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RESUMEN

Fusarium solani (Mart.) es un hongo patégeno que afecta muchas plantas de interés
comercial en todo el mundo. Este organismo es la principal enfermedad en poscosecha de la
planta ornamental Polyscia scuterallia (Burm.f.). EIl método de combate comln es el uso de
fungicidas sintéticos, careciendo de efectos deseados en los niveles de severidad, superando el
umbral econémico. Tichoderma ssp. son microorganismos con potencial antagonista en hongos
de importancia econémica como F. solani, lo cual seria una alternativa de combate para esta
enfermedad. Aislamientos nativos de Trichoderma spp. procedentes de areas de bosque, cultivo
y de descanso en la Tigra, San Carlos, fueron utilizados para evaluar la capacidad antag6nica
contra Fusarium solani, causante de la pudricion vascular da planta ornamental Polyscia
scuterallia. Quince aislados de Trichoderma spp. fueron estudiados utilizando la técnica de
competencia dual, midiendo la capacidad antagonista por competencia de sustrato, basandose
en los postulados de Bell et al. (1987) y crecimiento radial (CR), asi como por el porcentaje de
inhibicion de crecimiento (PIC) sobre F. solani. Los mayores valores de antagonismo de
Trichoderma spp. en F. solani fueron dados por los aislados B7 y T3 con inhibicion de crecimiento
de F. solani de 55,6% y 67,1% de exposicién con un crecimiento radial de 8,5 y 9 cm. Estos
aislamientos colonizaron y redujeron el crecimiento de F. solani y se consideraron antagonistas
de categoria | (segun Bell), después de 96 h de exposicién. Aislamientos de Trichoderma spp.
presentaron potencial para el control biolégico de F. solani, destacando B7 y T3 que compiten

por la inhibicion del sustrato y el crecimiento con este patégeno.

Palabras clave: antibiosis, control biolégico, competencia, confrontacion dual,

crecimiento radial.



ABSTRACT

Fusarium solani (Mart.) is a pathogenic fungus; it affects many plants of commercial
interest in the world. This organism causes the main post-harvest disease of the ornamental
plant Polyscia scuterallia (Burm.f.). The common combat method is the use of synthetic
fungicides, lacking the desired effects on severity levels, exceeding the economic
threshold. Tichoderma ssp. They are microorganisms with potential antagonists in fungi of
economic importance such as F. solani, which would be a combat alternative for this disease.
Native isolates of Trichoderma spp. from forest, cultivation, and rest areas in La Tigra, San
Carlos, were used to evaluate the antagonistic capacity against Fusarium solani, causing vascular
rot of the plant P. scuterallia. Fifteen isolates of Trichoderma spp. were studied using the dual
competition technique, measuring the antagonistic capacity due to substrate competition, based
on the postulates of Bell et al. (1987) and radial growth (RG), as well as by the percentage of
growth inhibition (PIC) on F. solani. The highest antagonism values of Trichoderma spp. in F.
solani they were given by isolates B7 and T3 with inhibition of the growth of F. solani of 55.6%
and 67.1% of exposure, with a radial growth of 8.5 and 9 cm. These isolates colonized and
reduced the growth of F. solani and were considered category | antagonists (according to Bell),
after 96 h of exposure. Isolates of Trichoderma spp. they presented a potential for the biological
control of F. solani, highlighting B8 and T3 that compete for substrate inhibition and growth with

this pathogen.

Keywords: antibiosis, biological control, competition, dual confrontation, radial growth.
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1 INTRODUCION

A partir del siglo XX Costa Rica incursioné en el comercio internacional con una serie de
productos tradicionales como: banano, café, cafia de azlcar, y otros de origen tropical. A inicios
de 1986 se sumaron los llamados, productos no tradicionales, como las plantas ornamentales
(Aguilar, 2013), posicionandose como un sector importante de la economia, por su aporte de
divisas al pais (Leon, 2008; Murillo y Arias, 2005; Murray, 2009; Rica, 2006) . Durante el periédo
1999-2003 se registr6 un aumento en las exportaciones de plantas ornamentales al mercado
estadounidense; asimismo, a partir del periédo 2002-2006 este sector mostr6é un crecimiento tal
gue le permitié competir en el mercado europeo (Mora et al., 2007). Para el 2010 esta actividad
representaba el 8% del valor de las exportaciones (Barahona et al., 2011). En la década de los
ochenta generé mas de US$ 16 millones y para el afio 2010 superaba los US$ 150 millones (von
Marschall, 2007).

De las plantas ornamentales con mayor demanda en los mercados internacionales, sobre
todo europeo y asiatico, son las aralias (Polyscias spp.), principalmente la especie P. scutellaria,
producida mayormente en la zona de la Tigra de San Carlos. El cultivo de estas plantas ocupa
el segundo lugar en cuanto a la distribucién de hectareas cultivadas (49,6 ha), un 11.9% del total
destinadas a la produccién de ornamentales, superada Unicamente por la produccién de
Dracaena marginata, representa el 57.1% (aproximadamente 448,3 ha cultivadas) (Mora et al.
2007).

Las aralias, como muchos otros cultivos agricolas son afectados por “plagas agricolas”,
tal es el caso del hongo Fusarium solani, que constituye la principal plaga en este cultivo
(pérdidas econdmicas). Afecta principalmente el tronco y parte de las raices, ocasionando la
muerte de las plantas. F. solani se desarrolla principalmente en los invernaderos, donde las

plantas, una vez cosechadas, se colocan para que regeneren su sistema radical, estapa en la



cual se registra la mayor incidencia del organismo, responsable del 20% de las pérdidas de este
cultivo, y cuyo efecto mas severo en época lluviosa (Mora et al., 2007).

Fusarium es un género de interés econdmico en el ambito mundial, por su amplia
distribucion en casi todo el globo terrestre y por su capacidad patogénica (Arbelaez 2000).
Algunas especies son de importancia agricola, debido a las pérdidas econémicas ocasionadas
en cultivos. Es un organismo que puede dafar de forma solitaria o formando complejos de
patdgenos (Arbelaez, 2000; Garcés et al., 2001); afecta diversas partes de las plantas, donde
causa varios procesos patolégicos como: marchitamiento vascular y pudriciébn basal en las
plantas. Una vez establecido en los érganos, es sumamente agresivo e invasivo, al grado de
ocasionar la muerte a una considerable parte de las plantas infectadas (Camacho y Gil, 2008).

Por sus efectos sobre la agricultura, el combate F. solani es una prioridad para los
productores, en su mayoria han optado por utilizar fungicidas sintéticos; alternativa que a lo largo
del tiempo ha generado externalidades negativas, tanto en la salud humana, como en el
ambiente; pero ademas su efecto sobre el combate de este y otros organismos fitopatdgenos no
es eficaz (Mora et al. 2007).

Los productores de aralias comparten esta tendencia en cuanto al combate quimico para
tratar F. solani, y basados en observaciones empiricas, aumentan las dosis recomendadas, al no
observar efectos positivos (Mora et al. 2007).

Como consecuencia del mal uso de las moléculas quimicas existe la probabilidad de que
el patdgeno desarrolle tolerancia, debido a la sobredosis de ingredientes activos (Gonzalez y
Izquierdo, 2000; Hernandez et al., 2009; Montoro et al., 2009; Sandoval et al., 2011; Vargas et
al., 2008). Ademas de elevados costos de produccion, dafios a los ecosistemas y trazas de
fungicidas en las plantas, debido al uso indiscriminado de estos productos (Hernandez et al.,
2009; Obreque, 2004; Sandoval et al., 2011).

A raiz de la problematica planteada, muchos investigadores se han dado a la tarea de

implementar manejo alternativo, para limitar el uso de plaguicidas. Su objetivo es identificar y



aplicar métodos de combate que reduzcan la incidencia de la plaga, pero que ademas permita
una produccién amigable con el ambiente, mediante el uso de productos de bajo impacto y no
residuales (Cartea et al., 2008; Iriarte et al., 2011; Martinez, 2012).

Las especies de Trichoderma spp son organismos antagénicos de Fusarium sp. y un
amplio espectro de hongos; razén por la cual, desde 1930 se vienen estudiando para utilizarlas
contra organismos fitopatdbgenos (Martinez, 2012). Trichoderma spp. constituye un
conglomerado con multiples alternativas a evaluar, pues posee caracteristicas antagonicas que
pueden afectar diversos hongos fitopatdgenos; pero existen aun, muchas especies sin estudiar
y sin identificar (Ezziyyani et al., 2004).

Como un aporte a la necesidad de investigar la capacidad antagonista de aislamientos
nativos de Trichoderma spp. para el combate biolégico de F. solani en plantas de Polycia
scuterallia, en este trabajo se estudio la capacidad de competencia por sustrato y la inibicién de

crecimientos por parte de Trichoderma spp. sobre F. solani.



2 MARCO TEORICO

2.1 Cultivo de ornamentales en Costa Rica

En el periodo del 2008-2012 el sector productivo de plantas ornamentales experimentd
un descenso en el porcentaje de sus exportaciones (29,7%) (Figura 1), producto de la crisis
econdmica en ese momento, pero también; se vio afectado por un cambio brusco en el mercado,
debido a las exigencias de los consumidores, un ejemplo fue la significativa reduccién en las
exportaciones de helechos, causada por la disminucion en la demanda de estas plantas, al

compararse con otras ornamentales. (Arguedas et al., 2014; Barquero, 2010, 2013).
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Figura 1. Disminucion de las exportaciones de follajes en Costa Rica, representadas en
millones de délares.

Nota. Fuente. Arguedas et al. 2014.

Por su parte los productores que pudieron sobrellevar esta situacion adversa, optaron por
especializarse, y de esta manera, satisfacer la demanda con nuevos productos. Este es el caso
de los cultivadores de la regién de la Tigra (San Carlos), especializados en la produccién de D.

marginata y otras plantas como, cycas, ficus, palmas y aralias; consolidando la regibn como



productora de plantas ornamentales. Este escenario permitio la apertura de nuevos mercados en

diferentes partes de mundo (Figura 2) (Arguedas et al., 2014; Vindas, 2013).
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Figura 2. Diversificacién del mercado nacional de plantas y follajes a diferentes destinos del
mundo.

Nota: cifras incluyen exportaciones de plantas y follajes. Fuente. Vindas, 2013.

Las plantas producidas en Costa Rica se encuentran entre las mas cotizadas, pues sus
caracteristicas fenotipicas, cumplen estandares de calidad exigidos por consumidores en el
ambito internacional. Paises como China, pese a ser uno de los mayores productores del mundo,
ofrecen plantas de menor calidad. En este contexto, se reconoce la necesidad e importancia de
investigacion en esta materia, que ademas de generar opciones para los productores, se
implementen distintas practicas que conlleve mejoras en su produccion (Arias, 2013; Vindas,
2013).

La region Huetar Norte del pais, es una de las zonas donde se desarrolla con mas fuerza
la produccién de este tipo de plantas, pues presenta entre otras cosas, microclimas que la hacen
apta para dicha actividad. Esta zona aporta una cuota importante a las exportaciones del pais, y
ademas ha contribuido al desarrollo socioeconémico de las comunidades (Mora et al. 2007).

En el pais este tipo de cultivos se desarrolla principalmente en la Zona Huetar Norte

(Sarapiqui, Guatuso y San Carlos). En la region de la Tigra de San Carlos es donde existe la



mayor produccion. Para el 2007 contaba con 291.79 ha y 120 productores, esto evidencia la

importancia en la zona (Mora et al. 2007).

2.2 Plantas de aralias y Polyscias scuterallia

Las aralias pertenecen a la familia Araliaceae, caracterizada por agrupar especies que
son arbustos semilefiosos, con hojas simples 0 compuestas y alternas, peciolos evidentemente
desiguales en su longitud (Gonzalez, 2011; Rout et al., 2007). El género Polyscias, comprende
cerca de 150 especies distribuidas en todo el mundo (Walter y Lebot, 2003). En Costa Rica se
conocen alrededor de siete géneros y unas 44 especies de aralidceas (Gonzalez, 2011).

Polyscias scuterallia es un arbusto que alcanza naturalmente alturas desde los 6-7 m,
posee hojas de 13-40 cm de largo, con apice redondeado, ampliamente elipticas a achatadas o
reniformes, por lo general ovadas, margen con dientes cortos. Peciolo de 5-20 cm de largo, alado
cubriendo el tallo en la base. Inflorescencia terminal, erecta, posee un gran nimero de umbelas,
cada una de las inflorescencias presenta alrededor de 8-25 flores hermafroditas, estaminadas,
con céliz hialino de 5-8 dientes; su corola presenta 5-7 pétalos ovados-lanceolados de 1,6-2,25
mm de largo. Estambres con anteras de color blanco cremoso y ovarios con 3-5 carpelos; estilos
tantos como carpelos, libres casi hasta la base. Los frutos son deprimido-globosos (Burch y
Broschat, 1983; Kapupara et al., 2010; Rosa et al., 2019; Rout et al., 2007; Walter y Lebot, 2003).

Las principales especies de aralias cultivadas son: (Mora et al. 2007).

> Polyscias scutellaria (aralia fabian): presencia de hojas grandes redondeadas,

anchas, color verde en el haz y azulado-grisaceo en el envés, se caracteriza por tener la

hoja en forma de copa.

> Polyscias fructicosa (aralia ming): hojas compuestas, pequefas y dentadas, de

color verde tierno.

> Polyscias guilfoylei (aralia black): presenta hojas pequefias en forma de copa

corrugadas de color verde oscuro.



> Polyscias balfouriana (aralia balforiana): posee hojas pequefas de color verde

amarillo.

2.3 Manejo agronémico de Polyscias scutellaria

3.3.1 Preparacion de terreno
Para la preparacion de terreno es indispensable la utilizacion de maquinaria agricola, es
importante mantener un suelo drenado, las plantas no toleran encharcamiento; ademas esta

condicion favorece el desarrollo de organismos como F. solani (Mora et al. 2007).

3.3.2 Semilla

La propagacion de P. scutellaria se da principalmente por semilla vegetativa (Mora et al.
2007). Uno de los principales problemas de este tipo de semillas es la susceptibilidad a
enfermedades fungosas, estos organismos penetran e infectan facilmente por los cortes
mecanicos, ocasionados en la preparacion de las estacas vegetativas (semilla). (Dissanayake y
Kumari, 2012).

Se utilizan generalmente estacas de 15 a 10 cm con un diametro que supere 4 cm. La
base de cada semilla es impregnada con hormonas que estimula el brote de raices y se aplica
un fungicida quimico de manera preventiva, para evitar el desarrollo de hongos en las semillas
(Mora et al., 2007 y Villalobos, R., comunicacién personal, 28 de setiembre de 2019).

3.3.3 Siembra

Las aralias se siembran en distancias que van desde los 0.4 x 0.6 m hasta 1 x 1 m (segun
el tamafio que se quiera producir), los surcos van desde los 0.6, 0.7 y 0.8 m de distancia. El
nuamero de plantas por hectarea alcanza densidades de siembra de entre las 10.000 hasta las

41.000 (Villalobos, R., comunicacion personal, 28 de setiembre de 2019).



3.3.4 Fertilizacion

La fertilizacion de las aralias ha sido poco estudiada, generalmente los productores
fertilizan este cultivo de manera similar al café. Sin embargo, Castillo (1990), sefala que P.
scutellaria necesita en un programa de fertilizacién con al menos 450 Kg/ha de Nitrégeno (N),

150 Kg/ha de fosforo (P2 O5) y 300 Kg/ha de potasio (K2 0).

3.3.5 Poda

La poda es una labor importante para la formacion de las plantas, se realiza entre los
ocho a diez meses después de la siembra. Consiste en eliminar las ramas principales con el fin
de generar un brote donde se obtengan varios hijos o guias (preferiblemente se buscan mas de
cuatro guias) (Villalobos, R., comunicacion personal, 28 de setiembre de 2019).

La planta madre se forma a través de la poda con el fin de obtener tamafios y
ramificaciones diferentes, dependiendo del gusto del consumidor. Se comercializan distintos
tipos de plantas madres, los tamafios van desde 30 cm (un pie), hasta 150 cm (cinco pies) o mas
(planta muy grande no son comunes), estas plantas tienen que cumplir con un estandar de
calidad, el mercado exige plantas con una estética adecuada. Las plantas tienen que presentar
un minimo de cuatro guias para el caso de plantas de 30 cm a 45 cm (de pie y pie y medio), y
plantas que superen estos tamafios, el nUmero de guias va desde cinco a ocho (Mora et al., 2007
y Villalobos, R., comunicacién personal, 28 de setiembre de 2019).

3.3.5 Cosecha

Esta labor es realizada a través de los diferentes pedidos de los clientes, de modo que
es importante realizar un programa de siembra para suplir adecuadamente los pedidos de aralias
durante el afio. La cosecha se hace de acuerdo al diametro de la planta, la altura y la cantidad,
lo mas comun es que se cosechen plantas de todos los tamafios. Las plantas que no tengan el

suficiente numero de guias (mayor a cuatro y que no cumplan con un adecuado diametro se



guedan en el campo hasta que alcancen los estdndares adecuados) (Villalobos, R.,

comunicacion personal, 28 de setiembre de 2019).

3.3.6 Principales plagas y enfermedades

Se denomina “plaga agricola” cuando un organismo a través de su desarrollo poblacional
sobrepasa el umbral econémico de dafio en un determinado cultivo ocasionando pérdidas en la
produccién (Selfa y Anento, 1997).

El combate de enfermedades y plagas por lo general se desarrolla con el uso de
plaguicidas sintéticos y para el combate de arvenses (malezas) es efectuada tanto quimica,

manual o mecanicamente (Villalobos et al., 2009).

3.3.6.1 Artr6podos

Los insectos que perjudican con mayor frecuencia a las Polyscias son cochinillas
(Pseudococcidae), cigarrillos (Cicadelidae), afidos (Aphididae) y acaros (Tetranychus spp.),
ocasionando dafios tanto en campo como en invernadero. Para el combate de estos artropodos,

generalmente se utilizan productos organofosforados y acaricidas.

3.3.6.2 Nematodos

Los nematodos ocasionan dafios importantes al alimentarse principalmente del sistema
radical de las plantas. Producen sintomas particulares en las raices como: agallas, lecciones
necréticas, proliferacion de raices secundarias y pobre crecimiento radicular (Talavera, 2004).

Estos organismos pueden actuar como una plaga directa, ocasionando dafios en las
raices, se ha evidenciado la presencia de hongos oportunistas que aprovechan heridas
ocasionados por nematodos al alimentarse, para entrar y colonizar las plantas. Estas
interacciones son frecuentes y han ido tomando mayor relevancia en los programas de combate
de plagas (Coyne et al., 2007; Talavera, 2004).

De acuerdo a Fernandez y Quesada (2009), se han registrado los siguientes nematodos

en P. scutellaria.
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Criconemella spp.
Helicotylenchus spp.
Meloidogyne spp.
Pratylenchus spp.

Tylenchorhynchus spp

3.3.6.3 Arvenses

Predominan principalmente arvenses de hoja ancha (dicotileddéneas) y gramineas

(poaceas), en menor amplitud se pueden encontrar ciperaceas (Villalobos, R., comunicacion

personal, 28 de setiembre de 2019).

3.3.6.4 Hongos y bacterias

De acuerdo al (Villalobos et al. (2009), se han registrado los siguientes organismos:

>
>
>
>

vV V V V

A\

Alternaria panax Whetzel, en hojas.

Botryodiplodia sp., en tallos.

Cercospora sp., en hojas.

Colletotrichum gloeosporioides Penz., en hojas, e.t. Glomerella cingulata (Stonem.)
Spauld & Schrenk.

Cylindrocladium sp., en raiz.

Diplodia sp., en hojas.

Phomopsis sp., en tallos.

Rhizoctonia solani Kiihn., en tallos y raices, e.t. Thanatephorus cucumeris (Frank)
Donk.

Dickeya chrysanthemi, en tallos.

Pseudomonas cichorii (Swingle) Stapp., en hojas.

Xanthomonas campestris pv. hederae (Arnaud) Dye., en hojas.

Fusarium solani (Mart.) Sacc., en raices y tallos, e.t. Haematonectria haematococca.
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2.4 Fusarium solani

3.4.1 Generalidades

Fusarium solani esté distribuido en muchas partes del mundo, es una especie polifaga,
infecta gran cantidad de plantas de diferentes géneros. Es un organismo cosmopolita frecuente
en el suelo, tiene la capacidad de sobrevivir por mucho tiempo en este medio; asi como en
residuos de cosecha y otros sustratos (Alarcon et al, 2011; Arbelaez, 2000; Garcés et al., 2001).

Es de importancia econémica porque en muchos casos los dafios superan el umbral
economico (Smith et al., 1992). Esta situacion es evidente, pues de las 111 especies de plantas
(87 géneros) donde se ha informado la presencia de este patdgeno, una considerable cantidad
de ellas son plantas de importancia agricola, indispensables para la alimentacién humana y
animal, como: granos basicos, tubérculos, frutales, hortalizas entre otros, por esta situacion, se
realizan esfuerzos para estudiar a mayor cabalidad este patdgeno, con el afan de combatirlo

eficientemente (Bogale et al., 2009).

3.4.2 Taxonomia

Reino: Fungi

Phyllum: Ascomycota

Clase: Sordariomycetes

Orden: Hypocreales
Familia: Nectriacea
Género: Fusarium

Especie: solani
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3.4.3 Teleomorfo
Haematonectria haematococca (antes Nectria haematococca (Melgarejo et al., 2010)

(Melgarejo et al., 2010; Pitt y Hocking, 2009; Smith et al., 1992).

3.4.4 Sinbnimos

F. eumartii y F. javanicum (Smith et al., 1992).

3.4.5 Sintomatologia

Fusarium solani produce lesiones de color rojizo en las raices, con el tiempo estas se
tornan café y pueden aparecer fisuras o grietas en la parte exterior del sistema radical, avanzando
de las raices primarias hasta las secundarias (provocandoles la muerte). Posteriormente infecta
otras partes como tallos y médula. Causa la pudricién de semillas, tallos y raices de las plantas
(Bogale et al., 2009).

Causa sintomas en distintos 6rganos de las plantas, asociado a: caida y muerte de
plantulas, marchitamiento vascular, mal de talluelo, podredumbres de pie y los llamados chancros
de tallo; asi como lesiones radiculares (por lo general pardo rojizas), en los frutos causa
podredumbres, tanto en el campo como en centros de acopio, causa la pudricién de semillas
(Blancard, 2011; Camacho y Gil, 2008).

Los dafios ocasionados en las raices secundarias, impide que las plantas absorban
nutrientes y agua disponible en suelo u otros sustratos (Blancard, 2011). A la enfermedad
causada por este organismo se le asocia con la obstruccion de los haces vasculares, clorosis
foliar leve, defoliacion y pudricion radical, provoca marchitamiento, ocasionando una muerte
ascendente de la planta (Alarcon et al., 2011; Cubillos et al., 2011). Sobre los tallos se pueden
notar manchas color pardo de consistencia blanda, micelio de color blanquecino (Melgarejo et

al., 2010).
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3.4.6 Caracteristicas morfoldgicas

Fusarium solani produce tanto macroesporas, como microesporas, forman macroconidios
tipicos (grosor menor de 4 um), presentan un ligero curvamiento con una a ocho células; también
posee microconidios con una a dos células. Los macroconidios y micelios viejos forman
clamindosporas de pared gruesa con presencia de una a tres células (Clark y Moyer, 1991; Sherf

y Macnab, 1986; Smith et al., 1992).

3.4.7 Ciclo de vida

Fusarium solani se reproduce tanto por via sexual como asexual. La ruta asexual es una
de las principales caracteristicas para diferenciar esta especie de otros hongos del mismo
género. Esta capacidad reproductiva genera variabilidad genética llamada heterocariosis,
responsable de la existencia de muchos tipos de F. solani, con caracteristicas diferentes a pesar
de ser de una misma especie Agrios (2005).

Las clamidosporas pueden persistir por mas de cinco afios en el suelo u otros sustratos,
manteniéndose latente hasta que ocurra cualquier actividad en el ambiente favorable para
establecerse en un hospedante. Esta capacidad se da cuando las temperaturas oscilan entre los
18 y 28 °C; asi como una humedad moderada en el sustrato (Sherf y Macnab, 1986).

Fusarium solani ingresa en la planta a través de heridas en la raiz, ocasionando, ya sea
una pudricién superficial o radicular, no se desarrolla ni invade otras raices a menos que se
produzcan heridas; sin embargo, si puede diseminarse dentro del tejido afectado, donde suele
ocasionar cancros en los tallos (Alarcon et al.,, 2011; Clark y Moyer, 1991). Otra forma de
infeccién es a través de heridas naturales en tallos o raices al crecer. Los insectos y los
nematodos también ocasionan heridas que propician la entrada de este patégeno (Alarcon et al.,

2011).
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Este hongo es diseminado por medio de herramientas contaminadas utilizadas durante
las diferentes actividades de manejo de las plantas (Smith et al., 1992). De forma natural se
disemina una vez que se manifiestan sus estructuras reproductivas dispersdndose mediante la

actividad del viento y agua (Alarcén et al., 2011).

3.4.8 Combate

Fusarium solani es dificil de combatir una vez que completa su ciclo bioldgico, debido a
gue produce numerosas esporas de resistencia (clamidosporas), capaces de persistir por largos
periodos en los sustratos y residuos de cosecha. Las clamidosporas permanecen latentes, como
in6culo residual que, por estimulos bidticos y abidticos, se activa en presencia del hospedante,
e inicia la proliferacion y establecimiento en el tejido susceptible.

Ante estas caracteristicas, una alternativa de combate es la rotacién de cultivos con
diferentes familias de plantas no hospedantes; también la utilizacion de especies de maduracion
temprana, las cuales se cosechan antes de que el hongo perjudique 6rganos de valor comercial;
asi como el uso de cultivares resistentes (Alarcén et al., 2011).

Producir en zonas de altura es una opcion de combate, ya que este organismo se
desarrolla mejor en baja altitud, cercana al nivel de mar. Los rastrojos, residuos de cosecha,
deben ser tratados; ya sea, en compostajes (las altas temperaturas degradan las hifas de los
hongos) o aplicando fungicidas quimicos o biolégicos (Clark y Moyer, 1991).

En cuanto al manejo del suelo u otro sustrato, es favorable drenar el agua (evitar
humedad); y usar técnicas de solarizacion, proceso hidrotermal que consiste en colocar sobre el
sustrato un plastico trasparente o negro (polietileno) durante varios meses recibiendo alta
radiacion solar ocasionando la muerte de los hongos, asi como la destruccién de propagulos

fungosos (Gonzélez et al., 2004).
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El combate quimico ha sido una de las técnicas més utilizadas para tratar F. solani.
Comunmente se utilizan: captan, tiram, choroneb, dichone y oxido cuproso. Productos comunes
en fumigaciones de suelo son: di-trapex, metam-sodio, pero no son econémicamente rentables
(Sherf y Macnab, 1986). ElI Benomil es uno de los productos antifingicos més utilizados para
tratar organismos de suelo, entre ellos Fusarium sp. Sin embargo, existen registros de resistencia
de F. oxysporum ante este producto (Garcés et al., 2001; Rubio et al., 2008).

Varios autores argumentan que el uso de fungicidas para tratar patégenos de suelo,
alteran la biota microbioldgica en la rizosfera, desfavoreciendo consecuentemente la actividad
de los microorganismos benéficos, entre ellos antagonistas de F. solani y otros patégenos
importantes, incidiendo en altas infecciones en las plantas (Marquez et al., 2002; Mora, 1996;

Nina et al., 2011).

3.4.9 Combate biolégico

El combate biol6gico es un método de importancia para tratar enfermedades como las
causadas por F. solani. A finales del siglo XIX esta alternativa surgié como un método eficaz y
rentable. Pero ha sido perjudicado por el uso excesivo de plaguicidas que afectan indirectamente
los enemigos naturales de las "plagas", debido a la persistencia de estos en el suelo, aire y agua.
El efecto adverso lo ejercen estos productos tanto en los antagdnicos como en organismos que
ayudan a mantener dinAmicas poblacionales en los ecosistemas (Guédez et al., 2008; Mora,
1996; Nicholls, 2008).

Segun Pal y Gardener (2006); Hanson y Gauld (2006); Saba et al. (2012), se entiende
por "combate biol6gico" la utilizacién de organismos naturales o genéticamente modificados, para
reducir efectos de agentes perjudiciales en cultivos agricolas. Esta alternativa pretende mitigar
las poblaciones de organismos plaga, reduciéndolas a niveles inferiores al umbral econdmico,

para evitar pérdidas econémicas. Por su parte, Rogg (2000) y Pal y Gardener (2006), describen
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el "Combate Bioldgico" en fitopatologia como la utilizacién de antagonistas microbianos para
suprimir enfermedades en las plantas.

En F. solani se han realizado algunas investigaciones bajo la premisa de "combate
biologico”, utilizando organismos como: Paenibacillus lentimorbus, Pseudomonas spp., Bacillus
amyloliquefaciens, Sinorhyzobium meliloti y Trichoderma spp. (Bettiol et al., 2014; Gonzéalez et

al., 2004).

2.5 Trichoderma spp.

3.5.1 Generalidades

Trichoderma spp. es un hongo anaerdbico facultativo oportunista, se desenvuelve
naturalmente en muchos tipos de suelos agricolas y forestales, (Chaverri y Samuels, 2003;
Cholango, 2009). Existen mas de 50 especies descritas, sin embargo; existe gran nimero de
especies por describir. Muchas de estas especies con potencial importante en la agricultura, pues
podrian presentar caracteristicas idoneas para ser utilizadas en el combate biol6gico de hongos
de importancia agricola (Chaverri et al., 2003; Chaverri, P. y Samuels, 2003., Ezziyyani et al.,
2004; Romero et al., 2009).

Trichoderma spp. es uno de los organismos antagonistas de hongos fitopatbgenos mas
estudiado; aspectos importantes facilitan su estudio e investigacién, como la facilidad y rapido
desarrollo en condiciones de laboratorio, rapido colonizaciéon en distintos tipos de sustratos
(Quiroz et al., 2008; Sivila y Alvarez, 2013). Su propagacion es posible por intermedio de hifas,
esporas o conidios y clamidosporas. Esta Ultima tiene importancia debido a su capacidad de
prevalecer en condiciones adversas de clima como, altas temperaturas, sequia, exceso de agua,
luz y otros. Estas esporas presentan una pared gruesa constituida por la endospora, epiospora
y perispora, protegen el interior del conidio (protoplasto) (Sivila y Alvarez, 2013). Las especies

de Trichoderma tienen una alta capacidad reproductiva, plasticidad ecologica y un efecto
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estimulante sobre los cultivos, ademas de protegerlos ante hongos fitopatégenos; también
mejoran la absorcion de micronutrientes y activa las defensas en las plantas (Cholango, 2009).
El amplio efecto antagonista de este hongo obedece a los mecanismos tan variados que
posee para ejercer su efecto sobre los patdgenos. Tiene la capacidad de degradar
enzimaticamente (proteinaceas y quitinasas) la pared celular de los hongos que ataca, produce
antibiéticos (metabolitos secundarios), inhibe el crecimiento micelial (Aceve et al., 2004), degrada
la membrana celular, hiperparasita las hifas de su hospedante y compite por nutrientes y espacio
(Cobos, 2010; Guigén y Gonzalez , 2004; Herndndez y Rangel, 2012). También Infante et al.
(2009) sostienen que Trichoderma sp, desactiva enzimas del patdgeno producidas para atacar

las plantas, produce resistencia inducida; compite por alimento, agua y/6 espacio (Pavone, 2012).

3.5.2 Taxonomia

Trichoderma spp. se reportd por primera vez en el afio 1964. Person describioé cuatro
especies; en 1969 Rifai informd sobre nueve especies mas y a partir de ese momento las
especies registradas aumentaron. Actualmente se han descrito mas de 50 especies (Kuhls et al.,
1997; Samuels, 1996). Es importante recalcar que se han identificado mas de 200 especies de
Hypocrea; pero no es posible describirlos hasta que el anamorfo (Trichoderma spp.) sea

identificado, esta situacion deja entrever que faltan especies por identificar (Chaverri et al. 2003).
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Segun Agrios (1997), Chaverriy Samuels (2003), Priscila Chaverri et al. (2004) y Romero

et al. (2009), la clasificacion taxondmica para Trichoderma es la siguiente:

Reino: Fungi

Phyllum: Ascomycota

Clase: Sordariomycetes

Orden: Hypocreales

Familia: Hypocreaceae
Género: Trichoderma spp.

3.5.3 Descripcién morfolégica

Trichoderma spp. presenta conidios con pigmentos de color verde brillante o blancos,
esporulacion densa; conidioforos pobremente definidos y ramificados (similar a un pequefio
arbol). Las fialides forman esporas asexuales o conidios, con capacidad de emerger directamente
del micelio. La mayoria de especies de Trichoderma spp. producen clamidosporas que

permanecen latentes en el medio durante mucho tiempo (Infante et al., 2009; Pavone, 2012).

3.5.4 Importancia de Trichodema spp. para el combate biolégico

Trichoderma spp. tiene importancia en el combate biolégico por su capacidad suprimir
organismos que afectan plantas agricolas; también es motivo de investigacion por su gran
diversidad, combate eficaz, capacidad reproductiva y rapido crecimiento, plasticidad ecoldgica e
inductor de resistencia en plantas contra organismos que la afectan negativamente.

En el mercado existen diferentes formulaciones de Trichoderma spp., pero su efecto es
desfavorecido por los distintos microclimas donde se encuentran los campos agricolas, alterando

la eficiencia antagonista; asi mismo algunas especies son especificas de ciertos agentes que
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causan enfermedades en las plantas, por esta razén es necesaria la busqueda de cepas nativas
de Trichoderma spp., con capacidad de adaptarse al clima y al patégeno.

Segun Guigén y Gonzalez (2004) las formulaciones comerciales de Trichoderma spp.
presentan ciertos inconvenientes: muestran dificultad para persistir en el suelo, por factores como
la genética de los aislamientos; poca capacidad de adaptacion a condiciones ambientales y baja
especificad antagonista-fitopatégenos.

Cepas nativas de Trichoderma spp. tienen ventaja para combate biol6gico, se establecen
facilmente en los ecosistemas por su adaptacion a las condiciones ambientales, por encontrarse
en su ambiente, con alta capacidad de colonizacién en sustratos, facilitando antagonismo sobre

organismos fitopatégenos (Moya et al., 2014).

3.5.5 Principales mecanismos de accion de Trichoderma spp.

» Competencia

Se define como el comportamiento desigual de dos 0 mas organismos ante un mismo
requerimiento (sustrato o nutriente), esta condicién se da siempre y cuando la utilizacién de dicho
requerimiento por uno de los organismos reduce la disponibilidad (cantidad o espacio) para los
demas (Ahmad y Baker, 1987; Infante et al., 2009; Sivila y Alvares 2013). Una situacion ideal
para gue se de competencia es la escasez de un elemento, la competencia mas comuin se da
por nutrientes, oxigeno o espacio, en el caso de Trichoderma spp. su importancia radica en la
competencia por nutrientes, sustrato y carbono (Cano et al., 2004; Guigdén y Gonzalez, 2004,

Sivila y Alvarez, 2013).

» Antibiosis
Accion de organismos utilizando compuestos metabolitos secundarios o enzimas
hidroliticas, toxicos para otros organismos, inhiben las actividades celulares de los organismos

gue perjudica; impidiendo crecimiento miceliar de otros hongos. Estas sustancias tienen la
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particularidad de actuar en concentraciones bajas (menores a 10 ppm) (Infante et al., 2009; Sivila
y Alvarez, 2013).

Thichoderma spp produce este tipo de compuestos, volatiles y no volatiles, perjudicando
el desarrollo de organismos. Estos compuestos son de tipo antibiético como, viridina -1,6-
glucanasas, trichodermina, furanona, quitinasas, glioviridin, 6-(pent-1-enil)-a-pirona, 6pentil-a-
pirona (6PAP), glucanasas, trichorziaminas, proteasas, -1,3-glucanasas, gliovirinagliotoxina y
harzaniolide. Las concentraciones, los antibiéticos y la capacidad de inhibir varian segun la
especie de Trichonerma spp. (Bruce et al., 1995; Cano et al., 2004; Colina et al., 2009; Ghisalberti
y Sivasithamparam, 1991; Gonzalez, 2011; Sivila y Alvarez, 2013).

» Micoparasitismo

Micoparasitismo es la interaccion directa entre un antagonista (en este caso Trichoderma
spp.) con un patégeno (F. solani por ejemplo), lo cual implica contacto fisico, con sintesis e
hidrélisis de enzimas, liberacién de compuestos antibiéticos toxicos (Benitez et al, 2004).

Este mecanismo involucra eventos de forma secuencial como, reconocimiento, ataque,
penetracién y la muerte del huésped o patégeno. Trichoderma spp. tiene la capacidad de ejercer
este tipo de combate directo en el ambiente, en una diversidad importante de hongos, entre ellos
F. solani. (Benitez et al., 2004; Carsolio et al., 1999).

» Induccién de resistenciay promocion de crecimiento

La mayoria de las plantas posee la capacidad de responder ante ataque de una plaga, lo
cual se le conoce como induccién de resistencia. Trichoderma spp. beneficia a las plantas
aumentando esta condicion, capaz de activar un mecanismo nativo de defensa, conocido como
Induccion de Resistencia Sistémica (IRS), genera en las plantas una serie de cambios
morfoldgicos y bioquimicos. Esta situacion limita el crecimiento y ataque del patégeno durante
su fase parasitica (Cano et al., 2004; Garcia et al., 2006; Martinez et al., 2013; Yedidia et al.,

1999).
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Existen distintos reportes sobre la capacidad de Trichoderma spp. para inducir el
crecimiento vegetal al degradar el epispermo de las semillas e interviene en los procesos
respiratorios cuando se lleva a cabo la germinacion, acelera el desarrollo de tejidos
meristimaticos primarios y por ende las plantas aumentan volumen y altura (Abd-El Moity, 1982;
Gravel et al., 2007; Hernadndez et al., 2011; Shoresh y Harman, 2008).

Trichoderma spp. secreta fitohormonas como el &cido Indol Acético que estimula la
germinacion, crecimiento y desarrollo radicular, mejora la asimilacion de nutrientes e influye
sobre el crecimiento vegetativo de algunas plantas (Cupull et al., 2003; Gravel et al., 2007,
Harman, 2006; Harman et al., 2004; Hernandez et al., 2011; Vinale et al., 2012; Windham et al.,
1986).

Posee un tipo de simbiosis avirulenta con distintas plantas, actuando en la mayoria de los
casos como antagonista de hongos y bacterias fitopatégenas, restringiendo el crecimiento y
desarrollo de invertebrados como insectos y nematodos e incluso arvenses (malezas)

(Hernandez y Rangel, 2012).
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Localizacion de las areas de estudio

Las plantas de P. scuterallia infectadas por F. solani y las muestras de suelo donde se
aislaron las cepas de Trichoderma spp. fueron colectados en el distrito de La Tigra, San Carlos,
provincia de Alajuela (caserio: San Gerardo); especificamente en la finca Agricola Ganadera
Azaria Maria S.A. empresa productora de aralias, coordenadas geograficas N10.33190 // O
84.59672.

Esta zona presenta una altura de 522 m.s.n.m, con promedios de precipitacién de 3000
mm/afio, las temperaturas oscilan entre los 26 y 30 grados centigrados, la humedad relativa varia

entre 80-90 % (Mora et al., 2007).

Figura 3. Zona de estudio, La Tigra de San Carlos. En la imagen se observa la planta de

empagque de la finca (AZ), asi como el area de cultivo.



23

6.2 Recoleccion de suelo para el aislamiento de Trichodema spp.

Las respectivas muestras de suelo fueron tomadas en parcelas cultivadas de aralia fabian
(P. scuterallia), tacotales y bosques aledafios al cultivo (Figura 4). La recoleccion de las muestras
en parcelas, tacotales y bosques se realiz6 utilizando la técnica en zig-zag. Este tipo de muestreo
gue pretende homogenizacion del area de estudio, de manera que sea significativamente

representativo.

435750.0 435900.0 436050.0 436200.0

Leyenda
Delimitacion
Puntos muestreo

1144650.0
L]
m
=3

@ 9 9 0 0 000 0 0 00
I
IS

=3
S
g
=

Proyeccion: CRTMOS
Datum WGS84
Fuente: Google Earth
elaboracion propia

435750.0 435900.0 4356050.0

Figura 4. En la imagen se puede observar el area de cultivo (L), bosque (B) y tacotal (T),
donde se colectaron las muestras para los aislamientos del hongo Trichoderma spp., L1

representa la técnica de muestreo en zig-zag.

El suelo fue extraido con un palin (20-30 cm) y el material fue colocado en una cubeta. En
cada punto de muestreo, se tomaron submuestras (15 por punto de muestreo). Cada muestra
final se coloc6 sobre un plastico, se realizé la técnica de cuarteo para homogenizar y obtener

una muestra final de un kilogramo por lugar de muestreo de un lote, boque o tacotal.
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Cada muestra final se colocé en bolsas plasticas, rotuladas y guardadas en una hielera, con

el propésito de conservarlas frescas; se llevaron al laboratorio de fitopatologia de la UNA.

Figura 5. Diferentes zonas donde se recolectaron muestras de suelo para aislar Trichoderma

spp. a) Cultivo, b) bosque, c) tacotal y homogenizacion de las submuestras de suelo.

6.3 Recoleccion de las plantas enfermas

Las plantas enfermas se recolectaron en invernaderos. El procedimiento consisti6 en
identificar y colectar las plantas enfermas con sintomas y signos de F. solani, se empacaron
individualmente en bolsas rotuladas; se almacenaron en hieleras y se trasladaron al laboratorio

de la UNA.
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6.4 Etapade laboratorio

Los aislamientos de los hongos antagonistas y el patdégeno; asi como las pruebas de
antagonismo in vitro, se realizaron en condiciones asépticas en el laboratorio de fitopatologia de
la Escuela de Ciencia Agrarias (ECA) de la Universidad Nacional de Costa Rica (UNA), ciudad

de Heredia.

6.5 Aislamiento de cepas nativas de Trichoderma spp. a través de la técnica de
diluciones seriadas
Cepas nativas de Trichoderma spp. fueron aisladas de muestras de suelo cribadas e
homogenizadas para obtener submuestras de 10 g. Luego se afiadieron 90 ml de agua destilada
a cada submuestra de suelo (solucion madre) y se agitaron durante 20 min en vortex (150 rpm).
Una alicuota de 1 ml de solucién madre se diluyé en un tubo de ensayo conteniendo 9 ml de
agua destilada estéril. Este procedimiento se realizé cinco veces consecutivas (de 10-1 a 10-6)

(Figura 6).

= 10 I 10° — 10° e 10* —110= 10° I
& & & & &/ &
9 ml 9ml 9ml 9 ml 9 ml 9 ml

Figura 6. Procedimiento para preparacion de diluciones seriadas.

Nota. Fuente: Monzén 2001.
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Se utilizé el contenido de los ultimos tres tubos, 10, 10° y 10°. A cada dilucién se extrajo
tres alicuotas de 0,25 ml, colocadas en tres platos Petri (con Papa Dextrosa Agar (PDA) + acido
lactico al 25 %). Cada alicuota colocada en un plato Petri, fue dispersada en la circunferencia del
plato con la ayuda de un asa de Drigalski.

Cada plato Petri se rotulé y sell6 con papel ““parafiim™, se incubaron a temperatura ambiente
hasta observar colonias con caracteristicas asociadas al crecimiento de Trichoderma spp.
(Cafedo y Ames, 2004; Mézon, 2001; Santana y Poncio, 2011). Las colonias obtenidas se

purificaron con el fin de tener la certeza de su estado puro de cada colonia.

6.6 Aislamiento de Fusarium solani
Para el aislamiento de F. solani se procedi6 a extraer tejido de plantas de P. scuterallia con
sintomas manifiestos del patdgeno. A este material se le realizé un lavado superficial con agua,
eliminando residuos de sustrato adheridos a la parte afectada de las plantas. Se realizaron cortes
pequefios de tejido enfermo, desinfectados superficialmente con alcohol al 75% por 30 segundos,
hipoclorito de sodio al 0.5% durante un minuto y se efectuaron dos lavados con agua destilada
estéril eliminando el exceso de sustancias utilizadas anteriormente, los cortes fueron colocados
en cajas Petri con PDA acidificado con &cido lactico al 25%. Cada plato Petri con tejido enfermo
se incubaron por ocho dias a temperatura ambiente (24 °C), hasta observar el crecimiento
micelial del patégeno.
Colonias identificadas como F. solani, por medio de caracteristicas morfolégicas fueron

purificadas en medio PDA acidificado (Marquez et al. 2002; Nina et al, 2011).

6.7 Cultivos monospoéricos de Trichordema spp. y F. solani
Se prepararon 10 ml de agua destilada estéril, agregandole una pequefia cantidad de micelio
de las colonias, para liberar esporas utilizando un asa esterilizada, obteniéndose una suspension

diluida de cada aislamiento. Para facilitar la separacién de las esporas se utilizé “Tween 80”.
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Con una micropipeta se extrajo una gota de la suspension y se colocé en un plato Petri con
agar agua al 3%, esta practica se realiz6 por duplicado a cada aislamiento, las placas se
incubaron por 18 horas hasta observar la producciéon de tubos germinativos por parte de las
esporas. Se utiliz6 un estereoscopio para seleccionar y extraer las esporas germinadas,
colocadas nuevos platos Petri con PDA y se incubaron originando un cultivo a partir de un solo
conidio (Castellanos et al., 2011; French y Hebert, 1980). Con esta técnica fue posible asegurar

la homogeneidad genética del cultivo de estos organismos en estudio.

6.8 Pruebas de antagonismo in vitro

Ensayos de antagonismo para Trichoderma spp. sobre F. solani, se efectuaron utilizando la
técnica de cultivos duales (en medios estériles). Colocandose en los extremos de cada caja Petri,
discos de 5.0 mm de diametro. En un extremo se coloco un disco con un medio de cultivo del

hongo antagonista y en el otro extremo el disco con el hongo patégeno (Figura 1).

Figura 7. Caja Petri mostrando como se colocaron los discos (5.0 mm) con F. solani; y con
Trichoderma spp.

Nota. Fuente: Castillo 2015.

6.9 Competencia por sustrato

Para medir la competencia por sustrato se tomaron en cuenta los siguientes tres criterios:

a) escala de (Bell et al., 1982): el antagonista sobrecrecera completamente sobre el patégeno
y cubrird totalmente la superficie del medio (I); el antagonista sobrecreceré las dos terceras

partes de la superficie del medio (Il); antagonista y patdgeno colonizaran cada uno
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aproximadamente la mitad de placa de Petri (Ill); el patdgeno colonizara, dos terceras partes de
la superficie del medio (IV): y el patdgeno sobrecrecera completamente sobre el antagonista y
ocupara por completo el medio de crecimiento (V); (b) tiempo en que el antagonista y el
fitopatdgeno entran en contacto (velocidad de colonizacion del antagonista y, (c) crecimiento

radial (CR) en centimetros de los aislamientos de Trichoderma spp.

6.10 Antibiosis

Se evaluo el efecto antibidtico de los antagonistas con respecto al patdgeno, para medir este
pardmetro se utilizé la formula planteada por Skidmore y Dickinson (1976); Royse y Ries (1978).
Mide el porcentaje de inhibicién del crecimiento (PIC), en este caso el porcentaje de inhibicién

por parte de Trichodemar spp. sobre F. solani.

La formula plantea lo siguiente:

PIC=[(C1-C2) /C1] x 100

Donde C1 es el crecimiento radial del Trichoderma spp. y C2 el crecimiento radial del

patdgeno en la técnica por cultivo dual.

6.11 Disefio experimental

Se utiliz6 un disefio totalmente al azar, un total de diez repeticiones por tratamiento. La unidad
experimental consistié en utilizar cajas Petri de 9,0 cm de diametro con PDA, a cada caja se le
colocé un disco de 5,0 mm con el hongo antagonista (Trichoderma spp.) en un extremo y en el
otro extremo un disco con F. solani (Figura 7).

Los resultados obtenidos en los experimentos del PIC y CR, fueron sometidos a un analisis
de varianza (ANOVA) (p<0,05), con el fin de determinar si en los tratamientos se generaron
diferencias significativas, se compararon a través de pruebas de Tukey utilizando el paquete

Infostat Estudiantil.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Aislamiento de Fusarium solani

Los aislamientos realizados a partir de tejido enfermo, recolectado en la plantacién de P.
scutellaria, produjeron las tipicas colonias de F. solani, identidad que se confirmé con el
respectivo examen bajo el microscopio. ElI material obtenido en el campo, manifestaba los
sintomas caracteristicos de la enfermedad segun lo describen (Mnif et al. (2015); Pastrana et al.
(2016); Toghueo et al. (2016): manchas pardas, crecimiento micelial y tejido necrético en tallo y

médula.

Fusarium solani se caracterizd6 por mostrar un rapido crecimiento y por la coloracion blanco

rosaceo tipica de este patdégeno en el medio de cultivo utilizado (Figura 9).
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Figura 9. Aislamiento de F. solani en condiciones de laboratorio.

Microscopicamente se observé una densa concentracion de microconidios hialinos septados

y de forma ovalada, también pudo apreciar fidlides hialinas y micelio septado (Figura 10).

Macroconidio
Fialide

Figura 10. Principales caracteristicas morfoldgicas de F. solani. En la imagen se observan,
macroconidios, fialides y micelio septado (foto, utilizando un microscopio Nikon Eclipse 80i,

40x).

De acuerdo a Duefias et al. (2007) y Vargas (1992), en laboratorio a partir de los siete dias
F. solani desarrolla micelio. En el presente experimento se verificoO presencia de micelio a los
siete dias, presentando coloraciones de blanco a purpura, lo cual concuerda con el tiempo

promedio para el desarrollo de micelio en condicion de laboratorio; asi como con las coloraciones
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caracteristicas, obtenidas por Cholango (2009), quien observé en F. solani, micelio blanquecino;

y estructuras como macroconidios, fialides alargadas y micelio septado.

Figura 11. Crecimiento de F. solani mostrando coloracién blanco-rosaceo.

7.2 Aislamiento de Trichoderma spp.
Los aislamientos de Trichoderma spp. fueron obtenidos a partir de muestras de suelo,
recolectadas en campo (cultivo, tacotal y bosque), proceso que produjo un total de 15

aislamientos para su evaluacién (Tabla 1).

Tabla 1.Total de aislamientos de Trichoderma spp. por sitio de muestreo en cultivo,

bosque y tacotal.

Sitio de muestreo Aislamientos de Trichoderma spp.
Cultivo L1, L2
Tacotal T1,T2, T3
Bosque B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7, B8, B9, B10

El mayor nimero de aislamientos de Trichoderma spp. fue en suelos de bosques (66, 6%)
(Tabla 1), mostrando mas abundancia en estos ecosistemas (dinamica poblacional); factores
como, temperatura, humedad, alto contenido de materia organica, densidad aparente,

disponibilidad de nutrientes, pH, concentraciéon de elementos minerales, adecuados para el
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desenvolvimiento de microorganismos inciden en la presencia de estos organismos en el suelo
(Lange et al., 2014; McDaniel et al., 2014; Philippo et al., 2013). La actividad agricola causa
impactos negativos sobre las poblaciones de microorganismos debido a condiciones
desfavorables para el desarrollo de los mismos, afectando condiciones ideales para el
crecimiento de los organismos (Ferrigo et al., 2014; Kugcik, 2017; Wagg et al., 2014; Zhalnina et
al., 2014), por lo tanto, su diversidad también es reducida.

Trichoderma spp. es tolerante a ciertos fungicidas quimicos (Benitez et al., 2004; Cholango,
2009; Cruzat et al., 2008; Guerrero y Arias, 2015), a pesar de pocos organismos en muestras de
suelo provenientes de areas de cultivo y tacotal, se obtuvo cinco aislamientos (Cuadro 1),
indicando que son hongos con capacidad de tolerar medios alterados por la actividad agricola.

Cruzat y lonannidis, (2008); Pfenning y de Abreu, (2000); Samaniego y Chew, (2007),
informan sobre la presencia de colonias de Trichoderma spp. en suelos agricolas intensivos, a
pesar de que existen condiciones desfavorables para su desarrollo, indicando que algunos
individuos tienen la capacidad de adaptarse y sobrevivir en estos, lo cual explicaria la presencia
de Trichodema spp en las muestras obtenidas a partir de suelos procedentes de cultivos y
tacotales.

Evans et al. (2003), determinaron en sistemas agroforestales, la relacién entre la presencia
de colonias de Trichoderma spp. con hongos de los géneros: Clonostachys, Fusarium,
Cylindrocarpon y basidiomicetos no identificados, muchos de estos organismos son fuentes de
alimento para hongos antagonistas, lo cual indicaria mayor presencia de especies de

Trichoderma spp. en el bosque.
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Figura 12. Diferentes aislamientos de Trichoderma spp utilizados en las pruebas in vitro.

7.3 Identificacion de Trichodema spp.

La identificacion de Trichoderma spp. fue realizada con base a caracteristicas morfolégicas
como: color, forma de crecimiento y estructuras macroscoépicas. Los aislamientos presentaron
esporulacién de diferentes coloraciones, tonalidades blanquecinas, verde oliva, amarillo pastel,
amarillo verdoso (Figura 13), todas las colonias mostraron rapido crecimiento, esporulacién
abundante, estas caracteristicas concuerdan con las descripciones realizadas por (Howell, 2003;
Moya et al.,, 2014; Samuels, 2006), donde describen las mismas coloraciones en estos

microorganismos, ademas de su rapido crecimiento.

Figura 13. Diferentes coloraciones presentes en las colonias de Trichoderma spp aisladas.
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7.4 Principales caracteristicas microscopicas de Trichoderma spp.

Preparaciones microscépicas a partir de colonias de Trichoderma spp. permitieron
observar estructuras como: conidiéforos hialinos ramificados, micelio septado, presencia de
fiélides simples y/o en grupos, conidios en su mayoria globosos hialinos o con color (unicelulares
de 3 a5 um) (con coloraciones por lo general verdes), conidiéforos no verticilados solitarios o en
grupos. Todas estas estructuras concuerdan con reportes sobre Trichoderma spp. descritos por

distintos autores (Martinez et al., 2013; Michel et al., 2009; Samuels, 2006).

Conidio Fialide

Conidioforo

Figura 14. Estructuras microscopicas de Trichoderma spp., conidios, fialides y conidiéforos (foto,

utilizando un microscopio Nikon Eclipse 80i, 40x).

7.5 Pruebas de antagonismo

Las evaluaciones de antagonismos entre Trichoderma spp. y F. solani fueron realizadas a las
96 h (cuarto dia). De acuerdo a Michel et al. (2009); Abo et al. (2014) y Kuguk (2017), el periodo
de colonizacion en placas Petri de Trichoderma spp, ocurre entre los tres y cuatro dias; debido a

esto fueron evaluadas las pruebas de antagonismo a las 96 h de inoculacion.
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7.5.1 Evaluacién de competencia por sustrato

7.5.1.1 Escala de los cinco principios para evaluar competencia por sustrato de Bell et
al. (1982).

Quince aislamientos de Trichoderma spp. mostraron antagonismo sobre F. solani (Tabla 2),
segun la escala propuesta por Bell et al. (1982), organismos en categoria I, 11, y lll, se consideran
antagonistas por presentar competicion igual o superior al 50%, sobre hospederos. Un 86, 6%
de los aislamientos mostraron competicion superior al 50%, la mayoria (66,6%), expresando
competicion tipo |, 100% de competicidon por sustrato sobre F. solani.

Tabla 2. Categoria antagénica de Trichoderma spp. sobre F. solani, segun los cinco

criterios propuestos sobre Bell.

Categoria® Aislamiento

I B2, B4, B5, B6, B7, B8, L1, T1, T2, T3

I B1, B3, B9
i B10, L2
v PNR

\Y °NR

Nota. Categoria: I) antagonista coloniz6 toda la superficie, redujo el patdégeno, Il) antagonista
colonizé 2/3 partes del Plato Petri, Ill) el antagonista y patégeno colonizaron 50% del medio, 1V)
patégeno colonizé 2/3 de la superficie; V) patdgeno colonizé el total del medio. bNo Registrado.

Diez aislamientos de Trichoderma spp. en categoria | (66,6%), son promisorios contra el
patdégeno en estudio. Reportes realizados por Aceves et al., (2001); Arzate et al., (2006); Michel
et al. (2009) en suelos de Yucatan y Guerrero (México), donde aislaron distintas especies nativas

de Trichoderma spp. para probarlos contra Fusarium sp., obtuvieron pocos aislamientos en
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categoria | y I, indicando que existen porcentaje importantes de antagonistas promisorios en
este trabajo, donde la mayoria se ubicaron en categoria | y II.

Cholango (2009) estudio especies de Trichoderma spp. contra cincos aislamientos de
Fusarium sp., en 96 h registré que los antagonistas emplearon hiperparasitismo, penetrando y
alimentandose de hospedero atreves de las hifas, pero hasta el séptimo dia los organismos
alcanzaron las categorias | y Il. Los organismos analizados en este trabajo mostraron mayor
velocidad de colonizacién sobre F. solani; al cuarto dia, todos organismos micoparasitaron y el
73% presentaban categorias | y Il, indicando que los aislamientos; ademéas de presentar
competicion por sustrato y alimento; podrian estar presentando mecanismos de accion como
antibiosis e hiperparasitismo sobre F. solani, facilitando la colonizacion en este patdgeno
(Machado et al., 2012).

Uno de los mecanismos empleados por organismos como Trichoderma para ejercer su efecto
antagénico ante diversos patdégenos es el micoparasitismo. En diferentes investigaciones de
Martinez et al. (2013); Michel et al. (2009); Suéarez et al. (2008), determinaron que existe
interaccion entre el antagonista y el fitopatdgeno, donde el primero produce un parasitismo hifal
al tener contacto fisico con el patégeno, y una vez reconocido el hospedero son accionados
mecanismos para degradar y colonizar el patdgeno, facilitando la alimentacién del mismo. En el
presente trabajo se observé que las cepas de Trichoderma spp. ubicadas en categoria |, Il, y 1lI
(Tabla 2) tuvieron contacto con F. solani, indicando que posiblemente Trichoderma spp. afecté
negativamente el crecimiento de F. solani por micoparasitismo, donde creci6é quimiotropicamente
hacia el hospedante, adhiriéndose a las hifas, enrollandose y penetrandolas para alimentarse del
contenido celular F. solani.

Trichoderma spp. para micoparasitar requiere reconocer el hospedante, atreves de procesos
enzimaticos (metabolitos secundarios), dirigiendo el crecimiento hacia este degradando la pared
celular al entrar en contacto, sin embargo; los antagonistas pueden enfrentar mecanismos de

resistencia por parte del patégeno, utilizado para evitar ser atacados, degradados y consumidos,



37

ocasionando diferentes tazas de colonizacion por parte de los antagonistas. La capacidad que
tiene Trichoderma spp. para romper las defensas del hospedero va depender para que ocurra
micoparasitismo completo (Benitez et al., 2004; Fernandez y Suarez, 2009; Martinez et al., 2013;
Michel et al., 2009; Pal y Gardener, 2006; Suéarez et al., 2008), por tanto, es posible que los
aislamientos de Trichoderma spp. enfrentando F. solani en este experimento interactuaron con
poca resistencia por parte de patégeno, o bien los mecanismos utilizados por el antagonista
fueron suficientes para evadir dicha resistencia mostrando parasitismo en todos los tratamientos,
donde el 60% de los aislamientos evidencié parasitismo completo al enfrentar a F. solani (Tabla
2).

Ante competencia por nutrientes Trichoderma spp. suele presentar ventajas en la
degradacién de sustancias del medio, para asi disponerlos para su alimentacion. Al movilizar y
absorber nutrientes aumenta la taza de obtencién de ATP al metabolizar sacaridos (celulosa,
glucano y quitina), esta digestion es permitida por enzimas de asimilacion, permeasas; asi como
proteinas modificadas presentes en la membrana y pared celular (Benitez et al. 2004; Reyes et
al. 2008). Es posible que los aislamientos de Trichoderma spp. utilizados en los ensayos,
presenten tazas de asimilacion de nutrientes mayores en competencia contra F. solani, lo cual
respaldaria la alta colonizacion de estos organismos en el medio.

Castillo (2015), evalu6 la capacidad antagénica de Trichoderma spp. contra Phytophtora
nicotianae, obteniendo a las 96 h 64% en categoria | y el 28% en categoria Il. Al utilizar los
mismos antagonistas contra F. oxyspurum, al cuarto dia, 36% compartian categoria | y el 54%
en categoria Il, esta particularidad se le atribuye a que Trichoderma spp. responde a un
antagonismo diferencial con distintos patégenos; presentando mecanismos de control, donde
especies de Trichoderma presentan mayor o menor capacidad dependiendo del organismo que
ataquen (Kuguk, 2017; Sharma et al., 2017). Para efectos de este estudio, la alta colonizacion de
Trichoderma spp. puede obedecer a un antagonismo diferencial ante F. solani, facilitando la

competencia por sustrato al presentar mayor control, de acuerdo a Reithner et al., (2011), el
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antagonismo diferencial puede obedecer a expresiones genéticas codificadas en cada especie
de Trichoderma spp. (genes relacionados con micoparasitismo), dependiendo de huésped en las
interacciones micoparasitarias, asi serd el efecto inhibidor, por tanto; es posible que las
expresiones genéticas de Trichoderma spp. estudiadas contra F. solani afecten negativamente
el desarrollo del patégeno

7.5.1.2 Crecimiento radical (CR)

El CR de los aislamientos T2 y T3 fue del 100%, cubrieron completamente la placa Petri (9
cm) a las 96 h de incubacion. B1, B3 y B10 presentaron los valores méas bajos de CR (~5,65 cm)

(Figura 15).
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Figura 15. Crecimiento Radial (CR) de aislamientos de Trichordema spp. en pruebas de

antagonismo in vitro contra Fusarium solani.

Cholango (2009) en diferentes ensayos utiliz6 especies nativas de Trichoderma spp. contra
cinco especies de Fusarium spp. (entre ellos F. solani). Los antagonistas al cuarto dia alcanzaron

valores de 3.27 cmy 3.41 cm de CR. Los aislamientos T2 y T3 a las 96 h superaron esos valores
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(9 cm), colonizaron por completo el plato Petri (creciendo sobre el patégeno). B10, B3 y L2
alcanzaron los valores mas bajos; pero al cuarto estos habian superado los 5 cm, mostrando
capacidad antagonista, aunque con menor eficiencia. De acuerdo a Ahmed et al. (2003) se puede
deber a un efecto de hiperparasitismo relacionado a un evento de inhibicién de crecimiento de F.
solani, producto de los antibidticos y enzimas producidas por Trichoderma spp. importantes para
efectuar micoparasitismo.

Los organismos evaluados en este estudio, mostraron un efecto antagénico al competir
contra F. solani. Los mayores valores de CR fueron obtenidos por los aislamientos T2 y T3,
posiblemente por presentar mayor capacidad de ataque para romper las defensas de F. solani,
colonizando por completo las placas Petri. Estudios respaldados por, Kigik (2017); Marzano et
al. (2013) y Sharma et al. (2017), muestran que algunos patégenos presentan diferentes grados
de resistencia ante Trichoderma spp. liberando enzimas, metabolitos secundarios y acidos (acido
fusérico y acido piridincarboxilico) para protegerse, lo cual seria una posible respuesta al hecho
de que algunos aislamientos no consiguieron colonizar por completo la placa Petri sobre F. solani
(Abo ., 2014; Dubey et al., 2007; Kim y Knudsen, 2013).

Aceves et al., (2001); Matarese et al., (2012), estudiaron Trichodema spp. con capacidad de
colonizar el sustrato sobre colonias de Fusarium sp. La produccion de micotoxinas impidi6 el
desarrollo de Fusarium sp. Los 15 aislamientos evaluados mostraron comportamiento
antagonista en diferentes grados a las 96 h sobre F. solani, lo cual podria indicar que estos
organismos tienen actividad micoparasitaria, mediadas por la accién de micotoxinas sobre F.
solani.

En un ensayo realizado por Kim y Knudsen (2013), donde evaluaron el efecto antagénico de
T. harzianum, sobre F. solani, el antagonista inhibié el crecimiento del patégeno hasta el
momento de contacto (cinco dias); pero a partir de este periodo no mostré micoparasitimo. Estos
autores clasificaron la interaccion, como competencia de interferencia. Con respecto a esta

informacion se destaca el comportamiento antagonista de los organismos estudiados, indicando
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gue los aislamientos de Trichoderma spp. posiblemente presentaron interferencia por
competencia, asi como micoparasitismo después de las 96 h, ya que fue en ese periodo donde
ocurrio contacto con F. solani.

Castillo (2015), evalud el crecimiento radial de once aislamientos de Trichoderma spp. sobre
F. oxysporum, al quinto dia las cepas con los valores mas bajos, alcanzaron crecimientos entre
los cuatro y cinco centimetros, los organismos con mayor CR, obtuvieron los nueve centimetros.
En el presente estudio, los valores mas bajos (Figura 15), superan los cinco centimetros y los
mas altos fueron de nueve centimetros. Comparando estos datos con los de Castillo (2015),
ocurre un comportamiento similar, destacandose aquellos antagonistas con valores de nueve
centimetros, tal es el caso de T2 y T3. De acuerdo a Ezziyyani et al. (2004) e Infante et al. (2009),
esto se puede deber a la capacidad de reconocimiento y desarrollo quimiotréfico relacionada a
la respuesta quimica por parte del antagonista en la exploracién de F. solani a distancia, lo cual
indicaria la posibilidad de que los aislamientos de Trichoderma spp. con valores mayores de CR,
tienen una respuesta quimica de reconocimiento rapida, superando los demas organismos.

En los resultados obtenidos fue posible evaluar la capacidad antagonista de los aislamientos.
A las 96 h todos habian logrado contacto fisico con F. solani y a la vez inhibieron su desarrollo.
(Reyes et al., (2008), realizaron ensayos para determinar el grado de micoparasitismo de
Trichoderma spp. Todos los aislamientos evaluados mostraron al menos un tipo de interaccion
hifal y en algunos casos un mismo organismo presento tres 0 mas tipos de interacciones hifales,
predominando al momento de penetrar el hospedante. Por lo que es posible deducir que los
hongos antagonistas estudiados con mayor actividad antagénica ante F. solani utilizaron diversos
tipos de interacciones al atacar al patdégeno (Benitez et al., 2004).

7.5.2 Antibiosis
La inhibicion de crecimiento de F. solani por aislamientos de Trichoderma spp. oscilo de 6,1%

al 67,1%. El 86% de los aislamientos de Trichoderma spp. no superaron el 50% de inhibicién de
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crecimiento (PIC) sobre F. solani, y los valores més altos, 55.6 y 67.1%, fueron observados en

los aislamientos B7 y T3, respectivamente (Figura 16).
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Figura 16. Porcentaje de inhibicién de crecimiento (PIC) de aislados de Trichordema spp. en

las pruebas de competencia dual in vitro contra aislados de Fusarium solani.

Basak y Basak (2011); Marcello et al. (2010); Suéarez et al. (2008), a los diez dias midieron el
PIC de distintas especies de Trichoderma spp. contra F. solani, todos los tratamientos
presentaron un grado superior a 50% de inhibicién; sin embargo, los dos mejores valores fueron
70,6% y 65,32%. B7 y T3 (Figura 16), al cuarto dia, los valores de inhibicién eran de 55,59% y
67,09% respectivamente, son hongos con comportamientos antagdnicos importantes, mostrando
capacidad inhibitoria en poco tiempo (96 horas). Estudios realizados por Matarese et al. (2012),
con Trichordema sp. ante la presencia de Fusarium graminearum comprueban que la mayoria
de antagonistas que sintetizan quitinasas responden a condiciones micoparasitarias, las cuales

se regularizan antes o en contacto con el huésped, su efecto inhibitorio esta relacionado con la
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concentracion de esta enzima. Posiblemente varios aislamientos de Trichoderma spp.
evaluados, produzcan quitinasas, pero probablemente T3 y B7 sintetizan mayores
concentraciones al competir contra F. solani.

Basak y Basak (2011) y Castillo (2015), obtuvieron comportamientos similares al evaluar el
PIC de Trichoderma spp. contra F. oxysporum, valores entre 30% y 46% de inhibicién. En el
presente ensayo, los hongos mostraron un rango de inhibicion mas amplio (de 6% a 67,9%);
destacando los que presentaron 55,59% (B7) y 67,09% (T3) de inhibicion. De acuerdo con
Howell, (2003); Howell (2006); Mukherjee et al. (2012), otras enzimas que influyen en la eficiencia
inhibitoria en especies de Trichoderma sp. relacionadas con las quitinasas y/o glucanasas, son
las enzimas quitinoliticas, importantes en la supresibn de patdgenos. Estas enzimas
descomponen los polisacaridos, quitinas y glucanos, involucrados en la rigidez de las paredes
celulares de los organismos gue antagoniza, estas actividades enzimaticas podrian estar
involucradas en los aislamientos B7 y T3, por mostrar mayor inhibiciéon al enfrentarse con F.
solani.

Los aislamientos T3 y B7 se destacaron entre los demas, al cuarto dia de competencia
mostraron cualidades importantes de inhibicién. Estos resultados se respaldan, con los obtenidos
por (Fernandez y Suéarez, 2009), quienes evaluaron el efecto antibiético de T. harzianum contra
F. oxysporum desde los dos hasta los diez dias, encontrado valores inferiores a 70% de inhibicion
a los diez dias de contacto, indicando eficiencia biolégica por parte de los antagonistas;
probablemente estos dos aislamientos (T3 y B7), ademas de producir antibiéticos, liberan
enzimas hidroliticas, ocurriendo un efecto sinérgico, potenciando el nivel de antagonismo, lo cual
explicaria por qué algunos antagonistas mostraron mayor antibiosis que otros sobre F. solani
(Benitez et al., 2004; Howell, 2003, 2006).

Herndndez y Rangel (2012), estudiaron la antibiosis de Trichoderma sp sobre F. oxysporum,
a los siete dias los mayores valores de PIC fueron de 60% y 65%, los demas antagonistas

mostraron porcentajes inferiores al 50%. Como se observa en la Figura 16, B7 al cuarto dia
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superé el 50% de inhibicion; y T3 alcanz6 67.09%, resaltando la importancia de PIC de estos
organismos. Un estudio realizado por Bokhari y Perveen (2012); Hernandez et al. (2006),
encontraron cierta especificidad en distintos antagonistas de Trichoderma spp., al comparar el
PIC sobre Phytophthora nicotianae, Rhizoctonia solani y F. subglutinans, mostraron diferentes
porcentajes de inhibicién, en P. nicotianae y R. solani, pocos organismos superaron el 50% de
inhibicion; pero contra F. subglutinans no sobrepasé el 46% de inhibicion. Dos aislamientos
fueron las que se destacaron al momento de competir contra F. solani, por lo que es posible que
exista algun tipo de especificidad por parte de los aislamientos B7 y T3 sobre el F. solani.

Muchos autores concuerdan en que la actividad antagénica de Trichoderma sp., es efectiva
en cuanto involucra diferentes mecanismos, las proteasas actlan sinérgicamente con otras
enzimas (como quintinasas, glucanasas), y compuestos como las gliotoxinas, trichodermina. La
biosintesis de estas enzimas en combinacién con compuestos inhibitorios es mas positivo contra
patdégeno, al degradar las pared celular del hospedante, los metabolitos secundarios acttan
facilmente sobre la integridad de este y por tanto su efecto de inhibicion es potente y rapido, la
presencia de estos mecanismos, diferencia la capacidad antagonista de algunos aislamientos de
Trichoderma ante sus hospederos (Anitha et al., 2014; Marzano et al., 2013; Ramada, et al.,
2010; Vargas et al., 2014; Vinale et al., 2012). Por tanto, es posible deducir que la capacidad
supresora de B7 y T3 se deba a la interaccion de estos mecanismos ante la presencia de F.
solani.

El antagonismo de Trichoderma spp. sobre F. solani puede ser explicado por diferentes
mecanismos; produccion de metabolitos secundarios (6 pentil-a-pirona), enzimas degradadoras
(quitinasa, xylasas, celulasas, glucanasa, proteinasas, proteasas, laminarinasas), compuestos
antibitticos (fenilethanol, gliotoxina, tirosol, viridina, gliovirina), micoparasitismo (Matarese et al.,
2012; Sharma et al, 2017; Zhang et al., 2014). La capacidad de competir por sustrato y presentar
actividad antagonica superior al 50% para F. solani (Kicuk, 2017; Li et al., 2018; Reyes et al.,

2008), considerando los hallazgos de los autores citados y los resultados del presente trabajo,
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es muy probable que los aislamientos B7 y T3 combinen varias de esas propiedades, destacando

en las pruebas realizadas contra F. solani.

8 CONCLUSIONES

Quince aislamientos de Trichoderma spp. extraidos a partir de suelos de La Tigra de San
Carlos, presentaron efecto antagénico sobre F. solani, causante de pudricion del tronco en el
cultivo de aralia de la misma zona. Los aislamientos B7 y T3 presentaron el mayor PIC y
competencia por sustrato contra F. solani.

La accién de enzimas utilizadas por Trichoderma spp. contra otros organismos, destaca la
importancia de quitinasas, proteasas, glucanasas y demas enzimas, por su efecto directo en la
supresion de patégenos agricolas, estas enzimas rompen los polisacaridos responsables de la
rigidez de las paredes celulares de los hongos. Por lo que se concluye que tanto los organismos
B7 y T3 presentaron mayor potencial antagdnico posiblemente por la expresion de estas
enzimas, ademas de metabolitos secundarios y compuestos antibidticos, mostrandose mas
efectivos que otros organismos evaluados.

Los aislamientos de Trichoderma spp. maostraron antibiosis a partir del cuarto dia; registrando
ademas parasitismo, ya que hicieron contacto directo con el patdgeno, lo cual indica que todas
las colonias evaluadas emplearon mecanismos antagénicos al momento de atacar a F. solani,
sin embargo; B7 y T3 resultaron con caracteristicas promisorias, lo cual se debe a que emplearon
mas de un mecanismo, justificandose su estudio para utilizarlos en el combate biol6gico F. solani.

Es importante destacar que la mayoria de los aislamientos evaluados sobre los criterios
postulados por Bell et al. (1982), se ubicaron en la categoria | y II, mostrando capacidad como
antagonistas de F. solani, sin embargo; al ser evaluados en la pruebas de CR, los que obtuvieron
mayores valores fueron: B2, B8, B6, B7 y T3; y los que presentaron mejores porcentajes de
inhibicion fueron: B7 y T3 (ambos ubicados en la categoria 1); considerados como organismos

promisorio para utilizarlo contra F. solani.
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El género Trichoderma es de mucho interés; existen especies de importancia agricola, como
alternativa para el combate de hongos fitopatdgenos, por su capacidad antagénica al utilizar
distintos mecanismos para inhibir el desarrollo de estos organismos patégenos. Trichoderma
puede competir por espacio y nutrientes; ademas es capaz de micoparasitar, producir enzimas,
antibioticos, metabolitos y otros compuestos bioquimicos. A su vez pueden provocar una serie
de factores favorables en las plantas, modificando condiciones microambientales, estimulando el
crecimiento de las mismas; activando mecanismos de defensa ante ataques de patégenos;
modifica el pH de la rizosfera, mejora la disponibilidad de nutrientes y cambia el estado de los
elementos toxicos (no asimilables) (Benitez et al., 2004; Djonovi¢ et al., 2006; Hanson y Howell,
2004).

Por tanto, el uso de Trichoderma spp. para el combate de F. solani es una alternativa a
tomar en cuenta, no solo por la capacidad antagonista ante este y otros fitopatdgenos; sino por
generar una serie de beneficios que mejorarian las condiciones de las plantas de P. scutellaria

al momento de generar raiz en los invernaderos.
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9 RECOMENDACIONES

Es preciso realizar ensayos a nivel de invernadero para determinar el comportamiento de los
aislamientos de Trichoderma spp. en condiciones donde se desarrolla F. solani en plantas de P.
scutellaria, y asi comprobar si la capacidad antagonica tiene un comportamiento similar in vitro e
in situ.

Considerando los trabajos previos de otros autores, seria interesante estudiar el efecto de
los antagonistas promisorios (B7, T2 y T3) solos y en combinacion, de tal manera que se pueda
desarrollar un complejo de microorganismos eficaces como estrategia contra F. solani.

Realizar estudios para el uso de estos organismos antagonistas en el Manejo Integrado de
Plagas (MIP), y asi poder generar datos sobre la eficiencia y rentabilidad de este tipo de
alternativas para el combate de F. solani y otros hongos patégenos, y a su vez, comprobar la
tolerancia de los hongos antagonistas ante fungicidas quimicos o naturales para asegurar que,
al momento de utilizarlos con mezclas quimicas, el antagonista no se afecte.

Es necesario efectuar estudios en ornamentales de importancia agricola, ya que es un sector

donde hay poca investigacion; pero que constituye una importante fuente de divisas para el pais.
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Anexo 1. Andlisis de variancia (Tukey) en infostat (version estudiantil) para pruebas de

inhibicion de crecimiento en pruebas in vitro de Trichoderma spp. vs Fusarium solani.

Error: 556,2788 gl: 135

Cepas de Trichoderma Medias n E.E.

AZM-L2 6,07 10 7,46 A
AZM-B1 6,39 10 7,46 A
AZM-BS8 7,99 10 7,46 A
AZM-BS 11,82 10 7,46 A
AZM-T2 11,82 10 7,46 A
AZM-B10 16,29 10 7,46 A
AZM-B4 17,16 10 7,46 A
AZM-B3 17,57 10 7,46 A
AZM-T1 20,13 10 7,46 A B
AZM-B6 20,13 10 7,46 A B
AZM-B2 25,56 10 7,46 A B
AZM-BS 31,63 10 7,46 A B C
AZM-L1 33,55 10 7,46 A B C
AZM-B7 55,59 10 7,46 B C
AZM-T4 67,09 10 7,46 C

Medizs con unz letrz comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 2. Andlisis de variancia (Tukey) en infostat (version estudiantil) para pruebas

crecimiento radial en pruebas in vitro de Trichoderma spp. vs Fusarium solani.

Error: 0,3685 gl: 134

Cepas de Trichoderma Medias n E.E.

AZM-B10
AZM-B3
RAZM-L2
AZM-BS
AZM-L1
AZM-B4
AZM-BS
AZM-B1
RAZM-B7
RAZM-B6
AZM-BS8
RZIM-B2
RAZM-T1
RAZM-T4
RBZM-T2

5,62
5,64
5,70
6,26
7,48
7,66
7,91
7,97
8,34
8,49
8,55
8, 60
8,79
9,00
9,00

10
10
10
10
10

9
10
10
10
10
10
10
10
10
10

0,19
0,19
0,19
0,19
0,19
0,20
0,19
0,19
0,19
0,19
0,19
0,19
0,19
0,19
0,19

o

W wwww

o000

DoOooDoOoooo

CHCECECNC ]

E

Medizs con unz letrz comin no son significativamente diferentses (p > 0,05)
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