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Resumen

Trichoderma sp es un hongo frecuentemente usado en actividades agricolas, pues actia como antagonista de diversas
especies de hongos fitopatégenos. En este estudio se realizé el aislamiento de cuatro cepas de Trichoderma sp nativas
del noreste de México, las cuales fueron identificadas a nivel molecular mediante la secuenciacion del ITS 1. Ademas se
evalud su capacidad antagonista en contra los hongos fitopatégenos Macrophomina phaseolina y Fusarium oxysporum,
que afectan severamente cultivos de sorgo, maiz y frijol en el noreste de México. La identificacion se realizé de acuerdo
al grado de concordancia con secuencias reportadas y corresponden a las especies T. hammatum (HK701); T. koningiopsis
(HK702); T. asperellum (HK703) y Trichoderma sp (HK704). Por otra parte, las pruebas de antagonismo muestran que los
aislados HK701, HK703 y HK704 inhiben por competencia el crecimiento de M. phaseolina y F. oxysporum, mientras que
HK702 tiene la capacidad para hiperparasitar dichos fitopatégenos. Finalmente, se evalué la promocién de crecimiento de
T. asperellum HK703, en maiz (Pionner 30P49®), usando para ello concentraciones de tratamiento de 1x10e? hasta 1x10e®
esp/mL. En estos ensayos se midi6 la produccion de biomasa. Los resultados muestran que en concentraciones intermedias
se tiene el mayor incremento en altura de plantas y mayor produccion de peso seco en follaje y raiz. Entre los pardmetros
antes mencionados existen diferencias significativas.
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Abstract

Trichoderma sp is a fungus often used in agricultural activities, because it acts as an antagonist of several species of plant
pathogenic fungi. In this study four strains of Trichoderma sp was isolated from the northeastern Mexico, which were
identified by sequencing the ITS 1. We also evaluated its ability antagonistic against phytopathogenic fungi Macrophomina
phaseolina and Fusarium oxysporum this fungi are reported affecting severely maize, sorghum and beans crops in northeas-
tern Mexico. The identification was made according to the degree of consistency with reported sequences and the data
show that the isolates belong to the species T. hammatum (HK701), T. koningiopsis (HK702), T. asperellum (HK703) and
Trichoderma sp (HK704). Antagonism tests showed that the isolated, HK701, HK703 and HK704 inhibited the growth by
competition to M phaseolina and F. oxysporum, while the HK702 has the ability to hyperparasites these pathogens. Finally
was evaluated in maize (Pioneer 30P49®) We measured the dry weight and biomass production. The results show that at

intermediate concentrations have the greatest increase in plant height and dry height of root and foliage.
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Introduccién

Las enfermedades producidas por hongos fitopaté-
genos causan pérdidas severas en la agricultura (Rey
et al., 2000); estas mermas consisten en la reduccién
de la calidad y/o la cantidad de la cosecha obtenida
(Monte, 2001). La forma tradicional para el control de
las enfermedades en cultivos es la aplicacion de pro-
ductos quimicos, pero debido a su composicion resul-
tan téxicos e inespecificos, ya que ademas de eliminar
los organismos fitopatégenos, danan la flora del suelo
(Vinale et al., 2008). Por ello es necesaria la bisqueda
de alternativas orientadas al manejo de agentes anta-
gonistas que sean eficientes y compatibles con el am-
biente (Cupull et al., 2003).

Trichoderma spp. es un organismo de vida libre en sue-
los y ecosistemas de raiz, donde se pueden observar
interacciones complejas entre la planta huésped, los
patégenos y diversos factores del ambiente (Harman,
2006; Woo et al., 2006). Este es un hongo facil de ais-
lar y cultivar en medios de cultivo naturales o semisin-
téticos (Rey et al,, 2000).

Diversas especies de Trichoderma spp. son utilizadas
en la agricultura para el manejo de fitopatégenos, ya
que limitan el desarrollo de hongos dafinos como
Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Verticillium
dahliae (Gonzalez et al, 2005). Los mecanismos em-
pleados por Trichoderma spp son la competencia, la
antibiosis o el hiperparasitismo; en este dltimo caso, se
adhiere a las hifas de los fitopatégenos por medio de
estructuras especializadas llamadas apresorios y libera
enzimas (glucanasas, quitobiosas y quitinasas) y anti-
bidticos (viridina, gliotoxina, gliovirina y peptaiboles)
(Howell et al, 1993).

Trichoderma sp es un hongo que degrada la pared ce-
lular y destruye las hifas y estructuras reproductivas de
Sclerotium cepivorum (Vera et al., 2005). Este fendme-
no es muy importante, pues muchos hongos forman
estructuras de resistencia en el suelo que les permi-
ten sobrevivir bajo condiciones adversas del ambiente
hasta por mas de 20 anos (Higuera et al., 2003).

Se tienen reportes que Trichoderma induce el creci-
miento vegetal al degradar el epispermo de la semi-
lla e interviene en los procesos respiratorios durante
la germinacion. Acelera ademas, el desarrollo de los
tejidos meristematicos primarios, los cuales aumentan
el volumen, la altura, asi como el peso de la planta
(Moity, 1982; Miranda et al., 1998; Gravel et al, 2007;
Shoresh y Harman, 2008a; Shoresh y Harman, 2008b).
Este hongo secreta fitohormonas como el acido Indol
Acético que estimulan la germinacién, el crecimiento
y desarrollo radicular, mejora la asimilacion de nutrien-

tes, lo que influye en el crecimiento vegetativo de cul-
tivos como papa, tomate, maiz y cafetos (Gonzalez
et al, 1999; Cupull et al, 2003; Windham et al, 1986;
Andreu et al, 1992; Harman et al, 2004; Harman,
2006; Gravel et al, 2007; Vinale et al, 2008; Sanchez-
Pérez, 2009).

Por otra parte, el hongo Macrophomina phaseolina
es capaz de atacar a mas de 500 especies de plan-
tas cultivadas, entre ellas sorgo, maiz y frijol, en las
que produce la enfermedad conocida como pudri-
cion carbonosa. Ademas el hongo forma esclerocios
como estructuras de resistencia, los que sobreviven
en el suelo y son dificiles de destruir (Cardona, 2006).
En el caso de Fusarium oxysporum se reporta que ata-
ca a mas de 100 especies de plantas gimnospermas
y angiospermas (Bosland, 1988; Garofalo and McMi-
llan, 2003) y que puede formar tres estructuras de
resistencia: macroconidios (estructuras distintivas
del género), microconidios y clamidosporas, estas
dltimas son las que le permiten sobrevivir como sa-
préfito de vida libre en ausencia de un hospedero
(Nelson, 1981).

Existen reportes del antagonismo de Trichoderma
spp contra Macrophomina phaseolina, donde T. viri-
de y T. lignorum parasitan las hifas de Macrophomi-
na phaseolina produciendo colapso y degradacién
de la pared celular (Dhingra and Sinclair, 1978). T.
koningii, por su parte, reduce la incidencia de la
pudriciéon carbonosa en semilla de arveja (Pisum
sativum) (Lifshitz et al, 1986). Resultados similares
se reportan al tratar plantas de ajonjoli (Sesamum
indicum) con esporas de Trichoderma sp, ya que se
reduce el porcentaje de muerte de plantas causadas
por Macrophomina phaseolina (Pineda y Gonnella,
1988). Asi mismo se observa una resistencia a la
presencia de Macrophomina phaseolina cuando las
semillas de frijol son tratadas con una suspension
de 6,8 x 107ufc/mL" (Adekunle et al, 2001). T. har-
zianum reduce significativamente la germinacion de
esclerocios de Macrophomina phaseolina de 30 a
60% (Srivastava et al, 1996) y la incidencia de Fu-
sarium oxysporum en semillas de melén (Cucumis
melo) y en plantas de papayo (Carica papayag L.)
(Booth, 1971; Harman and Nelson, 1994; Gonzélez
et al, 2005).

El objetivo del presente trabajo fue aislar e identificar
aislados de Trichoderma spp nativos del noreste de
México y hacer una caracterizacion agronémica de
los mismos tomando en cuenta su antagonismo con-
tra Macrophomina phaseolina 'y Fusarium oxysporum 'y
la induccion de crecimiento vegetal en plantulas de
maiz.
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Materiales y métodos

Aislamiento de cepas

Se procesaron 3 muestras de suelo de la rizosfera de
girasol silvestre (Helianthus annus L.) y uno mas de
rizsfera de pino (Pinus cembroides Zucc) de vivero.
Los aislamientos se realizaron en medio de cultivo
agar papa dextrosa (PDA) por el método de diluciones
(Sanchez-Pérez, 2009), para ello se seleccionaron las
colonias que presentaron las caracteristicas morfol6-
gicas de Trichoderma spp, entre las que se destacan:
la morfologia, la forma, el color y el crecimiento de la
colonia.

Caracterizacion molecular

Obtencion de biomasa de aislados de Trichoderma
spp

Los aislados de Trichoderma spp. se multiplicaron en
matraz con 50 ml de caldo LB (Luria-Bertani, Difco®),
incubados a 27 °C y 200 rpm. El cultivo de 72 h de
crecimiento se centrifugé para obtener la biomasa.

Extraccién de DNA genémico

Se sigui6 el método modificado de Hoffman y Wriston
(1987), citados por Sanchez-Pérez (2009), en el cual la
biomasa obtenida es centrifugada y lavada con agua
desionizada estéril, el sobrenadante fue desechado. La
biomasa se resuspendié en 0,2 ml de solucion de lisis
(tritén X-100, 2%; SDS, 1%; NaCl, 0,1 M; Tris-HCI pH
8, 10 mM y EDTA 1T mM) y se le anadieron 0,2 ml de
fenol-cloroformo (1:1) y 0,3 g de perlas de vidrio (ba-
llotini) de 0,45 mm de didmetro.

El tubo donde se traté la biomasa se agité en vortex
durante 1 min, después se colocé en hielo por 1 min
y se repitieron estos dos pasos en tres ocasiones; pos-
teriormente se anadié 0,2 ml de TE 10:1 (Tris 10 mM
y EDTA 1T mM) y se centrifugd durante 10 min a 12000
rpm a 4 °C. La fase acuosa se transfirié a un tubo nue-
vo al cual se le afadieron 10 pl de RNAsa. Posterior-
mente se incubd a 37 °C por 15 min. Enseguida se
agregaron 10 pl de acetato de amonio (NHsC.H;O, 4
M)y 1 ml de etanol (C:HsOH) al 100%; se dej6 repo-
sar por 15 min a-20 °C, se centrifugé a 12000 rpm por
5 min a 4 °C. El sobrenadante se desecho y se lavo el
sedimento con 100 pl de etanol al 70%, se centrifugd
nuevamente para eliminar la fase acuosa y se seco el
precipitado a 55 °C durante 5 min. El DNA obtenido se
resuspendié en 40 pl de TE 10:1 y se mantuvo a -20
°C hasta su uso.

Una vez que se extrajo el DNA se visualizé en gel de
agarosa al 1% y se adicion6 0,1 pl de syber gold. Para
ello se deposité 1 pyl de cada muestra en el gel y se
corrié en una camara de electroforesis horizontal (BIO-
RAD, ®) a 100 v por 50 min, usando una fuente de
poder EC105. Se observo el gel en el transiluminador
de luz ultravioleta y se capto la imagen del gel con el
programa Kodak digital Science® 1D.

Amplificacién ITS

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen
final de 50 pl. Se utilizé 1 pyl del ADN genémico, 5
ul de Buffer 10X (concentracion final a 1X), 1,5 ul de
cloruro de magnesio de 50 mM (final 3 mM), 1 ul de
dNTPs 10 mM (0,2 mM), 1 ul de cada uno de los ini-
ciadores 5 uM (final 0,1 uM) y 0,4 ul de la enzima Taq
DNA polimerasa y se adicioné agua milliQ estéril hasta
alcanzar el volumen de 50 pl. El programa de amplifi-
cacion que se utilizo consistié en 1 ciclo de 3 min a 94
°Cy 35 ciclosde 1 mina 94 °C, Tmina 53 °Cy 1 min
a 72 °C. Por dltimo, se realizé una extension final de 1
min a 72 °C y se procedi6 a visualizarla en un gel de
agarosa al 1%, se adicion6 0,1 ul syber gold y 0,4 ul de
orange. Se depositaron 5 pl de cada muestra en el gel
y se corrié en una camara de electroforesis horizontal
(Bio- Rad®) a 80 volts por 1 h. Las reacciones de PCR
se llevaron a cabo en un termociclador Peltier M) Re-
search® y los geles se trataron como ya se mencioné
con anterioridad.

Secuenciacién

Los productos de PCR, en una concentracién de 50 ng,
fueron tratados en el secuenciador de columna marca
Applied System, modelo 3130®. Para la identificacion a
nivel de especie, se empled el primer de ITS 1 Forward
(5'TCCGTAGGTGAACCTGCGG3'), las secuencias ob-
tenidas fueron comparadas con las secuencias de refe-
rencia de la base de datos del NCBI (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/) y en TricOkey de ISTH (http://www.isth.
info/tools/molkey/index.php), y se asigno la especie de
acuerdo a los niveles de concordancia.

Fitopatogenos

La cepa de Macrophomina phaseolina (cepa HMP5)
fue aislada de plantas de frijol (Phaseolus vulgaris) en
Cotaxtla, estado de Veracruz, México.La cepa HFO6
de Fusarium oxysporum también se aislo de frijol en la
Isla, estado de Veracruz, en México. Ambos materiales
fueron proporcionados por el Laboratorio de biotec-
nologia vegetal del Centro de biotecnologia genémica
del Instituto Politécnico Nacional (IPN).
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Antagonismo

Los hongos fueron cultivados de manera individual en
cajas de petri con PDA y se obtenieron mediciones de
desarrollo de la colonia cada 24 h. Posteriormente se
realizaron las pruebas de antagonismo en individual,
confrontando directamente la Trichoderma spp. con-
tra los fitopatégenos, siguiendo la metodologia des-
crita por Acevedo (1995), la cual consiste en colocar
en puntos opuestos en una caja de petri con PDA, un
disco de 7 mm de didmetro de agar con micelio de
siete dias de desarrollo de Macrophomina phaseolina
y Fusarium Oxysporum (respectivamente), y en el otro
extremo, un disco de agar con micelio de Trichoderma
spp. de cuatro dias de crecimiento. Cada ensayo se
realizo por triplicado.

Induccién de crecimiento

La evaluacién de la induccién de crecimiento fue reali-
zada en semillas (72 por tratamiento) de maiz (Pionner
30P49®), las cuales fueron inoculadas en una caja de
petri (55 mm) con 6 ml de la suspensién de esporas
de cada uno de los tratamientos (1x10 e* a 1x10 e°
esporas por mL"). Las semillas se incubaron por 72 h,
luego se sembraron en charolas de 72 cavidades (ca-
pacidad 120 ml de sustrato ¢/u) con una mezcla de
suelo agricola y perlita en relacion 3:1v/v. Se realizo la
evaluacion de biomasa producida (medida como peso
seco de raiz, follaje y peso total) alos 15 y 30 dias des-
pués de la siembra. Para el andlisis estadistico se utili-
z6 la comparacion de medias, se obtuvo la diferencia
minima significativa con el programa de computo de
Olivares (1994) y se grafic6 con el programa Microsoft
Excel XP® y GraphPad Prism 4.0®.

Resultados

Identificacion molecular

Las muestras permitieron el aislamiento de 4 cepas de
Trichoderma spp, las cuales fueron codificadas como
HK701, HK702, HK703 y HK704. Las 3 primeras fue-

ron obtenidas de la rizésfera de Helianthus annus L.y
la HK704 de la rizésfera de Pinus cembroides Zucc.
Se realiz6 la asignacion de la especie comparando las
secuencias obtenidas para cada aislado y se alinearon
empleando las bases de datos del NCBI y del TricOkey.
Las especies identificadas corresponden a T. ham-
matum; T. koningiopsis; T. asperellum y a Trichoderma
sp respectivamente. En este caso, solo la HK704 tuvo
un nivel de correspondencia con secuencias reporta-
das para otras especies, inferior al 60%, razén por la
cual se reporta solo como Trichoderma sp.

Los aislados HK702 y HK703 fueron depositados en el
ARS Culture Collection (NRRL, http://nrrl.ncaur.usda.
gov) donde quedaron protegidos para procedimien-
tos de patentes con los codigos NRRL 50190 y NRRL
50191 respectivamente.

Pruebas de antagonismo

Los resultados obtenidos de las pruebas de desarro-
llo in vitro de los aislamientos muestran que el HK702
de Trichoderma koningiopsis tiene un crecimiento ve-
getativo mas rapido que los otros dos, T. hammatum
(HK701) y T. asperellum (HK703), todos obtenidos de
Helianthus Annus L., y que Trichoderma sp (HK704),
aislado de Pinus cembroides Zucc., los cuales tienen
un crecimiento similar entre si (grafica 1a).

En las pruebas de antagonismo, el crecimiento de
Trichoderma spp es variable; frente a M. phaseolina
el HK702 tiene una mayor velocidad de crecimien-
to que los otros tres (HK701, HK703 y HK704), lo
cuales tienen una velocidad similar entre si en las
primeras 48 h. En el caso del HK704, este disminu-
ye su velocidad de crecimiento al aproximarse a M.
phaseolina (grafica 1b). En cuanto a las tasas de cre-
cimiento de las colonias de Trichoderma spp. frente
a F. oxysporum, se detecté que el aislado HK702 tie-
ne mayor crecimiento que los otros tres aislados, los
cuale tienen un comportamiento similar entre ellos
(gréafica 1c).

—:SEQUENCERABYOZ.SEQ
SEQUENCERAB703.SEQ

32.3

SEQUENCERABT701.seq

SEQUENCERAB704.SEQ

[ [ [ [
30 25 20 15

| 1 |
10 5 0

Figura 1. Arbol filogenético de los aislados de Trichoderma spp que fueron identificados en este trabajo.
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Grifica 1. Crecimiento micelial (cm) de Trichoderma spp en caja de petri a las 24, 48 y 72 h en incubacién

En cuanto al crecimiento de M. phaseolina, en com-
paracion al testigo, se observa que a las primeras 24
h crece mas cuando estd frente a Trichoderma spp
que cuando esta solo (grafica 2a). Los aislados HK701,
HK703 y HK704, a las 48 h mostraron un desarrollo
significativamente menor en comparacién al testigo
(grafica 2b). A las 72 h HK702 disminuy6 su tasa de
crecimiento, mientras que HK704 la incrementd y fue
similar al testigo.

En las pruebas de antagonismo de los 4 aislados de
Trichoderma spp contra F. oxysporum, se observé que
el primero no afect6 la velocidad de crecimiento de
F. oxysporum, pero si limité su desarrollo una vez que
entraron en contacto (grafica 2b).

El contacto entre las colonias de Trichoderma spp y M.
phaseolina se observé en el caso del aislado HK702 a

5 =
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£
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s
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£
L = HK 702
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€ - —& - HK703
S
L —3¢— HK 704
o 1 A

— % — HMP5
0 + ¥

24 48 72

Tiempo en incubacion (h)

partir de las 48 hy alas 72 h con los otros tres aislados.
El sitio donde los dos hongos hacen contacto es carac-
terizado por una ligera variacién en coloracion, lo cual
indica la incompatibilidad que existe entre ellos. Como
se puede observar en la figura 2a, en la parte superior
el aislamiento HK704 presenta una franja color crema
o beige amarillenta, igual se presenta con los aislados
HK701 y HK703. En la parte inferior de la figura 2a se
observa que el medio de cultivo no presenté cambios
de coloracion cuando entran en contacto T. koningiop-
sis (HK702) y M. phaseolina, por lo que se estima que
no hay antibiosis. Sin embargo, algo muy interesante
fue observado, T. koningiopsis sigue creciendo sobre
las colonias de ambos fitopatégenos F. oxysporumy M.
phaseolina (figura 2b). Este fendmeno es importante,
ya que muestra un hiperparasitismo que debe ser con-
siderado entre los parametros relevantes para evaluar

2 -
E
s
s
s | ¥4 0000000 e rereen HK 701
L
E 11 —E— HK702
o
2 - & - HK703
‘©
5 —— HK 704
— %— HFOB
0

24 48 72

Tiempo en incubacion (h)

Griéfica 2. Crecimiento micelial (cm) a las 24, 48 y 72 h, a la izquierda M. phaseolina vs. Trichoderma spp.y a la derecha F. oxysporum

vs. Trichoderma spp.
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Figura 2. a) Crecimiento de HK702 sobre M. phaseolina y F. oxysporum, detectadndose un ligero cambio de coloracién; b) inicio del

crecimiento de T. koningiopsis HK702 sobre los otros hongos.

su uso potencial en agricultura para el control biol6gi-
co de fitopatégenos.

A nivel individual, en la interaccién entre los aislados
de T. koningiopsis y M. phaseolina se observé a nivel
microscopico que el primero enrolla a la hifa de M.
phaseolina. En el caso de F. oxysporum se puede obser-
var como las hifas de T. koningiopsis crecen y se desa-
rrollan adheridas a las hifas del fitopatégeno (figura 3).

Estimulacién de crecimiento

El ANOVA mostro diferencias significativas para trata-
mientos en los tres parametros analizados (peso folla-

je, peso raiz y peso total), no ocurrié lo mismo para la
fuente de variacion de bloques en ninglin parametro
de peso de plantulas de maiz (Pionner 30P49®) trata-
das con T. asperellum (HK703) (Tabla 1).

En cuanto a la comparacién de medias (DMS), el trata-
miento de la concentracién 1x10 exp * esp/mL' mostr
un efecto promedio mas alto en el caso del peso seco
de follaje, con diferencias significativas con las otras
cinco concentraciones analizadas y con el tratamiento
testigo. En cuanto al peso de raiz, el tratamiento de
la concentracién de 1x10 exp* esp/mL" fue donde se
obtuvieron los valores mas altos, seguido por la con-
centracion de 1x10 exp’esp/mL". Finalmente, los trata-

Figura 3. Interaccién entre Trichoderma con M. phaseolina (lado izquierdo) y F. oxysporum (lado derecho). Imagen de microscopio
6ptico (Objetivo 100X).
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Tabla 1. Andlisis de varianza de peso follaje, peso raiz y peso total de planta inducido por T. asperellum cepa HK703 en maiz

(Pionner 30P49®).
Cuadrados medios
CM CM CM
FV GL . p

(Peso follaje) (Peso raiz) (Peso total)
Tratamientos 5 0.002439* 0.010942* 0.019198*
Bloques 9 0.000345Ns 0.002704Ns 0.003150Ns
Error 45 0.024673 0.004129 0.005701
DMS 0.1913 0.0580 0.0681
CV(%) 30 21 19

FV= Fuente de variacién, GL= Grados de libertad, CM= Cuadrados medios, DMS= Diferencia minima significativa, CV= Coeficiente de variacién.

mientos de 1x10 exp? y 1x10 exp’esp/mL"' mostraron
un comportamiento igual que el testigo. Con respecto
al peso seco total, sigue siendo la concentracion de
esporas 1x10 exp*esp/mL' donde se observan las ma-
yores diferencias entre tratamientos (grafica 3).

Discusién

Los aislados presentaron la forma tipica de las colo-
nias de Trichoderma sp. con formacion de anillos con-
céntricos de color verde en los sitios de esporulaciéon
(Druzhinina et al, 2006). El color verde varia de tono
en cada uno de los aislados, en el caso de HK702,
que corresponde a T. koningiopsis, es un verde claro.
En la morfologia a nivel microscépico se observaron
hifas hialinas segmentadas, conidiéforos y conidios

redondos, semejantes a los reportados para otras es-
pecies de este genero (Druzhinina et al, 2006). En los
resultados obtenidos de las tasas de crecimiento se
observa que el aislado de Trichoderma sp. HK702 es
el de crecimiento mayor. Con respecto a los otros tres
aislados y que la presencia de los dos fitopatégenos
evaluados, afectaron ligeramente el crecimiento de las
colonias de los cuatro aislados de Trichoderma spp.
debido quiza a la competencia de nutrimentos con los
fitopatégenos.

Un fenémeno no reportado fue el que se observé en
el aislado HK704, que es significativamente afectado
en su crecimiento cuando esta frente a M. phaseolina.

En cuanto a las pruebas de antagonismo se observa
que los aislados HK701 de T. hammatum, HK703 de
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Griéfica 3. Evaluacién de la produccién de biomasa en plantas de maiz (Pionner 30P49®) a los 15 dias después de inoculadas con

5 concentraciones de esporas de T. asperellum cepa HK703.
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T. asperellum y HK704 muestran antibiosis por compe-
tencia hacia M. phaseolina. Esta caracteristica puede
servir para intervenciones en condiciones de campo,
pues esto puede conducir a una disminucion de danos
en plantas afectadas por este fitopatégeno. Esto con-
cuerda con reportes anteriores de otras especies de
Trichoderma spp que se han probado para el control
de M. phaseolina (Adekunle et al, 2001).

El crecimiento de la colonia de T. koningiopsis cubrio
por completo el micelio de M. phaseolinay alas 72 h
se observé en la parte inferior de la caja que el color
negruzco, tipico de la formacién de esclerocios de M.
phaseolina, disminuye cuando esta presente al aislado
HK702, lo que indica que existe micoparasitismo hacia
este fitopatdgeno. Asi se confirma que Trichoderma
sp. podria destruir no solo el micelio, sino también las
estructuras de resistencia de este hongo fitopatégeno,
lo cual coincide con lo reportado con anterioridad
por Vera et al, (2005) quien muestra que Trichoder-
ma sp. es capaz de degradar e inhibir la formacion de
esclerocios de Sclerotium cepivorum. Por lo que toca
a F. oxysporum, este fue detenido en su crecimiento
por los cuatro aislados de Trichoderma sp, pero fue
el HK702 el que cubrié por completo la colonia de F.
oxysporum. El uso potencial de Trichoderma spp ya ha-
bia sido reportado contra este fitopatogeno (Gonzalez
et al, 2005).

La reaccién que existe en el momento en que Tricho-
derma sp. entra en contacto con estos dos fitopatoge-
nos es casi imperceptible y solo se observa un ligero
cambio de color en dicho punto de contacto. La fran-
ja de color que se presenta con los aislados HK701
(T. hammatum), HK703 (T. asperellum) y HK704 (Tri-
choderma sp) nos indica que existe una reaccion de
incompatibilidad entre estos aislados y M. phaseolina.
Sin embargo, esta interaccion no es visible cuando los
aislados de Trichoderma spp estan frente a F. oxyspo-
rum. En el caso del aislado HK702 en el punto de con-
tacto entre las dos colonias en el medio de cultivo, la
colonia de T. koningiopsis sigue creciendo y avanza
sobre la colonia de M. phaseolina o la de A. parasiticus.

A nivel microscépico se observa que el asilado HK702
de T. koningiopsis se enrolla sobre la hifa de M. phaseo-
lina. En el caso del F. oxysporum se observa la unién
de las hifas de Trichoderma con las hifas de este. El
enrollamiento y formacién de apresorios son estruc-
turas especializadas de Trichoderma spp. involucradas
en el micoparasitismo para poder parasitar la hifa del
patégeno y causar su degradacion celular (Benitez et
al, 2004). En este caso, no fue posible visualizar estas
estructuras con el microscopio 6ptico, sin embargo, la
colonia de HK702 de T. koningiopsis si cubre totalmen-

te la caja de petri y alcanza a esporular incluso sobre el
punto de inoculacién de los fitopatégenos.

Por otra parte, Trichoderma spp tiene interacciones
complejas con las plantas y uno de sus efectos es so-
bre la degradacion del epispermo que cubre la semilla.
Al momento de la germinacion acelera el desarrollo
de los tejidos meristematicos primarios, los cuales au-
mentan la germinacion, el volumen, la altura, asi como
el peso de la planta (Moity, 1982; Miranda et al, 1998;
Bailey y Lumsden, 1998; Samuels et al, 2006; Harman,
2006; Shoresh y Harman, 2008a; Shoresh y Harman,
2008b ); esto concuerda con los datos observados,
pues en la concentracion de esporas intermedia, se in-
crementa la altura de la planta y la biomasa producida.

Ademas las cepas de Trichoderma spp. estimulan la
germinacion, el crecimiento y desarrollo radicular, lo
cual mejora la asimilacion de agua y nutrientes en cul-
tivos como papas, tomate y cafetos (Windham et al,
1986; Andreu et al, 1992; Cupull et al, 2003; Harman,
2006; Shoresh y Harman, 2008b; Vinale et al, 2008).
Este incremento en el peso seco de raiz también fue
detectado en la concentracion de esporas de 1x10 ex-
p*esp/mL". En el caso de concentracion de esporas
mas elevada se observa una disminucién en el desa-
rrollo de las plantas, lo cual puede ser ocasionado por
fitotoxinas que producen algunas cepas de Trichoder-
ma spp (Samuels et ala, 2006; Harman, 2006; Shoresh
y Harman, 2008b).

Conclusiones

Se aislaron cuatro cepas de Trichoderma spp y se
identificaron por métodos moleculares como T. ham-
matum, cepa HK701; T. koningiopsis, cepa HK702;
T. asperellum, cepa HK703 y Trichoderma sp, cepa
HK704. Las tres primeras fueron aisladas de la rizés-
fera de Helianthus annus y la dltima de la rizésfera de
Pinus cembroides. La cepa HK702 fue el antagonista
mas agresivo ya que presentd una alta velocidad de
crecimiento y limité el desarrollo de los fitopatégenos
al efectuar sobre ellos por hiperparasitismo. Las otras
cepas mostraron antagonismo por competencia y an-
tibiosis, pues detienen por completo el crecimiento
de los fitopatégenos contra los que fueron evaluados.
El aislado HK703 mostr6 capacidad para incrementar
significativamente la biomasa de raiz y el follaje de las
plantas tratadas.
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Every two years since 1967 the mixing community meets to share and discuss the latest
research and technology developments in mixing. Participants come from academia,
industry, equipment manufacturers, private and government research institutions based in
North America and all over the world. Mixing XXIII will take place in the Riviera Maya, Mexico,
for the first time. The conference this year includes an additional night enabling not only our
scientific inquisitiveness to be cultivated, but also to nurture our souls by learning about the
Mexican ancient culture that was able to have great achievements both in astronomy and
mathematics. - Interestingly, the Mayan Culture also provided the world of its time with a highly
sophisticated device for efficient mixing!

Come and join us in this most exciting conference. In June 2012 it will be held in the beautiful

State of Quintana Roo, Mexico, in the heart of the Riviera Mayal!

Enrique Galindo
Chair of Mixing XXIII
galindo@ibt.unam.mx
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The call for papers
for Mixing XXIIl is now open

In keeping with the tradition of the conference, the acceptance of both oral and poster presentation is based -
solely on submitted abstracts (300 — 600 words). Full papers are not required. The deadline for the

submission of abstracts is March 15th, 2012. There will be no published proceedings for the
conference, which allows for the presentation and discussion of the most recent mixing research in a collegial
environment.

Sessions will cover mixing related subjects from fundamentals to the application of mixing in a wide range of
industrial processes. Topics include, but are not limited to:

* Mixing Fundamentals * New modeling and simulation approaches to mixing
Mixing on small scales * Mixing and chemical reaction
Static and Otherin-Line Mixers CFD Modeling of mixers and mixing processes
Mixing of Multi-phase Systems Mixing aspects of biotechnological processes
Mixing of solids Industrial Mixing Processes

Short course on Mixing: June 17th

A special session of Mixing XXIII will be devoted to celebrate the 21st anniversary of NAMF, discussing the 21
mostinfluential contributions to mixing.

Please e-mail your abstract submission to marcela.garcia@agronegociosinternacionales.com.mx. You will
receive an e-mail confirmation within the next 24 hours. If not, please contact Marcela Garcia at the same e-
mail address.

For further information visit: www.mixing.net « www.23mixing.net

The Iberostar Paraiso Beach lies between Playa del Carmen and the lesser-known city of Puerto Morelos,
which is some 15 minutes from Cancun International Airport. The contrast between these two cities is
immediately noticeable: Puerto Morelos is a far more relaxed, laid-back destination, popular with artists and
craftsmen, fishermen and divers. In contrast, the glamorous Playa del Carmen is far more lively and vibrant,
and is packed with tourists who flock to the beaches during the day and in the evening enjoy a drink at one of
the many bars. The hotel addressiis:

Carretera Chetumal - Puerto Juarez, km.309

Playa Paraiso, Quintana Roo —Mexico

Phone +(52-984) 8772800

Fax: +(52-984) 8772810

Web site: http://www.iberostar.com/EN/Riviera-Maya-hotels/Iberostar-Paraiso-Beach.html

For further information visit: www.mixing.net « www.23mixing.net
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onference site
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Hotel: Iberostar Paraiso Beach

The Iberostar Paraiso Beach is a family hotel built in
traditional Mexican colonial style, with arches and columns
throughout. The furniture in this All Inclusive hotel includes
authentic works of art that wouldn't look out of place in an
exhibition of fine art. Upon arrival at the hotel the superb
wooden carvings in the reception area will immediately strike
you. This is the perfect spot to escape from the crowds. The
hotel is so large that a small train runs every 15 minutes
transporting guests around the facilities to the restaurants,
lobby, rooms and even the shopping mall and modern spa
that form part of the Paraiso complex.

E—————

Dinner in XCARET is included in the program

As night falls on Xcaret, a fiesta awakens with the most famous i = "
musical performance in Mexico: Xcaret Mexico Espectacular. More ﬂ“ - - 1‘54 _i_:[& ‘E r
than 300 artists on stage will amaze you with a vibrant musical 2
journey through the history of Mexico, which brings to life colorful

traditions and the heritage of the country

Xcaret Mexico Espectacular will take you to presence an

unforgettable display of Mexican traditional hand-made dresses,

dances and musical performances that will stay in your heart forever.

This is the most amazing representation of Mexico's national identity

and cultural heritage. Dinners are served while guests enjoy Xcaret

Mexico Espectacular.

Knowing The Heart Of Maya's Civilization

Alsoincluded is a day-trip to Chichen ltza. It was the mostimportant
regional capital of the Mayan culture from 750 to 1200 B.C. Their
structures are well conserved, as well as the Yucatan ancient
Mayas tales. Their vestiges show the incredible Mayan civilization
and architecture, enriched with other cultural currents of
Mesoamerica. The temple of Kukulcan, also called "El Castillo”, is a
magnificent construction of 23 meters of height in pyramidal form.
It has four faces, in which during the equinox a shade of a serpent
can be seen descending by the stairs of the building. You will also
visit the Ball Game (the greatest of Mesoamerica), the
Observatory, the Temple of the Soldiers with its figure of the Chac-
Mool and the sacred cenote.

For further information visit: www.mixing.net « www.23mixing.net
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