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RESUMEN

El proposito de esta investigacion fue evaluar nuevas alternativas como el control biologico,
usando el antagonismo de Trichoderma sp., para el control de enfermedades de S.
parahybum a nivel in vitro. Se determind la capacidad antagonica in vitro de dos cepas
nativas de Trichoderma sp. frente a fitopatdgenos de S. parahybum, asi como su efecto en
tres diferentes temperaturas y su velocidad de crecimiento. Se realizaron cultivos duales en
medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA), incubados a tres temperaturas (4 + 2 °C, 24
2 °Cy 30 2°C) bajo un disefio completamente al azar, con nueve tratamientos, constituidos
por la combinacion de los tres fitopatdgenos (Fusarium sp.1l, Fusarium sp.2 y
Botryodiplodia sp.) y dos cepas de Trichoderma sp. Por cada tratamiento se emplearon cinco
repeticiones (placas de Petri). La capacidad antagdnica se determind mediante la estimacion
del porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) de los fitopatdgenos en presencia
de Trichoderma sp. cada 24 horas, hasta las 168 horas de incubacién bajo las tres condiciones
de temperatura. Se evalu6 la capacidad antagonica mediante una escala de cinco categorias.
La variacion de temperatura si influy6 en el crecimiento de las dos cepas de Trichoderma
sp., mostrando adaptabilidad en temperaturas de 24+ 2 °C y 30+ 2 °C, con rapido desarrollo
de entre las 48 y 72 horas desde su incubacion. Trichoderma sp.2 presentd mayor agresividad
en su crecimiento, categorizandose en la escala de clasificacion antagonica en grado 1 frente
a todos los patégenos. Trichoderma sp.1 mostré antagonismo frente a Fusarium sp 1y
Fusarium sp.2 mientras que frente a Botryodiplodia sp. alcanzé escala 2 a las 168 horas. La
prueba in vitro demostré que Trichoderma sp.2 presentd mayor actividad antagonica por
invasion de espacios y consumo de nutrientes, parasitismo, y antibiosis contra los
fitopatdgenos de S. parahybum. La inhibicion del crecimiento radial de los fitopatégenos
supero el 50% a 24+ 2 °C, y méas del 60% a la temperatura de 30+ 2 °C.

Palabras claves: Control biolégico, Fusarium sp., Botryodiplodia sp., microorganismo,
porcentaje de inhibicion del crecimiento radial.
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ABSTRACT

The purpose of this research was to evaluate new alternatives such as biological control,
using the antagonism of Trichoderma sp., for the control of S. parahybum diseases at the in
vitro level. The in vitro antagonistic capacity of two native strains of Trichoderma sp. against
S. parahybum phytopathogens, as well as its effect at three different temperatures and its
growth rate. Dual cultures were performed in potato-dextrose-agar (PDA) culture medium,
incubated at three temperatures (4 +2 ° C, 24 £ 2 ° C and 30 £ 2 ° C) under a completely
randomized design, with 9 treatments, constituted by the combination of the three
phytopathogens (Fusarium sp. 1, Fusarium sp. 2 and Botryodiplodia sp.) and two strains of
Trichoderma sp. For each treatment, five repetitions (Petri dishes) were used. The
antagonistic capacity was determined by estimating the percentage of radial growth
inhibition (PICR) of the phytopathogens in the presence of Trichoderma sp. every 24 hours,
until 168 hours of incubation under the three temperature conditions. The antagonistic
capacity was evaluated using a scale of 5 categories. The temperature variation did influence
the growth of two strains of Trichoderma sp. showed adaptability at temperatures of 24+2 °
C and 30+2 °, with rapid development between 48 and 72 hours after incubation.
Trichoderma sp.2 showed greater aggressiveness in its growth, being categorized in the
antagonistic classification scale in grade 1 against all pathogens. Trichoderma sp.1 showed
antagonism against Fusarium sp 1 and Fusarium sp.2 while against Botryodiplodia sp. it
reached scale 2 at 168 hours. The in vitro test showed that Trichoderma sp. 2 presented
greater antagonistic activity due to invasion of spaces and nutrient consumption, parasitism,
and antibiosis against the phytopathogens of S. parahybum. The inhibition of radial growth
of the phytopathogens exceeded 50% at 24+ 2 ° C, and more than 60% at the temperature of
30+ 2°C.

Keywords: Biological control, Fusarium sp., Botryodiplodia sp., Microorganism, percent

inhibition of radial growth.
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El propoésito de esta investigacion fue evaluar nuevas alternativas como el
control biologico, usando el antagonismo de Trichoderma sp., para el control
de enfermedades de S. parahybum a nivel in vitro. Se determiné la capacidad
antagénica in vitro de dos cepas nativas de Trichoderma sp. frente a
fitopatdgenos de S. parahybum, asi como su efecto en tres diferentes
temperaturas y su velocidad de crecimiento. Se realizaron cultivos duales en
medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA), incubados a tres temperaturas
(4+£2°C,24+£2°Cy 302 °C) bajo un disefio completamente al azar, con
nueve tratamientos, constituidos por la combinacion de los tres fitopatégenos
(Fusarium sp.1, Fusarium sp.2 y Botryodiplodia sp.) y dos cepas de
Trichoderma sp. Por cada tratamiento se empelaron cinco repeticiones
(placas de Petri). La capacidad antagonica se determind mediante la
estimacion del porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) de los
fitopatégenos en presencia de Trichoderma sp. cada 24 horas, hasta las 168
horas de incubacion bajo las tres condiciones de temperatura. Se evalud la
capacidad antagénica mediante una escala de 5 categorias. La variacion de
temperatura si influy6 en el crecimiento de las dos cepas de Trichoderma sp.
mostrando adaptabilidad en temperaturas de 24+ 2 °Cy 30+ 2 °C, con rapido
desarrollo de entre las 48 y 72 horas desde su incubacion. Trichoderma sp.2
presentd mayor agresividad en su crecimiento, categorizandose en la escala
de clasificacion antagonica en grado 1 frente a todos los patOgenos.
Trichoderma sp.1 mostr6 antagonismo frente a Fusarium sp 1 y Fusarium
sp.2 mientras que frente a Botryodiplodia sp. alcanz6 escala 2 a las 168 horas.
La prueba in vitro demostré que Trichoderma sp.2 presenté mayor actividad
antagoénica por invasion de espacios y consumo de nutrientes, parasitismo, y
antibiosis contra los fitopatdgenos de S. parahybum. La inhibicién del
crecimiento radial de los fitopatdgenos supero el 50% a 24+ 2 °C, y mas del
60% a la temperatura de 30+ 2 °C.

Descripcion:

Hojas dimensiones,29 x 21 cm + CD-ROMresuktad

URI:

Xvii




INTRODUCCION

El creciente interés por el establecimiento de plantaciones forestales con especies de rapido
crecimiento entre los sistemas de produccién predominantes del Tropico Humedo
Ecuatoriano, ha motivado el manejo intensivo de rodales puros de varias especies nativas e
introducidas, entre las que se destaca Schizolobium parahybum Vell Blake (pachaco)
(Belezaca et al., 2011). S. parahybum es un arbol que pertenece a la familia Fabaceae,
originario de la cuenca amazonica, sobresale por ser muy vistoso (Rosales et al., 1999), de

fuste recto sin ramas y que en su parte superior tiene grandes racimos alargados de hojas.

Los arboles de S. parahybum crecen rapido y son altamente deseables para la produccion de
chapas y para la fabricacién de plywood (Masapanta, 2011). Esta especie sufre una serie de
trastornos fisioldgicos manifestado por decaimiento y muerte descendiente que se considera
el obstaculo més grande para el establecimiento exitoso de plantaciones productoras de
celulosa (Masapanta, 2011). Los agentes patdgenos causantes de enfermedades como
pudricion de fuste y marchitamiento foliar, decaimiento y muerte descendiente, provocada
en su mayoria por hongos y bacteria destruyen por completo a la planta, lo que conlleva a
una pérdida economica muy amplia, ya que debido a la complejidad de tiempo en ser

aprovechas esta especie forestal se pierde afos de productividad de la tierra.

A mas de las maltiples alternativas de control quimico que existen para el manejo de
enfermedades vegetales, el control bioldgico se encuentra como una alternativa para el
manejo integrado de diversas plantaciones. Uno de los microorganismos que se destaca es
el género Trichoderma que posee buenas cualidades para el control de enfermedades en
plantas causadas por patdgenos fungicos del suelo (Gonzélez et al., 2002). Este hongo actla
por medio de una combinacion de competencia por nutrientes, produccion de metabolitos
antifungicos, enzimas hidroliticas, micoparasitismo, y generar sustancias promotoras de

crecimiento vegetal (Stefanova, 1996), siendo inductor de resistencia en las plantas.

El presente proyecto investigativo tuvo como finalidad el estudio de la capacidad antagénica
de dos cepas nativas de Trichoderma sp. frente a fitopatdgenos aislados de arboles enfermos
de plantaciones de S. parahybum a nivel in vitro, considerando la velocidad de crecimiento

y si la variacion de temperatura influye en el medio de cultivo PDA.



CAPITULO |

CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problema de la investigacion.

La falta de investigaciones cientificas con estudios relacionados al hongo Trichoderma sp.
como antagonista para el control de fitopatogenos en especies forestales, nos deja muchas
interrogantes al momento de actuar y probar técnicas de manejo bioldgico contra patdgenos
en plantaciones de S. parahybum, lo cual conlleva a la utilizacion permanente de quimicos
que provoca la resistencia de patdgenos y dafios al medio ambiente, dado la dificultad en los

controles de estos fitopatdgenos.

1.1.1. Diagndstico.

Los agentes patogenos en plantaciones forestales de S. parahybum, poseen un amplio rango
de hospederos y malas précticas de control fitosanitario; provocando enfermedades como
decaimiento y muerte descendente de las plantas, disminuyendo su productividad
provocando pérdidas econémicas. El control quimico, siempre esta asociado a la destruccion
de algunos microrganismos benéficos para el suelo y plantas, conduciendo a un desequilibrio

microbiano perjudicial para el medio.

1.1.2. Prondstico.

Evaluacion in vitro de la capacidad antagonista de Trichoderma sp. para el control de

fitopatdgenos aislados desde arboles de S. parahybum enfermos.

1.2. Formulacion del problema.

¢Cuél cepa de Trichoderma sp. tendra una mayor capacidad antagOnica frente a

fitopatogenos de S. parahybum a nivel in vitro?

1.3. Sistematizacion.

¢Cual es la velocidad de crecimiento in vitro de dos cepas nativas de Trichoderma sp. en

medios de cultivo?



¢Qué capacidad antagonica mostraran las cepas de Trichoderma sp. frente a fitopatdégenos

de S. parahybum a nivel in vitro?

¢Cual es la temperatura 6ptima para favorecer la capacidad antagonica de Trichoderma sp.

frente a fitopatdgenos de S. parahybum a nivel in vitro?



1.4. Objetivos.

1.4.1. General.
Evaluar la capacidad antagénica in vitro de dos cepas de Trichoderma sp. frente a hongos

fitopatdgenos aislados de arboles enfermos de Schizolobium parahybum (Vell.) S.F. Blake

(pachaco) con sintomas de la enfermedad “decaimiento y muerte descendiente”.

1.4.2. Especificos.

»  Determinar la velocidad de crecimiento in vitro de dos cepas nativas de Trichoderma

sp. en medio de cultivo PDA.

»  Estudiar la capacidad antagénica de dos cepas nativas de Trichoderma sp. a hongos

fitopatdgenos de S. parahybum a nivel in vitro.

>  Determinar si la variacion de temperatura influye en la capacidad antagonica de
Trichoderma sp. frente a hongos fitopatdgenos de S. parahybum a nivel in vitro.



1.5. Justificacion.

Los agentes patdgenos causantes de varias enfermedades como el marchitamiento vascular,
decaimiento y muerte descendente de las plantas, han conllevado grandes pérdidas
econdmicas a nivel mundial, reduciendo en si la produccién de muchas plantaciones
forestales. La presencia de Fusarium sp. se ha convertido en un verdadero problema en la
salud vegetal, siendo una amenaza para muchos cultivos, debido a su dificil control y su

habilidad para sobrevivir en la tierra durante periodos largos.

El rango de hospederos es alto, ya que esté fitopatdgeno posee una distribucion global,
principalmente a nivel del suelo. Una forma de su distribucion en los sistemas de produccion
agricola y forestal es la ineficiencia en manejo de limpieza y manipulacion de herramientas
contaminadas, la dispersion de este hongo ha ido en aumento, siendo muy dificil de

controlar.

Las alternativas de control siempre han sido las mismas, donde sobresalen las aplicaciones
de pesticidas quimicos (fungicidas) pocos efectivos y muy contaminantes para el ambiente.
Este estudio pretende evaluar nuevas alternativas como el control biolégico, usando el
antagonismo de Trichoderma sp. para el control de enfermedades de pachaco a nivel in vitro.
De esta manera y como linea base, este trabajo de investigacion promueva estudios que
impulsan la utilizacion de este microrganismo; generando nuevas técnicas de manejo

fitosanitario contra enfermedades que afectan a plantaciones forestales.
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2.1. Marco conceptual.

2.1.1. Clasificacién taxondmica de S. parahybum (Vell.) S.F. Blake

De acuerdo a Borja (2010), el pachaco posee la siguiente clasificacién taxondmica

Reino Plantae

Division Faner6gamas

Subdivisién Angiosperma

Clase Dicotiledonea

Familia Leguminoceae

Género Schizolobium

Especie Parahybum

Nombre Cientifico Schizolobium parahybum (Vell.) S.F. Blake.
Nombre Comun Pachaco

2.1.1.1. Caracteristicas generales

S. parahybum es el arbol muy vistoso, fuste recto, sin ramas y de bonita forma, con un tronco
alto que en la superficie tiene grandes racimos, largos como hojas. A la distancia se lo
observa como un arbol gigantesco, parecido a un helecho, alcanzando una altura de mas o
menos 30 metros y hasta 100 centimetros de DAP (Meyer, 2009).

Es un arbol nativo de la Amazonia ecuatoriana, cultivado en la Costa, Andino y Amazonia,
crece en las provincias: Esmeraldas, Guayas, Los Rios, Morona Santiago, Napo, Pastaza,
Santo Domingo de los Tsachilas, Sucumbios, Zamora Chinchipe; entre 0-900 m s.n.m.

(Jorgensen y Lebn, 1999).

2.1.1.2. Descripcion boténica

Arbol deciduo de 20 metros de altura. Fuste cilindrico y recto, con cicatrices marcadas
debido a la autopoda. Copa muy amplia, alargada, abierta, con ramas dispersas, casi
verticales. Corteza finamente aspera, verde en arboles jovenes, y grisacea en arboles adultos,
a veces agrietada en la parte basal del tronco. Hojas compuestas, alternas, con 15-25 pares
de pinas, cada una con 20-30 pareas de hojuelas oblongas de 2-3 cm (MAGAP, 2015).



La densidad de la madera esta en 0,41 g/cm®, teniendo un color amarillo pélido, utilizada
como encofrado en la construccion civil (Mendoza et al., 2015) En Ecuador se estima una
produccion de 375 m3/ha, en un turno de 18 afios, 20 m® /ha/afio (Estrada, 1997).

2.1.1.3. Importancia econémica

La produccion de pachaco es bastante rentable en inversiones a mediano plazo para chapas
ya que es una especie de rapido crecimiento. Esta especie también ofrece posibilidades en

combinar cultivos agricolas de corto a mediano ciclo (Vasquez , 2010).

2.1.1.4. Plagas y enfermedades encontradas en plantaciones de pachaco

Es una especie sensible a las malezas, que en exceso permiten que su tronco sea colonizado
por el hongo Armillaria mellea. En plantacion es frecuentemente atacado por la hormiga
arriera (Atta spp.) (Trujillo, 2003). Es un arbol heliéfito que no soporta sombra y tiene poca

resistencia al ataque de hongos y termitas.

Segun Ospina et al. (2003) las plagas que afectan esta especie son:

. Barrenador del tallo del Pachaco Deliathus quadritaeniator (White) (Coleoptera:

Cerambycidae; subfamilia: Lamiinae y tribu Monochamini).
. Polilla Fantasma Hepialus sp. (Lepidoptera: Hepialidae).
. Perforador de madera Xyleborus affinis (Eichhoff) (Coleoptera: Scolytidae).
. Barrenador de ramas (Coleoptera, Curculionidae).
. Perforador del tallo (Coleoptera, Platypodidae).
En plantaciones de S. parahybum el hongo Armillaria mellea se manifiesta en su primera
etapa de ataque sobre las hojas y ramas, donde se observa una decoloracién vy

decaimiento general; posteriormente, aparece la pudricion de la madera y cuando el

arbol estda muriendo o muerto, se notan los sombrerillos en la base del tronco, o en los
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tocones de los arboles caidos. Las plantas enfermas van aumentando y su difusion se

realiza en forma radial (Gonzalez et al., 2012).

Las medidas de control son muy dificiles de realizar debido principalmente a que la
dispersién de la enfermedad es a través de los risomorfos subterraneos que pasan de las
raices enfermas a las sanas. Las caracteristicas del hongo para su reconocimiento,

pueden ser de caracter macro o microscopicos (Gonzalez et al., 2012).

Existen otros factores ambientales externos, o atn dentro de la planta, como la presencia del
o los insectos barrenadores, los cuales de alguna manera no solo colaboran en la penetracion
del hongo en el tallo de los arboles, sino en su diseminacién dentro de ellos, como se observa

en las plantaciones afectadas (Ospina et al., 2003).

2.1.2. Fusarium spp

Las especies ubicadas dentro del género Fusarium, se las clasifican taxonémicamente de la

siguiente forma (Arias y Jerez, 2008):

Reino Mycetae
Divisién Eumycota

Sub Division Deuteromycotina
Clase Hyphomycetes
Orden Moniliales
Familia Tuberculariceae
Género Fusarium

2.1.2.1. Descripcion

Fusarium spp. es un hongo Deuteromicete (imperfecto), patdgeno, causante del
marchitamiento vascular principalmente en vegetales y flores; ademas recientemente se ha
conocido que es responsable de micosis en animales y humanos. Presenta especies

fitopatdgenos como, F. solani, F. moniliforme, F. roseum, F. lateritium y F. oxysporum.
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2.1.2.2. Patogenicidad y sintomas

Fusarium spp., penetra la epidermis de las raices y/o corteza, finalmente entra a los vasos
de la xilema, colonizando el sistema vascular, en el cual el fitopatdgeno produce
compuestos complejos que interfieren con la capacidad de la planta al traslocar la toma de

agua y nutrientes; ocasionando la degradacion de tejidos y la muerte (Ochoa, 1996).

Los sintomas de la enfermedad aparecen de forma unilateral; se acompafia de un
amarillamiento parcial de las hojas, a veces se observa una mitad clorética y la otra verde
normal y el doblamiento de los brotes hacia el lado de la planta enferma; a su vez se observa
enanismo de éstos y disminucion en el crecimiento de la planta, los sintomas avanzan
lentamente por la planta hacia arriba hasta causar un marchitamiento generalizado y la
muerte (Arbelaez, 2000).

2.1.2.3. Metabolitos toxicos excretados por Fusarium

El género Fusarium aparte de inactivar las sustancias toxicas producidas por el anfitrion
como mecanismo de defensa, genera sus propias toxinas que aumentan su patogenicidad.
Entre estas toxinas que aumentan su patogenicidad estan las fitotoxicas como las eniatinas y
acido fusarico (Villa et al., 2015).

2.1.3. Botryodiplodia sp. (Muerte descendente)

Esta especie se encuentran dentro de la division ascomycota y se caracterizan por ser
patdgenos endofitos, que tienen la capacidad de permanecer en estado de latencia durante un
largo periodo de tiempo; por lo general en las plantas afectadas se generan enfermedades
oportunistas, dado que ataca las plantulas cuando se encuentran débiles ya sea por cambios
bruscos en la temperatura, estrés o heridas realizadas por insectos o sistemas de poda
inadecuados (Mohali et al., 2007).

En un estudio realizado por Jami et al. (2013) se demostré que el patdgeno afecta
generalmente el follaje de plantas del género Schizolobium ocasionando muerte del follaje,
y sobre las hojas y ramas se observaron abundantes estructuras reproductivas del

microorganismo o picnidios, junto con esporas de Puccinia spp.
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En las plantas enfermas se pueden observar diferentes sintomas, inicialmente chancros
localizados en las ramas, acompafiados de muerte descendente, exudacidn de resina 0 gomas,
caida prematura de las hojas y pudricion de la fruta; como consecuencia de la enfermedad
los tejidos internos del duramen y la medula presentan coloraciones oscuras o negras (Jami
etal., 2013).

2.1.4. Trichoderma sp.

Es un género de hongos que se encuentran en los suelos de todas las zonas climaticas del
mundo y son importantes descomponedores de materiales lefiosos y herbaceos. Trichoderma
es un hongo invasor oportunista, que se caracteriza por su rapido crecimiento, por la
capacidad de asimilar una amplia gama de sustratos y por la produccién de una variedad de
compuestos antimicrobianos (Cano, 2011).

Algunas cepas han sido explotadas como agentes de control biolégico de patdgenos,
incluyendo hongos y nematodos, todo mediado por la produccion de enzimas de degradacion
de la pared celular, como: celulasas, quitinasas, glucanasas, entre otras, y la produccion de
antibioticos. También, han sido usadas en biorremediacién, por su capacidad de degradar
hidrocarburos, compuestos clorofendlicos, polisacaridos y los plaguicidas xenobioticos,

utilizados en la agricultura (Verma et al., 2007).

Igualmente, debido a la existencia de transposones ABC en sus moléculas, se considera
estimulador del crecimiento vegetal e inductor de resistencia sistémica, debido a que modula
0 estimula algunas respuestas en la planta (Howell y Puckhaber, 2005). Entre los efectos
positivos de la inoculacion de plantas con Trichoderma se incluyen (Harman et al., 2004):
» Control biol6gico de enfermedades causadas por patégenos.

» En laraiz y en algunos foliares presenta resistencia frente a enfermedades.

» Induccion de resistencia sistémica en las plantas.

» Cambios en la composicién de la microflora de las raices.

» Mejora la absorcion de nutrientes, incluyendo, pero no limitado, al nitrégeno.
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» Mejora de la solubilidad de los nutrientes del suelo.

» Mayor desarrollo de las raices.

» Aumento de la formacién de pelos radiculares.

» Presenta enraizamiento mas profundo.

2.1.4.1. Caracteristicas microscopicas

Las colonias del género Trichoderma se caracterizan por su rapido crecimiento, en cuanto a
su coloracion pueden variar de blanco-verde o amarillo-verdoso, pudiendo presentar anillos
concentricos. Al ser observado al lado reverso del medio de cultivo las colonias son color
amarillo, &mbar o amarillo-verde (Poalacin, 2015).

Las colonias de este género en medio de cultivo con agar crecen de forma acelerada y los
conidios se forman rapido y abundantemente en forma de polvillo, no hay micelio aéreo y la
pigmentacion es tipica en tonos verdes, verdes-amarillos. Algunos cultivos presentan un olor
parecido al coco y muchas de estas cepas crecen eficientemente que pueden ser en medios
solidos o liquidos y en un amplio rango de temperaturas, ademas son parcialmente tolerantes

a baja humedad y tienden a crecer en suelos acidos (Robles, 2014).

2.1.4.2. Condiciones de crecimiento de Trichoderma sp.

Segun Flores (2015), las condiciones 6ptimas para un buen desarrollo:

»  Temperatura: puede ser variable de 15-35 °C, siendo la 6ptima de desarrollo 25 °C.

»  Humedad relativa: se desarrolla entre el 20 y 80%. Siendo la mejor 70%.

»  pH: se desarrollan de la mejor manera entre 6 — 6,5, resistiendo valores mayores,

debido a la secrecion de acidos organicos que acidifican al medio.

»  Carbono: la principal fuente de este elemento es la celulosa.
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2.1.4.3. Aplicaciones del género Trichoderma sp.

El género Trichoderma es de gran interés industrial, por ejemplo T. reeser es empleado en
la produccion de enzimas celuloliticas relacionadas con las fermentaciones alcohdlicas, los
detergentes, el blanqueo de papel, reciclaje, combustible, etc. El uso de Trichoderma en la
biorremediacion es conocido mundialmente, en el control bioldgico, en tanto que la
biotecnologia considera a este género como fuente de genes para la obtencion de plantas

transgenicas resistentes a enfermedades (Tijerino, 2010).

2.1.4.4. Mecanismo de accién en biocontrol

El género Trichoderma es conocido por emplearse en biocontrol de hongos fitopatdgenos,
debido a su comportamiento como hiperparasitos frente a ellos. Los mecanismos que le
favorecen en biocontrol son enzimas, antibidticos, espacio, entre otros (Villaruel, 2015).

2.1.4.5. Capacidad antagonista

Trichoderma sp. presentan capacidades antagonistas variables, que dependen de la
especificidad de la cepa y de sus modos de accion, las cepas nativas son mas efectivas que
las importadas. Dentro de los mecanismos responsables de su capacidad antagonista
tenemos: antibiosis, competencia (espacio-nutrientes), micoparasitismo, desactivacion de

enzimas de los patdgenos y otros (Martinez et al., 2013).

2.1.4.6. Antibiosis

Trichoderma sp. produce metabolitos secundarios (compuesto volatiles y no volatiles) o
antibidticos con actividad antifungica, estos metabolitos inhiben a otros microorganismos
sin la necesidad de establecer un contacto fisico (Martinez et al., 2013). La produccion de
metabolitos secundario varia de acuerdo a la cepa, en tanto que la cantidad y tipo de

compuestos se relaciona con las condiciones ambientales y patoldgicas (Villaruel, 2015).

2.1.4.7. Micoparasitismo

Es el ataque de un hongo a otro siendo un proceso completo secuencial, que inicia con el
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reconocimiento, ataque, penetracion para finalmente provocar la muerte del huésped; para

que esto se produzca se requiere que los microorganismos estén préximos (Villaruel, 2015).

Las enzimas son importantes en el micoparasitismo, debido que la penetracion de la hifa de
Trichoderma en el hospedaje esta regulada por la maquinaria enzimatica, la que varia de

acorde al aislamiento y a las caracteristicas del hospedante (Martinez et al, 2013).

2.1.4.8. Competencia

La competencia ocurre cuando diferentes microorganismos necesitan de un mismo recurso
para su sobrevivencia, estos recursos pueden ser nutrientes, espacio fisico, luz, oxigeno, etc.
(Villaruel, 2015).

Trichoderma es un gran competidor de nutrientes y espacio, dentro de los nutrientes tenemos
principalmente carbono, nitrogeno y hierro. Entre las caracteristicas que le permiten
prevalecer en este mecanismo antagonista, tenemos la alta velocidad de crecimiento, y la
secrecion de metabolismo que limitan el desarrollo de otros microorganismos (Martinez et
al., 2013).

2.2. Marco referencial

El control de microorganismos fitopatogenos del suelo es de los mas dificiles de lograr; para
ello se han desarrollado précticas culturales, control biolégico y control quimico, siendo este
altimo el mas utilizado por ser econémico y eficaz, en comparacion con otras medidas
(Rubio et al., 2008). Las enfermedades de las plantas causadas por este tipo de hongos se
hallan entre los factores mas importantes que aumentan las pérdidas y afectan los

rendimientos de los cultivos (Villa-Martinez et al., 2015).

En el tratamiento de enfermedades causadas por Fusarium spp. y otros hongos se utilizan
fungicidas sistémicos como los benzimidazoles, en este grupo se incluyen el benomil,
carbendazim, tiabendazol, y tiofanato. Sin embargo, es probable que estos fungicidas sean

agentes mutagénicos de las plantas (Agrios, 2005).

Las especies de Trichoderma poseen la capacidad de identificar la presencia del hospedante
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debido a que este produce moléculas volatiles por lo que se genera un crecimiento acelerado

en direccion del patdgeno como respuesta al estimulo quimico (Infante et al., 2009).

La activacion del mecanismo de competencia por espacio y nutrientes de Trichoderma
contra Fusarium, lleva consigo el incremento en la produccién micelio con el fin de limitar
la obtencion de nutrientes del medio al fitopatdgeno por lo que éste no se llega a desarrollar
en su totalidad (Infante et al., 2009).

Estudios desarrollados por Osorio et al. (2014) revelaron la efectividad de las enzimas
quitina, y glucanasa producidas por T. asperellum (T9), T. virens (T6), T. gamsii (T13), T.
longibrachiatum (T19) en el control de F. oxysporum, donde el aislado T19 produjo quitina
y glucanasa, observandose la reduccion del area de crecimiento de Fusarium en presencia

de dichos compuestos.

La induccion de resistencia sistémica en el hospedero es uno de los mecanismos indirectos
de Trichoderma de mayor interés en el campo (Mukherjee et al., 2013); dicho proceso
involucra cambios celulares en el hospedero, tales como el aumento de depoésitos de calosa
en el interior de la pared celular y aumento en la actividad de peroxidasas y quitinasas
(Harman, 2006). Otros procesos relacionados con la induccién sistémica contra patégenos
del suelo, tal como F. oxysporum, Fusarium sp. lycopersici son el confinamiento, la

inhibicion del patdégeno y los cambios histologicos en el hospedero (Hermosa et al., 2004).

Se ha demostrado que algunas especies de Trichoderma inducen el desarrollo de la planta y
propician en ellas mecanismos de defensa contra patogenos (Vinale et al., 2006), y ademas
tiene la capacidad de estimular el desarrollo de tejidos meristematicos primarios, los cuales
estan relacionados a la germinacion, altura, peso de la planta y raiz, reflejandose en la planta

como aumento a la tolerancia por estrés (Cupull et al., 2003).

Este estudio desarrollado por Osuna et al. (2018) todas las cepas de Trichoderma sp. tuvieron
mayores tasas de crecimiento radial que las cepas del patdgeno; tres cepas de Trichoderma
spp. mostraron alta capacidad de micoparasitismo y otra mas mostré gran capacidad para
modificar radicalmente el color del medio de cultivo. Se observaron los diferentes
mecanismos de biocontrol de patdgenos en las cepas de Trichoderma spp. confrontadas con
Fusarium sp., lo que permiti6 seleccionar a las méas promisorias (Osuna et al., 2018).
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CAPITULO III

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



2.3. Localizacion del sitio experimental

La investigacion se llevd a cabo en los laboratorios de Microbiologia Ambiental y
Vegetal-UTEQ, y Biotecnologia de la empresa PLANTABAL S.A., localizados en el
Campus Ing. Manuel Haz Alvarez, km 1.5 via a Santo Domingo de los Tsachilas, y km 3
via Valencia, Quevedo, Ecuador, respectivamente. En la figura 1 se muestra la ubicacion

geogréfica de los laboratorios donde se realizé la investigacion.
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Figura 1. Ubicacion de los laboratorios donde se realizo la investigacion.
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2.4. Tipo de investigacion

Esta investigacion es de tipo empirico-analitico que inicio de la experimentacién y logica,
apoyada en la observacion de resultados; ya que fue posible establecer deducciones
al analizar los datos recogidos mediante la observacion y de la informacion bibliogréfica,
antecedentes relacionados a la capacidad antagonica de Trichoderma sp. frente a distintos

fitopatogenos aislados de arboles enfermos de especies forestales.

2.5. Métodos de la investigacion

Se utiliz6 el método comparativo, donde se compard informacion existente en la literatura e

investigaciones previas sobre la capacidad antagonica de Trichoderma sp.

2.6. Fuentes

La informacion recopilada se la obtuvo a partir de revistas cientificas, libros, boletines, etc.,

asi mismo la informacion recopilada en la investigacién se la realizo por registro de datos.

2.7. Materiales y equipos

Para la ejecucion del presente proyecto de investigacion se utilizaron los siguientes

materiales.

3.5.1. Materiales de laboratorio

Placas de Petri (plasticas y/o vidrio)
Tubos de ensayo

Vasos de precipitacion

Erlenmeyer

Microscopio

Estereomicroscopio

Bisturis

V V V V V V V V

Cinta de parafilm
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Agua destilada
Sacabocado
Asa micoldgica

Algodén

YV V. V V V

Cinta métrica o pie de metro

3.5.2. Reactivos

Medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA)
Acido lactico

Antibioticos (penicilina y estreptomicina)

YV V VYV VY

Detergente

3.5.3. Equipos de oficina

Internet

Camara fotografica
Cuaderno

Léapiz

Pendrive

Papel bond formato A-4

Computador

vV V. V V V V V V

Impresora

3.6. Disefio de la investigacion

3.6.1. Disefio para determinar la velocidad de crecimiento in vitro de dos cepas

nativas de Trichoderma sp. en medio de cultivo PDA.

Para la evaluacion del crecimiento in vitro, de las dos cepas nativas de Trichoderma sp.
de estudio, se empleé un Disefio Completamente al Azar (DCA), constituido por seis
tratamientos en cinco repeticiones en placas de Petri utilizando medio de cultivos PDA.

A continuacion, en la tabla 1, se detallan los tratamientos evaluados.
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Tabla 1. Descripcion de tratamientos para la evaluacién del crecimiento in vitro de las de

las dos cepas de Trichoderma sp.

N° Tratamiento Descripcion del tratamiento N° de Repeticiones
1 Trichodermasp.1a4 2 °C 5
Trichodermasp.1a24+2°C

2 )
3 Trichodermasp.1a30+2 °C 5
4 Trichodermasp.2a4 2 °C 5
5 5
6 5

Trichodermasp.2 a24+2°C
Trichodermasp. 2 a30+2°C

. Trichoderma sp. 1: cepa aislada desde un cultivo de Capsicum annuum L. (pimiento) en el cantén
Portoviejo, provincia de Manabi.

. Trichoderma sp. 2: cepa aislada desde plantaciones de Tectona grandis (teca) de la Estacion
Experimental Tropical Pichilingue del INIAP.

3.6.2. Disefio para ensayos antagonistas de dos cepas nativas de Trichoderma sp. a

hongos fitopatdgenos de S. parahybum a nivel in vitro

Se utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA), constituido por doce tratamientos
conformados por la combinacion de antagonistas y fitopatdgenos, y sus respectivos
controles. Por cada tratamiento se empelaron cinco repeticiones en placas Petri, utilizando
medios de cultivos PDA. A continuacion, en la tabla 2, se detallan los tratamientos

evaluados.
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Tabla 2. Descripcion de tratamientos con sus respectivas repeticiones para la evaluacion de

ensayos antagonistas.

N° Tratamiento Descripcion del tratamiento N° de Repeticiones

1 Trichoderma sp. 1 Vs. Fusarium sp. 1 5
2 Trichoderma sp. 1 Vs. Fusarium sp. 2 5
3 Trichoderma sp. 1 Vs. Botryodiplodia sp. 5
4 Trichoderma sp. 2 Vs. Fusarium sp. 1 5
5 Trichoderma sp. 2 Vs. Fusarium sp. 2 5
6 Trichoderma sp. 2 Vs. Botryodiplodia sp. 5
7 Trichoderma sp. 1y 2 Vs. Fusarium sp. 1 5
8 Trichoderma sp. 1y 2 Vs. Fusarium sp. 2 5
9 Trichoderma sp. 1y 2 Vs. Botryodiplodia sp. 5
10 Fusarium sp. 1 (control) 5
11 Fusarium sp. 2 (control) 5
12 Botryodiplodia sp. 2 (control) 5

. Trichoderma sp. 1: cepa aislada desde un cultivo de Capsicum annuum L. (pimiento) en el cantén

Portoviejo, provincia de Manabi.
. Trichoderma sp. 2: cepa aislada desde plantaciones de Tectona grandis (teca) de la Estacion

Experimental Tropical Pichilingue del INIAP.

3.7. Manejo del experimento.

3.7.1.Velocidad de crecimiento in vitro de dos cepas nativas de Trichoderma sp. en
medio de cultivo PDA.

3.7.1.1. Preparacion de dos cepas nativas de Trichoderma sp. en medio de cultivo PDA.

Para la preparacion de las dos cepas nativas de Trichoderma sp. previamente aislados y
conservados en la coleccidn, se realizaron siembras en placas de Petri de 8.5 cm de didmetro,
conteniendo aproximadamente 10 ml de medio de cultivo (PDA), se incubaron durante ocho

dias a temperatura de laboratorio (24 + 2 °C). Después de la incubacidn, con la asistencia de

22



un sacabocado estéril de 0,5 cm de didmetro, se realiz6 cortes circulares en las colonias, con

el propdsito de dar inicio al ensayo del crecimiento de cepas nativas de Trichoderma sp.

3.7.1.2. Evaluacion de Trichoderma sp.

Mediante un sacabocado se extrajeron disco de agar de medio centimetro de diametro desde
colonias puras de las dos cepas de Trichoderma sp., y se sembraron en la parte central de las
placas de Petri con medio de cultivos PDA, de tal manera que se evalud el crecimiento

micelar de cada una.

La variable estudiada fue el diametro de crecimiento de los dos hongos (Trichoderma sp.1y
Trichoderma sp.2) bajo tres temperaturas (4 £ 2 °C, 24+ 2 °Cy 30+ 2 °C) y se evalu6 cada

24 horas, durante 96 horas de incubacion.

3.7.2. Capacidad antagonica de dos cepas nativas de Trichoderma sp. a hongos

fitopatogenos de S. parahybum a nivel in vitro

3.7.2.1. Preparacion de los microorganismos

A partir de cepas de los hongos antagonistas y fitopatdgenos previamente aislados y
conservados en las colecciones, se realizaron siembras en placas de Petri de 8.5 cm de
diametro, conteniendo aproximadamente 10 ml de medio de cultivo PDA, e incubaron
durante ocho dias a temperatura de laboratorio (24 £ 2 °C). Después de la incubacién, con
la asistencia de un sacabocado estéril de 0,5 cm de didametro se realizd cortes circulares
en las colonias con el propoésito de dar inicio y establecer el experimento de confrontacion

antagonica in vitro.

3.7.2.2. Evaluacion de la capacidad antagdnica.

Se realizaron pruebas de antagonismo in vitro. Para el efecto mediante un sacabocados se
extrajeron discos de agar de medio centimetro de didmetro, desde colonias puras de cada
hongo fitopatogeno aislado de S. parahybum, y se sembraron en los extremos de las placas
de Petri con medio de cultivo PDA, de tal manera que se evalud el antagonico frente a los

patdgenos.
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Una vez que se realizd las siembras para confrontar los microorganismos se hizo un
seguimiento durante siete dias, con lecturas cada 24 horas a partir de la siembra, con el fin
de medir el crecimiento micelial de los hongos antagénicos y fitopatdgenos. Las lecturas se
suspendieron cuando el aislamiento del antagonico logro crecer hasta el extremo opuesto
sobre el crecimiento micelial del patdgeno. Se calcularon los valores medios de Porcentaje
de Inhibicion del Crecimiento Radial (PICR) a través de la siguiente ecuacion [1] (Guédez
etal., 2012):

picr = FL=R2 100 [1]
= k
R1

Dénde: R1 = Radio mayor (radio de patdgeno testigo).

R2 = Radio menor (radio del patdgeno enfrentado al antagonista).

De las zonas de confluencia de las colonias, se tomaron muestras de micelio y se hicieron
montajes para observar al microscopio 6ptico y verificar la interaccion hifal caracteristicos
de los procesos micoparasiticos de cada organismo (Garrido y Vilela, 2019). También se
determind el grado de antagonismo segun la escala de clase planteada por (Bell et al., 1982)
( Tabla 3).
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Tabla 3. Escala para clasificacion del antagonista segun Bell et al. (1982).

Grado Capacidad antagonica

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

» Trichoderma coloniza las dos terceras partes de la superficie del medio
de cultivo y limita el crecimiento del fitopatogeno.

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

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

5 El fitopatdgeno coloniza dos terceras partes de la superficie del medio y

limita el crecimiento de Trichoderma.

3.7.3. Influencia de la temperatura sobre la capacidad antagonica de

Trichoderma sp.

Para el efecto se emplearon la metodologia descrita anteriormente, con la variante que en

esta ocasion se consideraron tres temperaturas distintas y constantes (4 +2°C, 24 +2°C

y 30+ 2 °C).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Velocidad de crecimiento in vitro de dos cepas nativas de Trichoderma

sp.

Se determind que Trichoderma sp.1 y Trichoderma sp.2 no mostraron crecimiento a
temperatura de 4+2 °C, mientras que a 24+2 °C las cepas de Trichoderma sp.1l y
Trichoderma sp.2, alcanzaron su maximo crecimiento a las 72 horas con diametro de 8.5 cm,
colonizando en su totalidad todo el medio de cultivo PDA. En el transcurso de las 24 y 48
horas Trichoderma sp.1 mostré el menor crecimiento con 2.2 cm y 6.3 cm de diametro,
seguido con Trichoderma sp.2 con mayor crecimiento a las 24 y 48 horas con 2.7 cmy 8.2
cm de diametro. Estos resultados indican que Trichoderma sp.2 tuvo la mayor velocidad de

crecimiento en medios de cultivos PDA, a partir de las 24 horas (figura 2).

@ Trichoderma sp.1 W Trichoderma sp.2

[N
o

8.2 8.5 8.5

6.3

2.7
2.2 N

Diametro de crecimiento (cm)
O P N W b 01 O N 00 ©

24 horas 48 horas 72 horas

Tiempo de incubacién (horas)

Figura 2. Diametro de crecimiento (cm) alcanzado por Trichoderma sp.1 y Trichoderma sp, 2
durante 72 horas bajo condiciones de incubacién a 2442 °C. Valores corresponden al promedio de
crecimiento de colonias en cinco placas de Petri con medio de cultivo PDA.

Trichoderma sp.2, alcanzd su maximo crecimiento a las 72 horas cuando fue incubada a
30+2 °C, colonizando totalmente el medio de cultivo PDA con sus 8.5 cm de diametro.
Mientras Trichoderma sp.1 mostré el menor crecimiento, con 2 cm, 4.4 cm y 6.9 cm de
didmetro a las 24, 48 'y 72 horas. Estos resultados indican que el crecimiento de Trichoderma
sp.2 es favorecido por temperaturas iguales o superiores a los 24+2° C (figura 3).
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O Trichoderma sp.1 ® Trichoderma sp.2

8.5
7.7

4.4

2.0

Diametro de crecimiento (cm)

o B N W B~ OO O N 0 ©

1 2 3

Tiempo de incubacién (horas)

Figura 3. Didmetro de crecimiento (cm) alcanzado por Trichoderma sp. 1 y Trichoderma sp.2,
durante 72 horas bajo condiciones de incubacion a 30+2° C. Valores corresponden al promedio de
crecimiento de colonias en cinco placas de Petri con medio de cultivo PDA, con su respectiva
desviacioén estandar y error estandar.

4.2. Capacidad antagonica de dos cepas nativas de Trichoderma sp. a

hongos fitopatogenos de S. parahybum a nivel in vitro

En los ensayos antagonico de confrontamiento in vitro, se determino que los antagonistas y
los fitopatdbgenos no mostraron crecimiento micelar bajo condiciones de incubacion a
temperatura de 4+2 °C, mientras que a temperaturas de 24+2 °C, el porcentaje de inhibicién
del crecimiento radial de los hongos fitopatdgenos de pachaco, ejercido por dos cepas de
Trichoderma sp., se detectaron diferencias estadisticas significativas en todas las
evaluaciones (24, 48, 72, 96, 120, 144, y 168 horas).

En la figura 4 se aprecia la reduccion del crecimiento radial en los hongos fitopatogenos,
siendo notorio su efecto desde las primeras 24 horas de incubacion, y esta inhibicion se fue
acentuando conforme aumento el tiempo de incubacion, donde en algunos tratamientos a las

168 horas super6 el 50%.

La inhibicion del crecimiento del micelio patégeno, vario de acuerdo a los enfrentamientos

0 tratamiento y sus respectivos testigos.
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Figura 4. Porcentaje de inhibicidon del crecimiento radial de hongos fitopatdégenos de S. parahybum (pachaco) frente a dos cepas de Trichoderma sp. a 24 £2° C de incubacién.
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Figura 5. Porcentaje de inhibicidn del crecimiento radial de hongos fitopatégenos de S. parahybum (pachaco), frente a dos cepas de Trichoderma sp. a 30+2° C de incubacion
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En temperatura de 30£2° C, el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de los hongos
fitopatdgenos de S. parahybum (pachaco), ejercido por dos cepas de Trichoderma sp., se
detectaron diferencias estadisticas significativas en todas las evaluaciones (24, 48, 72, 96,
120, 144, y 168 horas). En la figura 5 se aprecia la reduccién del crecimiento radial en los
hongos fitopatdgenos, siendo notorio su efecto desde las primeras 24 horas de incubacion, y
esta inhibicion se fue acentuando conforme aumento el tiempo de incubacion, donde en

algunos tratamientos a las 168 horas supero el 60%.

De acuerdo a la escala propuesta por Bell et al. (1982), la capacidad antagénica de
Trichoderma sp.2 frente a los fitopatégenos de S. parahybum, corresponden al grado 1 a
temperaturas de 24+2 °C y a 30+2 °C, desde las 168 horas de incubacion. La capacidad
antagonica de Trichoderma sp.1 frente a Fusarium sp. 1 y Fusarium sp. 2 corresponde al
grado 1, mientras que frente a Botryodiplodia sp se ubica en el grado 2, a temperaturas de
24+2 °Cy a 30£2 °C, desde las 168 horas de inoculacion.

4.2.1. Caracteristicas de microorganismos.

Durante las 168 horas bajo condiciones de incubacion a temperaturas 24+2° Cy 30 £2 °C,
se observé el nivel de crecimiento y caracteristicas de cada microorganismo, llegando a
obtener diferencias tanto en crecimiento de sus diametros, coloracion y en el aspecto (Tabla
4).

Tabla 4. Crecimiento y caracterizacion a nivel in vitro de cada microorganismo en estudio.

Caracteristica Trichoderma Trichoderma Fusarium Fusarium Botryodiplodia

sp. 1 sp.2 sp.1 sp.2 sp.
Diametro (cm) 8,5 8,5 5,3 6,2 8,5
Coloracion Blanquecino  Verde claro Vino Naranja Negro
0SCcuro
Aspecto Esponjoso Polvoriento  Esponjoso  Esponjoso Esponjoso

Trichoderma sp 1, present6 una invasion total del medio de cultivo PDA, a las 168 horas a

temperatura de 24+2°C, con coloracion blanquecina, aspecto esponjoso abundante, sin
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presencia de anillos concéntricos y a temperaturas de 30+£2°C presentd formaciones de

anillos concéntricos, desde las 168 horas de incubacion.

El Trichoderma sp. 2, presentd una invasion total en el medio de cultivo PDA, a las 168
horas de incubacién a temperatura de 24+2°C, se presentd de coloracion verde claro con
aspecto polvoriento, sin presencia de formaciones de anilllos concéntricos. En temperaturas

de 30+2°C, Trichoderma sp. 2 present6 formaciones de grupos de conidias.

Fusarium sp. 1, present6 un crecimiento promedio de 5,3 cm de diametro durante las 168
horas de incubacion, desde temperaturas de 24°+2°C y 30 +2°C °C, dentro de las
caracteristicas se presentd de una coloracién frontal de color blanguesina, con aspecto
algodonoso, con formaciones de anillos concéntricos, micelio color blanco, conidios color

vino y al reverso de la placa Petri tuvo una coloracién vino claro.

Fusarium sp. 2, presentd un crecimiento promedio de 6,2 cm de diametro a las 168 horas de
incubacion, desde temperaturas de 24+2°C y 30£2°C, dentro de las caracteriticas se presentd
de una coloracion frontal de color blanquesina, con aspecto algodonoso, con formaciones de
anillos concéntricos, micelio color blanco, conidios color naranja y al reverso de la placa

Petri tuvo una coloracion naranja amarilloso.

Botryodiplodia sp., presentd un crecimiento de 8,5 cm de didmetro, invadiendo todo el
medio de cultivo PDA. en temperaturas de 24+2°C y 30 £2°C, dentro de las caracteristicas
se presenta de una coloracion frontal de color negra, con aspecto algodonoso, con
formaciones de picnidios, micelio color blanco y conidios de color negro.

4.2.1.1. Microscopia de las interacciones de Trichoderma sp. y los fitopatdgenos

Las dos cepas de Trichoderma sp. monstrardn diferentes tipos de interaccién hifal, como
vacuolizacién, enrollamiento, presencia de esporas e invasion (figura 6), a temperaturas de
24+2°C y 30 +2°C desde las 168 horas de incubacion.

Presentando accion por micoparasitismo en algunos tratamientos, donde se observo
entrelazamientos de hifas, limitando el crecimiento micelar y actividad de los hongos

fitopatdgenos de pachaco.
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Figura 6. a) Interaccion de antagonismo por enrollamiento b) Presencia de esporas c) Vacuolizacion
d) Zona de confrontamiento.
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4.3. Discusion

De acuerdo con los resultados expuestos, las dos cepas nativas de Trichoderma sp., tienen
una buen desarrollo en su crecimiento a temperaturas de 24+2° C y 30+2° C, siendo la cepa
de Trichoderma sp. 2 quien monstro mayor agresividad en su capacidad antagdnica, desde
el inicio de su incubacion, enfrentados con los fitopatdgenos de S. parahybum; tal como
sefiala Tronsmo y Dennis (1978) en general las temperaturas de 25° C y 30° C fueron muy
favorables para el crecimiento de todas las cepas nativas Trichoderma spp .

Sin embargo, el porcentaje de colonizacion de las mismas, estuvo relacionado con la
velocidad a la cual desarrolld el patdgeno. Segun Mitidieri (1988), para que un
microorganismo ejerza su aptitud a la competencia, las exigencias térmicas del antagonista
deben ser compatibles con las del patdgeno. Esto significa que para que un sustrato
determinado, la velocidad de crecimiento a las diferentes temperaturas debe ser superiores 0
al menos iguales a las del patogeno (Rollan et al., 1999). En el control de crecimiento de los
patdgenos, presentaron un buen desarrollo en temperaturas de 24+2° Cy 30+2 ° C, similares
a los antagonistas, lo que muestra la buena accion biocontroladora de las dos cepas nativas

Trichoderma sp. contra los fitopatdgenos de S. parahybum.

La reduccion del crecimiento de los fitopatdgenos de S. parahybum, se evidencio a las 96
horas hasta las 168 horas en todos los tratamientos. La cepa Trichoderma sp. 2 presento
mayor desarrollo sobre la superficie del medio, con porcentaje de inhibicion de los
patdgenos, Fusarium sp.1y Fusarium sp. 2 con 52.8 % y 54,6 %, en temperaturas de 24+2°
C, a 168 horas y a la temperatura de 30+2° C, presento mayor desarrollo sobre la superficie
del medio con porcentaje de inhibicion en Fusarium sp.1 y Fusarium sp.2. de 60,34 % y
67,24% a las 168 horas. Los valores de porcentaje inhibicidn presentado en este estudio son
similares a los reportados por Mechel et al. (2009), quienes encontraron que al evaluar el
efecto antagonico de aislamiento nativos de Trichoderma spp, sobre el crecimiento del
micelio de Fusarium oxysporum y F. subglutinans, los valores maximos de inhibicion fueron

de 42.0 % y 62.9% respectivamente.

Al hacer las evaluaciones diarias, el confrontamiento de las dos cepas Trichoderma sp., con
los fitopatdgeno de pachaco ocurri6 a las 72 horas similares a los reportados por Michel et
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al (2009) quienes encontraron que al evaluar el efecto antagdénico de aislamiento nativos de
Trichoderma spp, sobre el crecimiento del micelio de F..oxysporum y F. subglutinans en
cultivos duales con las cepas seleccionadas de Trichoderma, el tiempo al primer contacto

para Fo fue entre 3y 4 dias, mientras que para Fs entre 2y 3 dias.

Las dos cepas nativas de Trichoderma sp. presentaron un alto nivel de antagonismo, uno de
su mecanismo de accién fue por competencia y espacio contra los tres fitopatégenos de S.
parahybum. La velocidad de crecimiento es un caracter ventajoso en la disputa por colonizar
el area, compitiendo por espacio y nutrientes; esta es una manera de ejercer biocontrol, al

reducir o detener completamente al desarrollo del micelio (Dennis y Webster, 1971).

Estudios desarrollados por Osorio et al. (2014) revelaron la efectividad de las enzimas
quitina, y glucanasa producidas por T. asperellum (T9), T. virens (T6), T. gamsii (T13), T.
longibrachiatum (T19) en el control de F. oxysporum, donde el aislado T19 produjo quitina
y glucanasa, observandose la reduccion del area de crecimiento de Fusarium en presencia

de dichos compuestos.

En los confrontamientos de las dos cepas de Trichoderma sp. junto a cada patdgeno, se
observ6 un mayor nivel de antagonismo con la cepa Trichoderma sp. 2, siendo el primero
en invadir a los fitopatogenos de S. parahybum. Trichoderma sp. 1, Trichoderma sp.2 contra
Fusarium sp. 1y Trichoderma sp. 1, Trichoderma sp.2 contra Fusarium sp.2 a temperaturas
de 24+2° C y 30+2° C desde las 168 horas de incubacion, invadieron todo el medio de
cultivo PDA, la cepa Trichoderma sp.2 ocupo el 70 % de area del medio de cultivo y la cepa
Trichoderma sp.1 ocupo un 30 % del &rea.

En confrontamiento de las dos cepas antagonista frente a Botryodiplodia sp. se mostré una
invasion de la cepa Trichoderma sp.1 con 40% y la cepa Trichoderma sp.2 con 60% en
todo el medio de cultivo, limitando el crecimiento del patdgeno por accion de antibiosis, ante
el contacto hifal, por lo que se observo el cambio de pigmentacion en los micelios del
patdgeno desde las 168 horas a temperatura de 24+2 ° C y 30+2 ° C, esto se explica por la
excrecion de metabolitos al medio con efectos fungistaticos, estos resultados se corroboran
con lo obtenido por Martinez et al. (2013) y Schirmbock et al. (1994) quienes afirman que
Trichoderma incorpora metabolitos, como trichodermin, trichodermol, harzianum A y

harzianolide.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1. Conclusiones

La cepa nativa Trichoderma sp. 2 tuvo el mayor desarrollo en crecimiento micelar,
desde el inicio de su incubacion hasta las 72 horas, alcanzando un diametro de 8.5 cm,
colonizando todo el medio de cultivo PDA, en temperaturas de 24+2 °C y 30£2°C.

Los principales mecanismos de accion de las dos cepas nativas Trichoderma sp. frente
a hongos fitopatdgenos de S. parahybum a nivel in vitro, fue por parasitismo, actividad
antibidtica y por competencia de nutrientes y espacio, ya que se desarrollaron
rdpidamente, superando el crecimiento de Fusarium sp. 1, Fusarium sp. 2 y
Botryodiplodia sp., impidiendo el desarrollo normal e inhibiendo en mas de 50% a
temperatura de 24+2 °C y més de 60% a temperatura de 30+2 °C, desde las 168 horas

de incubacion.

La variacion de temperatura si influyo en la capacidad antagonica de las dos cepas
nativas de Trichoderma sp. frente a hongos fitopatégenos de S. parahybum a nivel in
vitro. Con mayor capacidad antagénica en temperaturas de 24+2 °C y 30+2 °C hasta
las 168 horas de incubacion, mostrando un buen desarrollo en el control de Fusarium

sp. 1, Fusarium sp. 2 y Botryodiplodia sp.

36



5.2. Recomendaciones

»  Las dos cepas nativas de Trichoderma sp. frente a fitopatdgenos aislados de arboles de
S. parahybum, con sintomas de enfermedad “decaimiento y muerte descendente” a
nivel in vitro presentaron alta capacidad antagoOnica, se sugiere continuar con

investigaciones en condiciones in situ.
»  Realizar pruebas cuantitativas y cualitativas que permitan determinar dosis eficientes
de estos biocontroladores en plantaciones de S. parahybum y su capacidad protectante

a través del tiempo.

»  Realizar estudios con las dos cepas nativas de Trichoderma sp, frente a otras especies

forestales y agricolas.
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CAPITULO VII

ANEXOS



Anexo 1. Cajas Petri con medios de cultivos PDA.
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Figura 8. Crecimiento de dos cepas nativas de Trichoderma sp., a las 72 horas 24+ 2° C.
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Figura 9. Crecimiento de dos cepas nativas de Trichoderma sp., a las 96 horas 24+ 2° C.

Anexo 4. Evaluaciones de crecimiento de Trichoderma sp. a temperatura de 30+ 2° C.

richoderma sp.

Figura 11. Crecimiento de dos cepas nativas de Trichoderma sp., a las 96 horas a 30+ 2° C.

Anexo 5. Evaluacion antagonica a temperatura de 24+ 2°C segun sus tratamientos y
control.

usarium sp
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Figura 12. Evaluacion antagonica a las 48 horas de incubacion a 24 +2 °C
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Figura 16. Evaluacién antagonica a las 168 horas de incubacién a 24 +2 °C.

Anexo 6. Evaluacion antagonica a temperatura de 30+ 2° C segun sus tratamientos y

control.
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Figura 17. Evaluacion antagénica a las 144 horas de incubacion a 30 £2 °C.
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Figura 18. Evaluacién antagonica a las 168 horas de incubacién a 30 +2 °C.

54



