeb
80" presentaron la mejor respuesta en la reduccion
de mortalidad y severidad de la enfermedad de
plantas de chile Miahuateco a los 40 ddt.
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