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RESUMEN ABSTRACT
La fusariosis vascular del garbanzo (Cicer arietinum L.) Fusarium wilt in chickpea (Cicer arietinum L.) has spread,
aumenta debido a la dificultad para controlarla. El control due to the difficulty to control it. Chemical control diminishes
quimico disminuye la biodiversidad y contamina el ambien- the biodiversity and pollutes the environment, so sustainable
te, por lo cual se deben desarrollar medidas sustentables measures must be developed to limit the disease. Therefore,
para limitar la enfermedad. Por lo tanto, el objetivo de este the objective of this study was to determine the potential of
estudio fue determinar el potencial de cepas bacterianas y Sinaloa’s native bacterial and fungal strains, as biological
fangicas, nativas de Sinaloa, como agentes biocontrol de control agents of this disease in chickpea plants grown in
esta enfermedad en plantas de garbanzo cultivadas en inver- greenhouses. Because native bacterial and fungal strains inhibit
nadero. La hipétesis fue que las cepas bacterianas y fiingicas Fusarium oxysporum {. sp. ciceris, the hypothesis was that those
nativas son una alternativa para controlar de la fusariosis strains are an alternative to control fusarium wilt in chickpea.
vascular del garbanzo porque inhiben Fusarium oxysporum The radial growth of Fusarium oxysporum f. sp. ciceris, race
f. sp. ciceris. La inhibicién de las cepas de control biolégico 5 —the principal agent that causes this disease in Sinaloa—
se evalué sobre el crecimiento radial de Fusarium oxysporum was evaluated to study the inhibition of biological control
f. sp. ciceris raza 5, el principal agente causal de la enfer- strains, using the dual culture technique in a PDA growing
medad en Sinaloa, mediante la técnica de cultivo dual en medium. The experiments were carried out in a greenhouse.
medio de cultivo PDA. Los experimentos se realizaron en The experimental design was completely random, with five
invernadero, el disefio experimental fue completamente al repetitions per treatment; each repetition had ten pots, and
azar con cinco repeticiones por tratamiento, cada repeticién each pot had two plants. Plant vigor, foliage wilt, and root
tuvo 10 macetas, y cada maceta contenia dos plantas. Vigor canker were evaluated using a subjective scale; plant height
de planta, marchitez en follaje y cdncer de raiz se evaluaron (cm), chlorophyll (SPAD 502 units), wet and dry biomass (g),
con una escala subjetiva; se cuantificaron altura de planta stem diameter (mm), and yield (g plant_l) were quantified.
(cm), clorofila (unidades SPAD 502), biomasa himeda y Trichoderma sp. HRG-060 native strain showed the highest in
seca (g), didmetro de tallo (mm) y rendimiento (g planta_l). vitro mycelial inhibition (PIRC: 80.07%), due to its ability to
La cepa nativa de Trichoderma sp. HRG-060 destacé por la colonize 100% of the surface of the mycelium that grew out

mayor inhibicién micelial iz vitro (PIRC: 80.07 %) y por of the pathogen in 3 d. The highest grain yield was obtained
su capacidad de colonizar el 100 % de superficie del micelio in plants with the Tiichoderma sp. HRG-060 strain (6.13g
crecido del patégeno en 3 d. El mayor rendimiento de grano plant_l); meanwhile, the Bacillus sp. T442 strain created a
fue en las plantas con la cepa Tiichoderma sp. HRG-060 favorable atmosphere for the highest chlorophyll production

(55.45 SPAD units), as well as the greatest wet and dry biomass

weight (41.73 g plant_1 and 30.03 g plant_l, respectively).
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(6.13 g planta™), y la cepa de Bacillus sp. T442 propicié
la mayor produccién de clorofila (55.45 unidades SPAD) y
peso de biomasa hiimeda (41.73 g planta™) y seca (30.03 g
planta™?).

Palabras clave: control bioldgico, cepas nativas, Bacillus,

Trichoderma, Pseudomonas, Fusarium oxysporum £. sp. ciceris.
INTRODUCCION

| garbanzo (Cicer arietinum L.) es la segunda

leguminosa alimenticia mds importante en el

mundo, después del frijol (Phaseolus vulgaris
L.). En Sinaloa, México, el cultivo de garbanzo es
importante porque genera divisas al exportar casi
toda su produccidn; este estado es el productor y
exportador principal de garbanzo blanco de Méxi-
co (Guerrero et al., 2015). En el 2013, en Sinaloa
se sembraron 61 600 ha con garbanzo blanco y la
produccién fue 103 645 Mg (SIAP, 2014). Un factor
principal que limita el éxito de la produccién de este
cultivo, en el mundo, es la fusariosis vascular del
garbanzo ocasionada por Fusarium oxysporum f. sp.
ciceris (Jiménez y Jiménez, 2011). Las pérdidas cau-
sadas por el hongo van de 10 a 40 % de la cosecha
anual, y puede devastar por completo al cultivo en
condiciones favorables para el desarrollo de la enfer-
medad (Guerrero et al., 2015).

Este hongo es dificil de controlar porque resis-
te los principales fungicidas y fumigantes, y puede
permanecer en estado latente en el suelo a través de
las clamidiosporas, estructuras que representan el
in6culo inicial para las epidemias en los siguientes
ciclos de cultivo. En Sinaloa, la fusariosis vascular
del garbanzo es la enfermedad mds importante (Ve-
larde ez al., 2013), y el método de control princi-
pal es la aplicacién de fungicidas y fumigantes al
suelo. Sin embargo, algunos de estos productos
pueden danar los cultivos por efectos fitotdxicos y
eliminar los organismos benéficos, ya que no son
especificos. Esto y los problemas de seguridad y
salud pablica inherentes a la fabricacién y uso de
agroquimicos, asi como la posible contaminacién
difusa a los cuerpos de agua subterrdneos, causan
la busqueda y establecimiento de alternativas eco-
légicas de manejo de esta enfermedad. Por lo tanto,
es importante identificar y estudiar cepas de mi-
croorganismos antagonistas nativos, que optimicen
el éxito como agentes de biocontrol de la fusariosis
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INTRODUCTION

hickpea (Cicer arietinum L.) is the second

mostimportant nourishingleguminous plant

in the world, after beans (Phaseolus vulgaris
L.). Almost all the production of chickpea crops
in Sinaloa, Mexico, is exported, and this generates
significant revenues. Sinaloa is the country’s main
producer and exporter of white chickpea (Guerrero
et al., 2015). In 2013, 61 600 ha of white chickpea
were sowed in Sinaloa, and the production reached
103 645 Mg (SIAP, 2014). All over the world, one of
the main factors that limits the success of this crop
production is fusarium wilt, which is caused by the
Fusarium oxysporum f. sp. ciceris pathogen (Jiménez
and Jiménez, 2001). Losses caused by this fungi
range from 10 to 40 % of the annual harvest, and
can completely devastate crops, if there are favorable
conditions for the development of the resulting
disease (Guerrero et al., 2015).

This pathogen is difficult to control, as a
consequence of its resistance to major fungicides
and fumigants; besides, fungi can lie dormant
in the soil, through chlamydospores, structures
that represent initial inoculums for the epidemics
during subsequent crop cycles. Fusarium wilt is
the most important disease of chickpea in Sinaloa
(Velarde et al., 2013), and the main control method
is to apply fungicides and fumigants on the soil.
However, some of these products can harm the
crops due to their phytotoxic effect; they can
also eradicate benefic organisms, because they are
not specific. This situation —along with safety
and public health problems associated with the
manufacture and use of agrochemicals, as well as
the potential diffuse pollution of ground water
bodies— leads to the pursuit and establishment of
environmentally-friendly management alternatives.
Therefore, identifying and studying
antagonistic microorganisms strains are essential to
optimize their success as biological control agents of
the fusarium wilt of chickpea, due to their proven
adaptation to the source environment.

Trichoderma spp. and  Bacillus spp. are
proposed as biological control agents, particularly
against soilborne phytopathogens (Verma ez al.,
2007). Trichoderma spp. uses antagonistic action
mechanisms, such as mycoparasitism, lyses,
antibiosis, nutrient and space competition, or

native
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vascular del garbanzo por su probada adaptacién al
ambiente de origen.

Trichoderma spp. y Bacillus spp. se han pro-
puesto como agentes de control biolégico, en es-
pecial contra fitopatégenos del suelo (Verma ez
al., 2007). Trichoderma spp. utiliza mecanismos
de accién antagbénica como micoparasitismo, lisis,
antibiosis, competencia por nutrientes y espacio o
induccién de resistencia, o ambos, en el hospedero
(De la Garza, 1996). Bacillus spp. es una bacteria
promotora de crecimiento vegetal, ademds de te-
ner un efecto protector contra patégenos del suelo
(Butt ez al., 1999). El potencial de las especies del
género Bacillus se demostrd para la produccién de
antibidticos, enzimas, la solubilizacién de fosfa-
tos (Chen er al., 20006) y la fijacién bioldgica del
nitrégeno (Ooi ez al., 2008).

La hipétesis de este estudio fue que cepas bac-
terianas y fingicas nativas son una alternativa para
el control de la fusariosis vascular del garbanzo
por su actividad inhibitoria frente a £ oxysporum
f. sp. ciceris y su efecto promotor de crecimiento
y vigor de las plantas de garbanzo que causard un
mejor rendimiento de grano. Los objetivos fueron:
1) determinar el potencial de cepas bacterianas y ce-
pas fungicas, nativas de Sinaloa, como agentes de
biocontrol de la fusariosis vascular del garbanzo en
pruebas in vitro y en la planta; 2) identificar el me-
canismo de control de las cepas fingicas; 3) evaluar
el efecto promotor de las cepas bacterianas y fun-
gicas en la altura, contenido de clorofila, peso de
biomasa hiimeda y seca en las plantas, asi como en
el rendimiento de grano.

MATERIALES Y METODOS
Origen de los aislamientos

El aislamiento 303CS de £ oxysporum f. sp. ciceris raza 5
(ntimero de accesién KJ000584 del GenBank) usado en el es-
tudio fue proporcionado por el Instituto Nacional de Inves-
tigaciones Forestales, Agricolas y Pesqueras. Como agentes de
control bioldgico se usaron las siguientes cepas de la colecciéon
del Centro de Ciencias de Sinaloa (CCS): bacterias del género
Bacillus sp. cepas T442, T3141; bacterias del género Pseudomo-
nas sp. cepas 1162, 7Al y 751; hongos del género Trichoderma
sp. cepas HRG-050, HRG-060 y HRG-083, previamente ais-
ladas de campos cultivados con garbanzo y con presencia de la

enfermedad (Cuadro 1).

resistance induction, or both, in the host (De
la Garza, 1996). Bacillus spp. is a plant-growth
promoting bacteria; additionally, it has a protecting
effect against soilborne pathogens (Butt ez a/.,1999).
Antibiotic and enzyme production, solubilization
of phosphates (Chen ez al., 2006), and biological
nitrogen fixation (Ooi ez al., 2008) have shown the
potential of the Bacillus species genus.

The hypothesis of this study was that native
bacterial and fungal strains represent an alternative
to control fusarium wilt in chickpeas, because their
activities inhibit £ oxysporum f. sp. ciceris, and
promote the growth and vigor of chickpeas, which
will result in better grain yield. The objectives were
as follows: 1) to determine the potential of Sinaloa’s
native bacterial and fungal strains as biological
control agents against fusarium wilt in chickpea,
by means of in vitro and greenhouse tests; 2) to
identify the fungal strains’ control mechanisms;
3) to evaluate the effect that bacterial and fungal
strains have on the height, chlorophyll content,
and wet and dry plant biomass weight, as well as
grain yield.

MATERIALS AND METHODS
Isolates’ origin

Isolate 303CS of F oxysporum . sp. ciceris, race 5 —GenBank
access number KJ000584— used on this study was provided by
the Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas
y Pesqueras. As biological control agents, the following strains

—taken from the Centro de Ciencias de Sinaloa (CCS)

Cuadro 1. Ubicacién geogrifica de los sitios de origen de los
microorganismos de control biolégico utilizados
en los ensayos iz vitro y en invernadero.

Table 1. Geographic location of the places of origin of

biological control microorganisms, using in vitro
and greenhouse tests.

Cepa antagonista Latitud Norte Longitud Oeste
7A1 24° 36’ 14.2” 107° 23 56.2”
751 24° 49’ 30.6” 107°31° 55.8”
T162 24° 34’ 15.2” 107° 13’ 14.0”
T442 24° 40’ 54.8” 107° 39 58.0”
T3141 24° 45’ 18.3” 107° 28’ 23.5”
HRG-050 24° 37’ 49.0” 107°26° 17.3”
HRG-060 24°19° 14.7” 107° 21’ 43.2”
HRG-083 24° 34> 15.4” 107° 34’ 37.2”
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Activacién de los aislamientos

Las bacterias se cultivaron por asadas en placas Petri con
medio de cultivo a base de Agar FLO (20 g mezcla de peptonas,
14 g agar-agar, 15 g K,;HPOy, 15 ¢ MgSO4 y 1.0 L H,O des-
tilada) para las cepas de Pseudomonas; medio de agar nutritivo
para Bacillus (5 g peptona de gelatina, 3 g extracto de carne, 15
g agar-agar, 1 L H,O destilada); para el crecimiento de las cepas
fungicas y la cepa de Foc raza 5 se usé el método de inclusién
de porcidén (Leslie y Sumerell, 2006). Para lo anterior, discos de
1 cm de didmetro de cada cepa se colocaron en el centro de las
placas Petri con medio de cultivo PDA (4.0 g infusién de papa,
20 g dextrosa, 15 g agar y pH final de 5.6%0.2). Las placas se
incubaron a 28 °C; las bacterias 24 h y los hongos 5 d.

Pruebas de antagonismo #n vitro de

los antagonistas frente a Foc raza 5

La actividad antagénica de las cepas se estudié mediante la
técnica de cultivo dual (Ezziyyani ez al., 2004), en placas Petri
con medio de cultivo PDA. En las confrontaciones de las cepas
bacterianas frente a Foc raza 5, se colocé un disco de 1 cm de
didmetro del fitopatégeno crecido en PDA en un extremo de la
placa, y 3 d después se puso la cepa bateriana en el centro de la
placa por asada gruesa. Para las cepas fingicas antagonistas se
usé el método de porcidn para la siembra (Howell, 2003): en
un extremo se coloc6 un disco de 1 cm de didmetro de Foc raza
5y 5 d después se sembré al otro extremo un disco del mismo
tamano del antagonista. Las placas inoculadas fueron incubadas
7 d a 28 °C. La evaluacién de la capacidad antagénica de las
cepas, se determiné mediante el Porcentaje de Inhibicién del
Crecimiento Radial (PICR), con la férmula:

PICR=[(R1—R2)/100] (Sudrez et al., 2008)

donde PICR es el porcentaje de inhibicién en el crecimiento
del micelio del fitopatégeno; Rl es el crecimiento radial mayor
(radio del micelio del patégeno-testigo); y R2 es el radio menor

(radio del micelio del patégeno en cultivo dual).

El grado de micoparasitismo ejercido por las cepas de
Trichoderma se determiné con la superficie que colonizé en la
caja Petri en presencia del fitopatégeno, segtin la escala de Bell ez
al. (1982) (Cuadro 2).

Las confrontaciones se observaron con microscopio 4pti-
co para determinar el mecanismo de antagonismo ejercido por
Trichoderma sobre el hongo patégeno. Asi mismo, se cuantificé
el total de haustorios formados por las cepas de Trichoderma

en los enfrentamientos con Foc a los 5 d después de la siembra,
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collection— were used: bacteria of the genus Bacillus sp., T442,
T3141 strains; bacteria of the genus Pseudomonas sp., T162,
7Al, and 751 strains; fungi of the genus Trichoderma sp., HRG-
050, HRG-060, and HRG-083 strains. These strains were
previously isolated in chickpea crops, infected with the disease

(Table 1).
Isolate activation

Bacteria were cultured using an inoculated loop sampling
method in a Petri dish. Pseudomonas strains were cultured in a
medium based on Agar FLO (20 g peptones mix, 14 g agar-agar,
15 g K,HPO, 15 ¢ MgSOy, and 1.0 L distilled H,O); Bacillus
was cultured in a nourishing agar medium (5 g peptone gelatine,
3 g meat extract, 15 g agar-agar, and 1.0 L distilled H,O);
and, fungal strains and Foc race 5 were grown using a portion
inclusion method (Leslie and Summerell, 2006). To carry out the
experiments, 1 cm diameter dishes of each strain were placed on
the center of the Petri plates, with a PDA culture (4.0 g potato
infusion, 20 g dextrose, 15 g agar, and 5.6%0.2 final pH). The
plates were incubated at 28 °C, for 24 h and 5 d, for bacteria and

fungi, respectively.
In vitro antagonism tests against Foc, race 5

Strain antagonistic activity was studied using the dual
culture technique (Ezziyyani ez al., 2004), in Petri plates with a
PDA culture medium. Confrontations between bacteria strains
versus Foc race 5 were arranged as follows: first, a 1 cm wide
phytopathogen disk grown in PDA was placed on one side of
the plate; 3 d later, a bacterial strain sample was put in the center
of the plate, using an inoculating loop. The portion method was
used to culture antagonistic fungal strains (Howell, 2003): a 1
cm wide disk containing Foc race 5 was placed on one side, and,
5 d later, an antagonist disk of the same size was placed at the
other end of the plate. The inoculated plates were incubated 7 d
at 28 °C. The strains’ antagonistic capacity was evaluated using
the percentage inhibition of radial growth (PICR), using the

following formula:
PICR=[(R1—R2)/100] (Sudrez et al., 2008)

where PICR is the inhibition percentage of phytopathogen
mycelium growth; Rl is the highest radial growth (pathogen-
control mycelium radius); and R2 is the lowest ratio (pathogen

mycelium radius on dual culture).

The mycoparasitism degree exercised by Trichoderma strains

was determined based on the surface of the Petri dish that it
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Cuadro 2. Escala para determinar el nivel de antagonismo propuesta por Bell ez al. (1982).
Table 2. Scale to determine the antagonism level proposed by Bell ez al. (1982)

Grado Escala

1 Trichoderma coloniza el 100 % de la superficie del medio y crece sobre el fitopatégeno

) Trichoderma coloniza dos terceras partes de la superficie del medio de cultivo y limita el crecimiento
del fitopatégeno

3 Trichoderma y el fitopatdgeno colonizan cada uno la mitad de la superficie, ningtin hongo domina

4 El fitopatégeno coloniza dos terceras partes de la superficie del medio y limita el crecimiento de
Trichoderma

5 El fitopatdgeno coloniza el 100 % de la superficie del medio y crece sobre Trichoderma

para lo cual se tomaron cinco muestras al azar de 1 cm® de me-
dio de la caja Petri con la confrontacién entre el antagonista y
Foc'y se observé al microscopio.

El disefio experimental fue completamente al azar con cuatro
repeticiones por tratamiento (Cuadro 3), cada repeticion conte-
nia una confrontacién (unidad experimental). Con los datos se
realizé6 un ANDEVA, y la prueba de comparacion de medias de
Tukey (p=0.05) con SAS 9.0 (SAS Institute, 2002).

Produccién del in6culo

La produccién de inéculo de los microorganismos se realizé
en matraces de 500 mL, tomando el material biolégico con asa-
da y bajo condiciones asépticas, dentro de una campana de flujo
laminar y utilizando como medio de cultivo para Pseudomonas

300 mL de caldo de soya tripticaseina (17 g peptona de caseina,

Cuadro 3. Tratamientos para la evaluacién del biocon-
trol de la marchitez en plantas de garbanzo
cultivadas en invernadero.

Table 3. Treatments for the evaluation of biological

control of the wilt in greenhouse chickpea

plants.
Tratamiento
T1 Testigo. Semillas sin inocular
T2 Cepa Pseudomonas sp. 7A1
T3 Cepa Pseudomonas sp. 162
T4 Cepa Pseudomonas sp. 751
TS Cepa de Foc raza 5
T6 Cepa Trichoderma HRG-050
T7 Cepa Trichoderma HRG-060
T8 Cepa Trichoderma HRG-083
T9 Cepa Bacillus sp. T442
T10 Cepa Bacillus sp. T3141
T11 Benomilo

colonized when the phytopathogen was present, according to the
scale of Bell ez al. (1982) (Table 2).

The confrontations were observed using an optical
microscope, in order to determine the antagonistic mechanism
used by Trichoderma on the pathogen fungi. Additionally, the
total amount of haustoria generated by Trichoderma strains
during their confrontations with Foc were quantified 5 d after
they were cultured. For this purpose, five 1-cm? samples were
randomly taken from the Petri dish where the confrontation
between the antagonist and Foc had taken place, and they were
observed under the microscope.

The experimental design was completely random, with four
repetitions per treatment (Table 3); each repetition contained a
confrontation (experimental unit). The data were subject to an
ANOVA, and to a mean comparison Tukey test (p=<0.05), using
SAS 9.0 (SAS Institute, 2002).

Inoculum production

Microorganism inoculum production was carried out using
500 mL flasks, using a inoculating loop to sample the biological
material, under aseptic conditions, inside a laminar flow bell,
and using as culture medium for Pseudonomas: 300 mL of tryptic
soy broth (17 g casein peptone, 3 g soy peptone, 5 g NaCl,
2.5 g K,HPOy, 2.5 g dextrose, and final pH of 7.3+0.2); for
Bacillus: 300mL of nurturing broth was use (5 g peptone, 3 g
meat extract, and final pH 6.9%0.2); 300 mL of dextrose potato
agar (PDA) were used to produce Trichoderma. Once the flasks
were inoculated with their respective strains, they were incubated
during 5 d at 28 °C, stirring them at 150 rpm. After this, their
content was put on 50 mL test tubes (Falcon) and they were
centrifuged at 3800 rpm for 20 minutes, at room temperature;
the biomass was later harvested. Then, Sinaloa 92 white chickpea
seeds were treated with a 1X10® ufc mL ™" concentration with the

bacterial strains, using the Mc Farland 139 method (Ortigoza and

OLIVA-ORTIZ et 4. 687
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3 g peptona de soya, 5 g NaCl, 2.5 g K;HPOy, 2.5 g dextrosa
y pH final de 7.3%+0.2); para Bacillus se empleé 300 mL de
caldo nutritivito (5 g peptona, 3 g extracto de carne y pH final
6.9%0.2); para la produccién de inéculo de Trichoderma se em-
pleé 300 mL de agar papa dextrosa (PDA). Los matraces inocu-
lados con su respectiva cepa se incubaron 5 d a 28 °C, con agi-
tacién de 150 rpm. Su contendido se colocé en tubos (Falcon)
de 50 mL y centrifugé a 3800 rpm por 20 min a temperatura
ambiente, y se coseché la biomasa. Luego, semillas de garbanzo
Blanco Sinaloa 92 fueron tratadas con una concentracién de
1x10® ufc mL ™" con las cepas bacterianas usando el método de
Mc Farland 139 (Ortigoza y Ruiloba, 1998) y la estandarizacion
de suspensiones bacterianas se realizé por el método de turbi-
dez. Con las cepas fngicas, las semillas fueron tratadas a una
concentracién de 1X10% conidios mL™" utilizando el método

de la cdmara de Neubauer (Ferron, 1981).
Experimento en invernadero

Las semillas inoculadas se sembraron en macetas con 12 L de
sustrato (Peat Moss). Previo a la siembra, el sustrato (esterilizado
en autoclave) se inoculé con F oxysporum f. sp. ciceris (Foc) raza
S con una concentracién de 1X10® conidios mL ™", El disefio
experimental fue completamente al azar con cinco repeticiones
por tratamiento (Cuadro 3); cada repeticion tenfa 10 macetas,
y cada maceta contenia dos plantas (20 plantas por repeticién).
La siembra se efectué en diciembre de 2013; el riego se realizé
15 d después de la siembra, y se empleé la solucién nutritiva de
Murashige-Skoog (1962).

Las variables de respuesta evaluadas fueron: vigor de la plan-
ta, estimado por el porcentaje de desarrollo y flacidez; marchitez
en follaje, considerando su porcentaje de clorosis; podredumbre
en raiz, evaluado en porcentaje de necrosis con escalas subjetivas
de estimacidn visual (Cuadro 4). También se evalué el verdor en
planta mediante el contenido de clorofila de las hojas usando un
SPAD 502 (Spectrum Technologies, Inc.); altura de planta (cm),
desde la base del tallo hasta la parte mds alta de la planta; biomasa
himeda (g); y peso de biomasa seca (g) de plantas deshidratadas
en estufa a 80 °C por 24 h. Ademis se evaluaron didmetro de ta-
llo (mm) mediante un vernier digital y rendimiento (g planta_l)

en una balanza digital.
Andlisis de datos

Con los datos de porcentaje de inhibicién se efectué una
prueba de normalidad y homogeneidad de varianza, y las me-
dias se compararon con la prueba de Tukey (p=<0.05), para lo
cual se usé SAS 9.0 (SAS Institute, 2002). La prueba de Kruskal

Wallis se usé para los datos obtenidos de los tratamientos en
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Ruiloba, 1998). The turbidity method was used to standardize
bacterial suspensions. The seeds with the fungal strains were
treated with a concentration of 1X10% conidium mL_l, using the
Neubauer chamber method (Ferron, 1981).

Greenhouse experiments

Inoculated seeds were sown on pots containing 12 L of
substrate (Peat Moss). Before the sowing, the substrate (sterilized
in autoclave) was inoculated with £ oxysporum f. sp. ciceris
(Foc) race 5, using a 1%10% conidium mL™' concentration.
The experimental design was completely random, with five
repetitions per treatment (Table 3); each repetition had 10 pots,
and each pot had two plants (20 plants per repetition). The seeds
were sown on December 2013; they were watered 15 d after the
sowing, and Murashige-Skoog (1962) nourishing solution was
used.

The following response variables were evaluated: plant
vigor (development and sagging percentage of the plant); wilt
(chlorophyll percentage); and root rot (necrosis percentages with
subjective visual assessment scales) (Table 4). In addition, the
following elements were evaluated: greenness (chlorophyll content
on the leaves), using a SPAD 502 (Spectrum Technologies, Inc.);
plant height (cm), from the stem base to the top of the plant; wet
biomass (g); and dry biomass weight (g) of plants dehydrated in
an oven at 80 °C, for 24 hours. Additionally, the stem diameter
(mm) was evaluated using a digital Vernier caliper, while yield (g

plant™") was calculated using a digital scale.
Data analysis

A normality and homogeneity of variance test was carried out
using the inhibition percentage data; the means were compared
with the Tukey test (p=<0.05), using SAS 9.0 (SAS Institute,
2002). The data obtained from the greenhouse treatments of the
non-parametric variables (plant vigor, foliage wilt, and root rot),
along with their replication per treatment, were analyzed using
the Kruskal-Wallis test. Parametric variable data (height, stem
diameter, chlorophyll content, fresh weight, dry weight, and
yield) were subject to an ANOVA test and a Tukey (p=0.05)
mean difference test, using SAS 9.0 (SAS Institute, 2002).

REsurLts AND DISCUSSION

Antagonistic activities of bacterial
and fungal strains

Statistical analysis showed that in vitro radial
growth of F oxyspourm f. sp. ciceris (Foc) race 5
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Cuadro 4. Escala subjetiva para estimar el vigor, marchitez en follaje y podredumbre de raiz en plantas de garbanzo cultivadas

en invernadero.

Table 4. Subjective scale to calculate the vigor, foliage wilt, and root rot, in chickpea plants grown in greenhouses.

Escala Vigor de planta Marchitez en follaje Podredumbre en rafz
1 Menos vigor 0 % No marchitez en follaje 0 % No necrosis 0 %
2 Ligero vigor 25 % Area del follaje enferma 25 % Area de rafces enfermas 25 %
3 Vigor medio 50 % Area del follaje enferma 50 % Area de raices enfermas 50 %
4 Vigorosa 75 % Area del follaje enferma 75 % Area de raices enfermas 75 %
5 Vigorosa 100 % Follaje totalmente enfermo 100 % Raices completamente enfermas 100 %

invernadero de las variables de respuesta no paramétricas (vigor
de la planta, marchitez de follaje y podredumbre en raiz), con sus
réplicas por tratamiento. Para los datos de variables paramétri-
cas (altura, didmetro de tallo, contenido de clorofila, peso fresco,
peso seco y rendimiento), se realiz6 un ANDEVA y prueba de
comparacién de medias de Tukey (p=<0.05) con SAS 9.0 (SAS
Institute, 2002).

REsSULTADOS Y DISCUSION

Actividad antagénica de
las cepas bacterianas y filngicas

El andlisis estadistico mostré que el crecimien-
to radial 7z vitro de E oxysporum f. sp. ciceris (Foc)
raza 5 disminuyé (p=<0.05) de 80.07 % a 38.89 %
en la evaluacién frente a los microorganismos de
control biolégico (Cuadro 5). La mayor inhibicién
(80.07 %) del crecimiento radial (PICR) contra Foc
se observé en la confrontacién de la cepa HRG-060
y fue diferente (p=<0.05) al PICR de las otras cepas

diminished 80.07 % to 38.89 % (p=<0.05) when
it was evaluated in relation to biological control
microorganisms (Table 5). The highest Foc PICR
(80.07 %) was observed in its confrontation with
the HRG-060 strain and it was different (p=<0.05)
to the PICR of other antagonist strains. On that
matter, Michel-Aceves er al. (2005) report 16.40 %
to 77.80 % inhibitions, when 77 vitro isolated native
Trichoderma are evaluated against F oxysporum f.
sp. lycopersici and 13.10 % and 94.40 % inhibitions
when are evaluated against S. ro/fsii. With regard to
bacterial strains, the highest PICR was observed in
T442 strain, which had a 59.26 % inhibition of Foc.

Three days after inoculation, the HRG-060
Trichoderma strain had colonized 100 % of the
surface of the medium where Foc had grown;
HRG-050 and HRG-083 colonized the surface
on the fourth day, as a result of which they held
the 1" degree of antagonism in the scale of Bell et
al. (1982). According to Guédez et al. (2012). This

indicates that these strains are highly aggressive,

Cuadro 5. Inhibicién del crecimiento micelial iz vitro de Foc raza 5 frente a los microorganis-

mos nativos.

Table 5. In vitro mycelial growth inhibition of Foc race 5 against native microorganisms.

Tratamiento Crecimiento del patdgeno (cm) PICR (%)
Trichoderma sp. (HRG-050) 2.07 71.29 b
Trichoderma sp. (HRG-060) 1.43 80.07 a
Trichoderma sp. (HRG-083) 2.37 67.13 be
Pseudomonas sp. (7A1) 3.5 51.39d
Pseudomonas sp. (T162) 4.4 38.89 ¢
Pseudomonas sp. (751) 3.47 51.85d
Bacillus sp. (T442) 2.93 59.26 cd
Bacillus sp. (T3141) 4.23 4120 e

E oxysporum ciceris raza 5

7.2 -

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (Tukey; p<0.05). < Different
letters indicate statistically significant differences (Tukey; p<0.05).
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antagonistas. Respecto a lo anterior, Michel-Aceves
et al. (2005) reportan inhibiciones de 16.40 % a
77.80 % al evaluar in vitro aislados nativos de
Trichoderma frente a E oxysporum f. sp. lycopersici y
de 13.10 % a 94.40 % para S. rolfsii. Respecto a las
cepas bacterianas, el mayor PICR se observé en la
cepa T442, la cual inhibié a Foc en 59.26 %.

La cepa de Trichoderma HRG-060 colonizé el
100 % de la superficie del medio crecido con Foc 3
d después de la inoculacién y las cepas HRG-050 Y
HRG-083 lo hicieron al cuarto dia, por lo que se ubi-
caron en el grado 1 de antagonismo de la escala de
Bell ez al. (1982). Segiin Guédez et al. (2012). Esto in-
dica alto grado de agresividad de las cepas y son mds
agresivas que las cepas de Trichoderma spp. (Sdnchez
Garcia et al., (2017), las cuales colonizaron el 100 %
de la superficie del medio creciendo sobre fitopaté-
genos de F solani, E oxysporum'y F verticillioides a los
10 d después de la inoculacién.

Durante los enfrentamientos con Foc, la cepa
HRG-060 formé 123+15 haustorios cm™* por
enfrentamiento, mientras que las cepas HRG-050
y HRG-083 formaron 49*12 y 58+*9 hausto-
rios cm~? por enfrentamiento, respectivamente.
La mayor cantidad de haustorios formados por la
cepa de Trichoderma HRG-060 permitié destacar
su mayor eficiencia sobre £ oxysporum f. sp. ciceris,
ya que facilité la entrada en las hifas y el micopa-
rasitismo sobre Foc. Esto muestra la alta capacidad
de inhibicién de crecimiento micelial de las cepas
de Trichoderma, en especial la cepa HRG-060, que
formé mayor cantidad de haustorios que las otras
cepas fungicas.

El mecanismo de control ejercido por las cepas
de Trichoderma sobre Foc fue por micoparasitismo:
las hifas de 7richoderma se adhirieron sobre las hifas
y fidlides de Foc, formaron haustorios y penetraron la
hifa. Estos resultados son similares a los observados
por Kexiang e al. (2002), quienes reportaron que el
crecimiento del micelio del patogéno se suprimié por
micoparasitismo.

Para Trichoderma hay diferentes tipos de inte-
raccién hifal como parasitismo, y se consideran una
potencial como biorreguladores de hongos del suelo
(Infante, 2009), como el enrollamiento y penetra-
cién de hifas de Trichoderma en hifas de E oxysporum
f. sp. cubense, y penetracién en hifas de Pythium sp.
y R. solani. Rivero (2008) evalué cuatro aislamientos
de Trichoderma sobre Alternaria padwickii, Bipolaris
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even more aggressive than Trichoderma spp. strains
(Sdnchez Garcia et al., 2017), which colonized
100 % of the medium where the phytopathogen of
E solani, E oxysporum, and E wverticillioides grew,
10 d after inoculation.

During its confrontation with Foc, the HRG-
060 strain formed 123%15 haustoria cm™* per
confrontation, while the HRG-050 and HRG-083
strains formed 49%12 and 58+*9 haustoria per
confrontation, respectively. The highest amount
of haustoria formed by the 7richoderma HRG-060
strain highlighted its higher efficiency against £
oxysporum f. sp. ciceris, since it facilitated the entrance
of hyphae and the mycoparasitism of Foc. This proves
that 7richoderma strains have a high mycelial growth
inhibition capacity, particularly strain HRG-060
which formed more haustoria than the other fungal
strains.

The control mechanism exercised by Trichoderma
strains over Foc was the result of mycoparasitism:
Trichodermas hyphae stuck to Focs hyphae and
phialides, formed haustoria, and penetrated the
hypha. These results are similar to those observed
by Kexiang er al. (2002) who reported that
mycoparasitism eliminated the pathogen’s mycelial
growth.

There are different types of hypha interaction
for Trichoderma (such as parasitism), and they are
considered to be potential bioregulators of soil
fungi (Infante, 2009): Trichoderma hyphae coil
up and penetrate £ oxysporum f. sp. cubense and
penetrate Phythium sp. and R. solani hyphae. Rivero
(2008) evaluated four Trichoderma isolates against
Alternaria  padwickii, Bipolaris oryzae, Curvularia
lunata, and Phoma sp., and found out that it had a
high competitive capacity, with two or more kinds of
hypha interaction, except in the case of Phoma sp.

Protective effect of biological control
microorganisms

The E oxysporum f. sp. ciceris isolate used in our
study is highly aggressive: it causes a 93.27 % rot in
the positive control plant roots (Table 6).

The vigor of T7 (Trichoderma sp. HRG-060)
treatment plants was greater than with other
treatments (Table 6); meanwhile T3 (Pseudomonas
sp. T162) plants showed the lowest vigor (p=<0.05).
In the case of other treatments, the plants showed
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oryzae, Curvularia lunata y Phoma sp. y obtuvo una
alta capacidad competitiva, con dos o mds tipos de
interaccién hifal, excepto en Phoma sp.

Efecto protector de los microorganismos
de control biolégico

El aislamiento de F oxysporum f. sp. ciceris utili-
zado en nuestro estudio tiene una agresividad alta al
ocasionar una podredumbre de 93.27 % de la raiz de
las plantas de control positivo (Cuadro 6).

El vigor de las plantas del tratamiento T7
(Trichoderma sp. HRG-060) fue mayor a los otros
tratamientos (Cuadro 6) y las plantas del T3
(Pseudomonas sp. T162) tuvieron el vigor menor
(p=<0.05). En los otros tratamientos las plantas pre-
sentaron valores mayores que el testigo y el control
negativo. La menor marchitez ocurri6 en las plantas
de los tratamientos cuyas semillas fueron inoculadas
con las cepas de Trichoderma (T6, T7 y T8), y fue
menor (p=<0.05) a la marchitez en las plantas de T'5
(control positivo) y de T11 (Benomilo). El menor
porcentaje de podredumbre de raiz se presentd en
las plantas de T7 (Zrichoderma sp. HRG-060), y fue
inferior a la sintomatologia presentada en las plan-
tas de T5 (control positivo) y T11 (Benomilo) en 41
y 19 % respectivamente (Cuadro 6). Asimismo, la
presencia de la enfermedad en las plantas de T2, T6,
T8,T9 yTI10 fue similar al presentado en las plantas
de T11 e inferior a T'5 (Cuadro 6).

El mayor efecto protector contra la fusariosis
vascular en el bioensayo en invernadero fue con

higher values than control and negative control.
Treatment plants whose seeds were inoculated with
Trichoderma (T6, T7, and T8) showed lower wilt,
but they were less wilted (p=<0.05) that T5 (positive
control) and T11 (Benomyl) plants. The lower root
rot percentage occurred in T7 (Zrichoderma sp.
HRG-060) plants, and it was 41 % and 19 % lower
than the symptomatology showed by T5 (positive
control) and TI1 (Benomyl) plants, respectively
(Table 6). Additionally, the presence of the disease
in T2, T6, T8, T9, and T10 plants was similar to its
presence in T11 plants, and lower than in T5 plants
(Table 6).

The greatest protective effect against fusarium
wilt in the greenhouse bioassay was provided by the
Trichoderma HRG-060 strain treatment (Table 5),
which also had the best PICR (80.07 %). The PICRs
of the HRG-050 and HRG-083 strains were 71.29
and 67.13 %, respectively, but there was no beneficial
protective effect in chickpea plants inoculated
with Foc. This information does not match the
recommendations made by Sdnchez-Garcia er al.
(2017) who mention that strains with good in vitro
control also have that effect in vivo in inoculated
plants, and recommend 77 vivo tests as an adequate
tool to estimate biological control in plants.

The good results obtained from PICR means,
from Trichoderma native strains, can be the result of
the antagonists’ coadaptation with pathogen fungi,
because they originated in similar climates and
habitats (Andrews, 1992). Therefore, there might
not have been enough recognition between Foc and

Cuadro 6. Efecto protector sobre la fusariosis vascular del garbanzo bajo condiciones de invernadero.
Table 6. Protective effect on the fusarium wilt of chickpeas, under greenhouse conditions.

Tratamientos Vigor de planta (%) Marchitez de follaje (%) Podredumbre de raiz (%)
T1=Testigo 38.00d 0.00 e 0.00 e
T2=7A1 59.33 ¢ 46.00 b 46.67 ¢
T3=T162 34.67 d 70.00 a 92.00 a
T4=751 44.67 cd 60.67 a 61.67 b
T5=Foc raza 5 32.00 e 60.00 a 93.27 a
T6=HRG-050 77.33 b 22.00d 49.33 ¢
T7=HRG-060 87.33 a 24.00d 33.33d
T8=HRG-083 50.00 cd 23.33d 56.67 ¢
T9=T442 60.00 ¢ 34.67 c 56.00 ¢
T10=T3141 59.33 ¢ 28.67 ¢ 50.00 c
T11=Benomilo 64.00 ¢ 52.20 b 51.60 ¢

Medias con letras diferentes en cada variable indican diferencias estadisticamente significativas (Tukey; p<0.05). <
Means with different letters in each variable indicate statistically significant differences (Tukey; p<0.05).
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el tratamiento de la cepa Trichoderma HRG-060
(Cuadro 5), la cual tuvo también el mejor PICR
(80.07 %). EI PICR las cepas HRG-050 y HRG-083
fue 71.29 67.13 %, respectivamente, pero no hubo
efecto protector bueno en las plantas de garbanzo
inoculadas con Foc. Lo anterior no coincide con la re-
comendacién de Sanchez-Garcia ef al. (2017), de que
las cepas con control iz vitro bueno también lo ejer-
cen in vivo en las plantas inoculadas y recomiendan
que las pruebas in vitro son una buena herramienta
de estimacién del control bioldgico en plantas.

Los buenos resultados obtenidos de las medias de
PICR, de las cepas nativas de 77ichoderma, pueden
deberse a la coadaptacién de los antagonistas con
los hongos patdgenos, pues provenian de climas y
h4bitat similares (Andrews, 1992). Por lo tanto, se
especula que en las pruebas en invernadero no hubo
el reconocimiento suficiente entre Foc y las cepas
de Trichoderma HRG-050 y HRG-083 mediante
la interaccién de lectinas-carbohidratos, las cuales
aglutinan células que interaccionan con la superficie
celular del patégeno y propician micoparasitismo
(Infante ez al., 2009), por lo cual no hubo el mismo
nivel de micoparasitismo que en las pruebas iz vi-
tro. Lo anterior confirma que la coadaptacién entre
el hongo antagonista y el hongo patégeno es necesa-
ria para realizar el control (Baker y Cook, 1974). Por
ello es importante realizar las pruebas en la planta
para probar el potencial verdadero de los agentes de
control biolégico. En todos los tratamientos el paté-
geno se aislé una vez mds desde el tejido necrético
de todas las plantas inoculadas y se confirmé mor-
folégicamente como la misma cepa inoculada. No se
observaron sintomas en los controles no inoculados.

Promoci6n del crecimiento vegetal
por los antagonistas bacterianos y fiingicos

Las plantas de T7 (Trichoderma sp. HRG-060)
fueron las mds altas y superiores en 26 y 57 % con
respecto a las plantas del testigo (T1) y del control
positivo (T5) (Cuadro 7); el didmetro de tallo ma-
yor se presenté en T4, T7 y T10. El contenido de
clorofila en las plantas de T9 (Bacillus sp. T442) y
T4 (Pseudomonas sp. 751) fue superior a los otros
tratamientos (p=<0.05). El peso de la biomasa hu-
meda fue superior p<0.05) en las plantas de T9
(Bacillus sp. T442) respecto a las del T1 (testigo),
T5 (control positivo) y T1l (Benomilo). En los
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Trichoderma HRG-050 and HRG-083 strains. This
recognition would have occurred through the lectin-
carbohydrate interaction which agglutinates cells that
interact with pathogen’s cell surface and created a
favorable atmosphere for mycoparasitism (Infante ez
al., 2009); therefore, the level of mycoparasitism was
not the same as in the 7z vitro tests. This information
confirms that coadaptation between the antagonist
fungus and the pathogen fungus is required for
control (Baker and Cook, 1974). Therefore, carrying
out plant tests is necessary to prove the true potential
of the biological control agents. In all treatments,
the pathogen was once more isolated from the
necrotic tissue of all inoculated plants and it was
morphologically confirmed to be the same as the
inoculated strain. No symptoms were observed in the
non-inoculated controls.

Plant growth promotion
by bacterial and fungal antagonists

Plants in T7 (Zrichoderma sp. HRG-060) were
the highest: 26 and 57 % higher than control plants
(T1) and positive control (T5), respectively (Table
7); the greatest stem diameter was shown by T4, T7,
and T10. The chlorophyll content in T9 (Bacillus
sp. T442) and T4 (Pseudomonas sp. 751) plants
was greater than in other treatments (p=<0.05).
The wet biomass weight was higher (p=<0.05) in
T9 plants (Bacillus sp. T442) that in T1 (control),
T5 (positive control), and T11 (Benomyl). In other
treatments —except 12 (Pseudmonas sp. 7Al) and
T3 (Pseudomonas sp. 162)—, the wet biomass
weight was greater, in relation to T1 (control) and
T11 (Benomyl) plants, when T9 (Bacillus sp. T442)
plants had a greater wet biomass weight. Likewise,
dry biomass weight showed a significant increase in
T9 (Bacillus sp. T442) plants, in relation to plants
in the remaining treatments.

Plants in T9 (Bacillus sp. T442) had the greatest
chlorophyll content, wet biomass weight, and dry
biomass weight values, but T7 (7richodermasp. HRG-
060) plants showed a significant increase (p=<0.05) in
grain yield, in relation to other treatments (Table 7);
there was a significant relation (R*=0.91) between
disease control in the plant and grain production
yield. In our study, a greater (wet and dry) biomass
production and a greater quantity of chlorophyll
does not entail a greater grain yield. On that matter,
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Cuadro 7. Efecto de la inoculacién de semillas con los microorganismos bacterianos y fingicos en los pardmetros de crecimiento

de plantas de garbanzo.
Table 7. Effect of inoculating seeds with bacterial and fungal microorganisms with the chickpea plant growth parameters.

Tratamientos Altura (cm) Didmetro tallo Clorofila Biomasa humeda  Biomasa seca Rendimief]to
(mm) (SPAD) (g) (g (g planta™ ")
T1="Testigo 60.27c 3.76ab 44.32¢ 29.53bc 20.69¢ 3.42cd
T2=7A1 52.63d 2.86b 50.10b 26.97c 19.92¢ 1.82d
T3=T162 54.75d 3.10b 50.85b 28.54bc 20.32¢ 2.23d
T4=751 63.91c 4.26a 56.49a 33.03bc 23.75bc 3.71b
T5=Focraza 5 48.35d 2.74c 43.55¢ 24.55d 17.84d 1.56e
T6=HRG-050 74.25a 4.04ab 48.65b 32.94bc 22.24bc 3.04d
T7=HRG-060 76.32b 4.26a 50.76b 35.57ab 26.44b 6.13a
T8=HRG-083 67.56b 4.07ab 49.36b 33.54bc 25.69b 2.94d
T9=T442 72.42ab 4.04ab 55.45a 41.73a 30.03a 3.91c
T10=T3141 72.43ab 4.26a 49.81b 33.40bc 22.19bc 3.83¢
T11=Benomilo 64.06¢ 3.64ab 47.58b 27.59¢ 20.91c 3.63¢

Medias con letras diferentes en cada variable son estadisticamente significativas (Tukey; p<0.05). < Means with different letters in each

variable are statistically significant (Tukey; p<0.05).

otros tratamientos, excepto 12 (Pseudomonas sp.
7Al) y T3 (Pseudomonas sp. 162), el peso de la bio-
masa himeda fue mayor, respecto a las plantas de
T1 (testigo) y T11 (Benomilo), donde las plantas de
T9 (Bacillus sp. T442) obtuvieron el mayor peso de
la biomasa himeda. Asi mismo, el peso de biomasa
seca tuvo un aumento significativo en las plantas de
T9 (Bacillus sp. T442) con respecto a las plantas de
los otros tratamientos.

Las plantas de T9 (Bacillus sp. T442) tuvieron
los mayores valores de contenido de clorofila, peso
de biomasa himeda y peso de biomasa seca, pero las
plantas de T7 (Zrichoderma sp. HRG-060) mostra-
ron un aumento significativo (p=<0.05) de rendi-
miento de grano con respecto a los otros tratamien-
tos (Cuadro 7) y hubo una relacién significativa
(R*=0.91) entre el control de la enfermedad en la
planta y el rendimiento de produccién de grano. En
nuestro estudio una mayor produccién de biomasa
(himeda y seca) y mayor cantidad de clorofila no se
traduce en mayor rendimiento de grano. Al respecto,
Howell (2003) y Mohiddin ez a/. (2010) indican que
las especies de Trichoderma durante interacciones con
plantas promueven el aumento en el rendimiento en
las plantas y contribuyen a la resistencia o toleran-
cia de enfermedades. Mohiddin ez 2/. (2010) sefialan
que Trichoderma se localiza fuera y dentro de la
rizésfera, donde puede colonizar y proteger las raices.
Trichoderma no sélo protege a la planta sino que la
ayuda en su desarrollo; segtin Stefanova (2007), el

Howell (2003) and Mohiddin ez /. (2010) report
that Trichoderma species promote an increase in plant
yield and contribute to disease resistance or tolerance,
when they interact with plants. Mohiddin ez 4l
(2010) point out that Trichoderma is located inside
and outside the rhizosphere, where it can colonize
and protect the roots. Zrichoderma does not only
protect the plant, but it also helps its development;
according to Stefanova (2007), treating tobacco seeds
with Trichoderma reduces external pollutants (such as
Rhizopus stolonifer).

Various substances that promote plant growth
are produced by certain rhizosphere microorganisms
—including bacteria from the Bacillus genus, and
fungi from the Trichoderma genus— and they can
have a direct or indirect influence on the metabolism
and physiology of the plant (Bhattacharyya and
Jha, 2012), because they synthesize and excrete
phytostimulant substances, such as plant growth
regulators and volatile organic compounds that
reinforce plant immunity (Ahmad ez al, 2008;
Ambreen and Shahida, 2010). Therefore, studying
the interaction between the Trichoderma HRG-
060 strain and the chickpea plant and subsequently
influencing greater grain yield are essential.

CONCLUSIONS

The Trichoderma sp. HRG-060 native strain stood

outowing to its greater iz vitro mycelial inhibition and
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tratamiento de semillas de tabaco con Trichoderma
reduce los contaminantes externos como Rhizopus
stolonifer.

Diversas sustancias que promueven el crecimien-
to vegetal son producidas por ciertos microorganis-
mos rizosféricos, entre ellos, bacterias del género
Bacillus y hongos del género Trichoderma, y pueden
influir directa o indirectamente sobre el metabolismo
y fisiologia de la planta (Bhattacharyya y Jha, 2012),
mediante la sintesis y excrecién de sustancias fitoes-
timuladoras, como fitohormonas y compuestos or-
gdnicos voldtiles que refuerzan la inmunidad vegetal
(Ahmad et al., 2008; Ambreen y Shahida, 2010). Por
ello es importante estudiar la interaccién de la cepa
Trichoderma HRG-060 con la planta de garbanzo e
inferir sobre el mayor rendimiento de grano.

CONCLUSIONES

La cepa nativa de Trichoderma sp. HRG-060 des-
tacé por la mayor inhibicién micelial iz vizro y por
su capacidad de colonizar el 100 % de superficie del
micelio crecido del patdgeno en tres dias. Esta alta
agresividad de la cepa fue dada por la formacién de
mayor nimero de haustorios, lo cual facilité ejercer
el micoparasitismo sobre las hifas del patégeno. Esta
cepa indujo el mayor aumento del rendimiento, pero
Bacillus sp. T442 propicié la mayor produccién de
clorofila y peso de biomasa himeda y seca. La cepa
de Trichoderma sp. HRG-060 representa un agente
de control biolégico contra Fusarium oxysporum f. sp.
ciceris.

Asimismo, nuestro estudio muestra que las prue-
bas in vitro y en plantas son necesarias para identificar
microorganismos con potencial de control biolégico.
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