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RESUMEN

Salvador, G. 2004. Evaluacién de tres productos de control biolégico comerciales a base
de Trichoderma spp. y un aislamiento de Trichoderma sp. in vitro con énfasis en pruebas
de control de calidad. Proyecto especial del Programa de Ingeniero Agrénomo,
Zamorano, Honduras. 18 p

El control de calidad de productos bioldgicos es importante para determinar la viabilidad
y eficiencia de los productos comerciales. Las pruebas in vitro son utilizadas como
método de control de calidad. Los objetivos del estudio fueron comparar la viabilidad de
Trichozam® con dos productos comerciales utilizados en Honduras (Mycobac® y Pro-
selective®) y comparar su habilidad en la inhibicién de los patégenos Pythium sp.,
Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solana in vitro. Se realizaron tres experimentos: 1)
determinar la viabilidad de las conidias de los productos evaluados; 2) evaluar la
eficiencia de los productos y aislamiento en el control de patégenos; 3) y analizar el
mecanismo de accién de 7. harzianum. En el primer experimento se determind la
concentracion de cada producto y se verificaron los datos del fabricante; establecida la
concentracion de conidias de cada producto comercial, se evalu6 la viabilidad de las
conidias. La variable medida fue el nimero de colonias producidas a las 48 horas. Se us6
un disefio completamente al azar. En el segundo experimento se realizaron dos ensayos,
se sembré el micelio de Trichoderma spp. individualmente y con cada uno de los tres
patégenos. Los aislamientos se evaluaron por una regresion del crecimiento micelial
(mm/dia), que demuestra la inhibicién de Trichoderma spp. sobre los patogenos. El
estudio microscopico determind el mecanismo de accién de 7. harzianum. El primer
experimento determiné que los productos bioldgicos Trichozam® y Mycobac® tuvieron
una alta viabilidad, al contrario Pro-selective® no la tuvo. El segundo experimento indicé
que los tres productos y el aislamientos de Trichoderma spp. presentaron gran capacidad
de antagonismo; por su rdpida velocidad de crecimiento y habilidad en inhibir el
crecimiento de patégenos. Sin embargo, dentro de las cepas y aislamientos evaluados
existi6 una variabilidad antagénica que diferencié las cepas en su habilidad de inhibir los
patégenos. En el tercer experimento los mecanismos de accién observados por T.
harzianum fueron competencia por espacio, nutrientes y microparasitismo. De acuerdo
con los experimentos realizados se determinaron tres metodologias para realizar el control
de calidad para la evaluacién de cepas de Trichoderma spp.

Palabras clave: Hifa, lisis, micelio, Rosa de Bengala.

Abelino Pitty, Ph. D
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INTRODUCCION

La resistencia a fungicidas, contaminaciéon ambiental y toxicidad, ha motivado a la
busqueda de otros métodos efectivos y no perjudiciales para combatir los patégenos de
plantas (Nalimova 2003). Existe la necesidad de la utilizacién de productos bioldgicos
que sean amigables al ambiente debido al uso excesivo de los agroquimicos.

El control de calidad de productos biolégicos tiene una gran importancia para determinar
la viabilidad y eficiencia de los productos que se comercializan. La produccién se
acompaia por un protocolo de control de calidad que incluye verificacién de la pureza y
la efectividad bioldgica del producto final, el cual estd constituido por la biomasa del
hongo, metabolitos y residuos del medio de cultivo (Nalimova 2003).

Se realizan pruebas in vitro para determinar la capacidad antagénica de un
microorganismo con respecto a otro, esto refleja la capacidad y variabilidad genética del
antagonista. Este tipo de prueba permite realizar la seleccién de cepas facilitando el
trabajo, ya que no es probable que un antagonista sea eficiente en el laboratorio y no lo
sea en el campo (Coutinho et al. 2000). La eficiencia de Trichozam® con relacién a otros
productos y un aislamiento nativo se evaluard mediante este tipo de pruebas, las cuales
toman en cuenta su habilidad de crecimiento y antagonismo como un indicador de
calidad.

Se realizaron pruebas de control de calidad in vitro de tres productos a base de
Trichoderma spp. y de un aislamiento nativo, con el objetivo de desarrollar pruebas para
elaborar un protocolo de control de calidad de Trichozam® (Trichoderma harzianum).
Los objetivos especificos fueron, determinar la viabilidad y eficacia de Trichozam® en
comparaciéon con Mycobac® (Laverlam, Colombia) y Pro-selective® (Naturalmente
Pureza, México), productos que son comercializados y usados por los agricultores en
Honduras. Ademds se analiz6 la eficacia de estos productos para el control de los
patégenos Pythium sp., Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani.



MATERIALES Y METODOS

LOCALIZACION

Los experimentos se realizaron en el Laboratorio de Fitopatologia de la Escuela Agricola
Panamericana, El Zamorano, Honduras. El lugar se encuentra a 30 km de la ciudad
capital Tegucigalpa, Departamento de Francisco Morazén.

DESCRIPCION DEL LOS EXPERIMENTOS:
Este estudio fue dividido en tres experimentos para poder:

I. Determinacion de la viabilidad de las conidias de los productos evaluados.
II. Evaluacién del crecimiento de las cepas de los tres productos y aislamiento de
Trichoderma spp. para el control de patégenos.
II. Estudiar el mecanismo de accién de Trichoderma harzianum.

EXPERIMENTO I: Determinacion de la viabilidad de las conidias de los productos
comerciales a base de Trichoderma spp.

Tratamientos:

Los productos comerciales a base de Trichoderma spp. (tratamientos) de este experimento
fueron seleccionados de distintas proveniencias de Latino América.

T1 = Trichozam® (T. harzianum); Escuela Agricola Panamericana, Honduras.
T2 = Mycobac® (T. lignorum); Laverlam, Colombia.
T3 = Pro-selective® (T. harzianum); Naturalmente Pureza, México.

Metodologia del Trabajo
Se seleccionaron los productos a evaluar, una vez seleccionados se procedié a determinar
la cantidad 6ptima de cada uno de ellos para poder realizar el conteo de conidias por

gramo de producto.

1. Se efectud el conteo de conidias por gramo de producto comercial para todos los
. e ., . 2 1
tratamientos, para verificar la concentracion por medio de una Camara de Neubauer .

'Cémara de Nebauer, Modelo Bright Line, profundidad de 1/10 mm, Boeco®, Alemania



e Se realizé una dilucién madre colocando 1 g del producto en un vaso de
precipitado disolviéndolo en 200 ml de H,O con un 1ml de solucién Tween®.

¢ Posteriormente se realizaron dos diluciones mds a partir de la diluciéon madre
hasta llegar a una dilucién 6ptima para facilitar el conteo de conidias en la
Camara de Neubauer.

e Se realizo6 el conteo por nimero de conidias por cuadrante para poder obtener
un promedio final y utilizarlo en la férmula.

e Por medio de la ecuacién = X(promedio conidias contadas) X 1><104(C0nstante)
X 2x102(Diluci(’)n Madre) x 1x10"(Diluciones realizadas) se 16gro determinar
la concentracién de los productos.

2. Se prepararon platos petri (r = 90 mm) con un medio PDA (Agar Papa Dextrosa) con
Rosa de Bengala (17 ppm) la misma que reduce la capacidad de extension de las
colonias y el antibiético sulfato de estreptomicina (30 ppm).

3. Establecida la concentraciéon o cantidad de conidias que tiene cada producto, se
continué con la evaluacién de la viabilidad de las conidias. Los productos evaluados
fueron diluidos todos a una misma concentracién de conidias/ml a 2x10".

4. Se realiz6 la siembra sobre el medio mencionado en el paso dos, utilizando un 1 ml de
la dilucién de suspensiéon de esporas realizada previo a este paso. Luego con una
espatula de vidrio se esparcid la suspension en el medio. Posteriormente se sellaron
los platos petri con parafilm y se dejaron incubando por 48 h a 22 (¢) 2°C en
oscuridad. La variable medida fue el niimero de colonias por plato petri. Segtin la
concentracion deberia haber 20 conidias por plato, entonces de acuerdo con la
germinacion de las conidias se determina la viabilidad.

Diseiio experimental

Se utilizo un Diseno Completamente al Azar (DCA). Se realizaron tres
repeticiones de cada tratamiento, haciendo un total de nueve unidades
experimentales. Se contd la cantidad de colonias a las 48 horas de tiempo incubacion.

Diseiio estadistico

Se utilizé el paquete estadistico Statistical Analysis System® (SAS 1999).
Se realizé6 un Analisis de Varianza (ANDEVA) usando un Modelo Lineal
General (GLM) y una separacion de medias “Duncan” para medir la
variable numero de colonias por plato petri.



EXPERIMENTO II: Evaluacion del crecimiento de Trichoderma spp. y la inhibicion
de los patégenos Pythium sp., Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani in vitro.

Tratamientos:

Antagonistas: Patégenos:
Trichozam® (Trichoderma harzianum) Pythium sp.
Mycobac® (Trichoderma lignorum) Rhizoctonia solani
Pro-selective® (Trichoderma harzianum) Fusarium oxysporum

Aislamiento El Volcén (Trichoderma sp.)

Pasos que se siguié para la realizacion del experimento:

1. Aislamiento de hongo benéfico (antagonista)

a.

Se aislo Trichoderma spp. de los productos comerciales Trichozam® (T.
harzianum), Mycobac® (T. lignorum) y Pro-selective® (T. harzianum)
utilizando 0.1g del producto comercial en un medio artificial de PDA (Papa
Dextrosa Agar).

Para el aislamiento de Trichoderma sp. silvestre se obtuvo una muestra de
tierra del cerro El Volcan localizado en el departamento El Paraiso a una
altura de 1707 (Latitud: 13,56447 ; Longitud: -86,54). La muestra de tierra se
dispersé en un medio artificial de AA (Agar Agua), para luego obtener
Trichoderma sp., para ser aislado.

2. Aislamiento de patégenos

a.

C.

Se reactivé el hongo patdégeno Pythium sp. de un suelo inoculado con el
mismo, proveniente del laboratorio de fitopatologia. Se utilizé6 un medio de
crecimiento artificial de PDA (Papa Dextrosa Agar).

F. oxysporum se resembr6 en PDA como medio de cultivo. La cepa madre fue
proporcionada por el Laboratorio de fitopatologia de Zamorano.

R. solani se aisl6 en AA (Agar Agua) de una semilla de remolacha inoculada
con una cepa madre proveniente del departamento de fitopatologia de la
Universidad de Lincon, Nebraska. La cepa fue proporcionada por el
laboratorio de biodiversidad y fitomejoramiento de Zamorano, Honduras.

3. Establecimiento de los ensayos

Ensayo I:

Aislado el Trichoderma spp. de los productos y de la muestra de suelo utilizada, se evalué
el crecimiento individual de los antagonistas. Para realizar el experimento, se sembré



Imm? de agar con micelio de un cultivo aislado, descrito previamente en el paso uno,
luego se coloco sobre el PDA, a un extremo del plato petri. Este procedimiento ser realizé
para cada Trichoderma spp. y se evalu0 el crecimiento en mm/dia por 10 dias.

Ensayo II:

Los tres patdgenos aislados se sembraron junto con uno de los Trichoderma spp. en un
plato petri con PDA, a una distancia de 90 mm entre ellos. Se utiliz6 1 mm?* de agar con
micelio de los patégenos aislados y de los antagonistas, luego se colocaron sobre el PDA,
en extremos opuestos del plato petri se sembraron los dos hongos (Figura. 1). Se midi6 el
crecimiento del micelio mm/dia desde el punto de siembra hasta el crecimiento final
diario y el crecimiento fue evaluado por 10 dias. Este procedimiento se realiz6 para las
distintas cepas y aislamiento de Trichoderma spp. con los patégenos Pythium sp, R.
solani y F. oxysporum.

Patégeno

Trichoderma sp. 90 mm

Plato Petri

Papa Dextrosa Agar

Figura 1. Vista superior de un plato petri con medio de cultivo (PDA) para el estudio de
crecimiento de Trichoderma spp. y la inhibicidon Pythium sp., Rhizoctonia solani y
Fusarium oxysporum.

Diseiio experimental

Se utiliz6 un Diseno Completamente al Azar (DCA). El diseno fue
consistio por cuatro cepas de Trichoderma sp. y tres patogenos. Se
realizaron tres repeticiones para evaluar cada cepa de Trichoderma sp.
con cada patogeno, haciendo un total de 36 unidades experimentales.

Diseiio estadistico

La toma de datos se realizé a diario después de la siembra hasta los 10 dias. Se tom6 en
cuenta los dias en que las cepas de Trichoderma sp. crecian individualmente.
Posteriormente se evalud el efecto que tiene Trichoderma spp. Se midié el crecimiento
del micelio (mm/dia) y se ajusté mediante un andlisis de regresion cuadratica para las
diferentes cepas de Trichoderma spp. y de los patégenos, utilizando el paquete estadistico
MINITAB® (MINITAB 1999).



EXPERIMENTO III: Estudio del mecanismo de accion de Trichoderma harzianum
para el control de Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani sobre un portaobjetos in
vitro.

Para poder observar la interacciéon y estudiar el mecanismo de inhibicién entre F.
oxysporum y R. solani con Trichoderma spp. se utilizé un arreglo especial disefiado
anteriormente por Coérdova (2003) de una cdmara humeda. De esta manera se pudo tener
un crecimiento continuo de los dos hongos. El disefio consistié en un plato petri provisto
de papel filtro sobre el cual se colocé un soporte hecho con una varilla de vidrio doblado
en forma triangular para separar el portaobjeto del papel filtro. En el portaobjeto se
colocaron 1 mililitro de PDA, se sembraron los dos hongos, en dos puntos separados uno
del otro y seguidamente se colocé un cubreobjeto sobre el PDA. A los tres dias se
observé el crecimiento y la interaccién entre los dos hongos (Figura. 2). Para la
observacion se utilizé un microscopio de luz con magnificacién de X40 y X100 (Cérdova
2003).

Interaccién de Trichoderma spp. con
patégeno
Inoculacién de Patégeno Inoculacién de Trichoderma spp.
™~
Portaobjetos A v ‘/ < Medio PDA

Plato Petri

Varilla de vidrio

Figura 2. Disefio de cdmara himeda y medio de cultivo (PDA) para el estudio de
mecanismos de inhibicién de Trichoderma harzianum a Rhizoctonia solani y Fusarium
OXySporum.



RESULTADOS Y DISCUSION

EXPERIMENTO I: Determinacion de la viabilidad de las conidias de los productos
comerciales a base de Trichoderma sp.

Para realizar el experimento de la viabilidad de conidias de los productos, fue necesario

confirmar la concentracién de conidias por gramo de producto comercial utilizando una
Camara de Neubauer (Cuadro. 1)

Cuadro 1. Especificaciones técnicas de las concentraciones de los productos comerciales.

Concentracion Dosis  Concentracion por  Concentracion leida por

Producto por paquete g/ha  gramo de producto Camara de Neubauer
Trichozam® 3x10" 240 1.25x10° 1.1x10"
Mycobac® 2x10° 100 2x10’ 1.55x107
Pro-selective® 1x10" 1000 1x10° 3.95x10’

Para facilitar el conteo de colonias se procedié a diluir los productos a baja
concentraciones de conidias (2><101)2. Determinada la concentracién, se procedié a diluir
los productos a una concentracién de 2x10". Por esta concentracién se sabe que existe un
promedio de 20 conidias por plato petri. De acuerdo al porcentaje de germinacion de las
conidias (colonias/plato) se puede determinar la viabilidad de los productos.

Se pudo observar que el producto Trichozam® y Mycobac® produjo una mayor cantidad
de colonias con respecto el producto Pro-selective®. Estas diferencias fueron

significativas, lo que determina que Trichozam® y Mycobac® tienen mayor porcentaje de
viabilidad a las 48 horas (Cuadro. 2).

Cuadro 2. Numero de colonias de los tratamientos por plato petri derivado de una
concentracién de conidias de 2x10" a las 48 horas de haber sido sembradas las conidias.

Productos Colonias
Trichozam® 28 a
Mycobac® 19b
Pro-selective® 0 ¢

Letras diferentes muestran diferencias significativas (P<0.05)

2Arneson, P. 2004. Viabilidad de conidias. Zamorano, Honduras. EAP. Comunicacién personal.



EXPERIMENTO II: Evaluacion del crecimiento de Trichoderma spp. y la inhibiciéon
de los patégenos Pythium sp., Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani in vitro.

Con un modelo de regresion se explica el crecimiento de Trichoderma sp. y la inhibicion
de los patégenos, el cual se logra con exactitud por medio de una ecuacién, lo que
demuestra el crecimiento diario de Trichoderma sp. individual y el efecto que tiene sobre
el crecimiento en los patégenos.

Ensayo I
Crecimiento individual de las cepas y asilamiento de Trichoderma spp.

Crecimiento de Trichoderma spp.
Crecimiento de Trichoderma spp. (mm) = -22 + 25.5 Dias -1.47 Dias” + 7.67 Trichozam
+ 7.07 Mycobac; (R2 =96%, P <=0.001)

Hubo una diferencia significativa en la tasa de crecimiento individual de las cepas y el
aislamiento. El producto Pro-selective® y el aislamiento de la muestra de suelo del cerro
El Volcdn no tuvieron diferencia significativa en su crecimiento, lo que indica que dichos
Trichoderma spp. fueron los que presentaron menor tasa de crecimiento (Figura. 3). El
producto Mycobac® crecié 7.07 (mm/dia) més que los productos descritos anteriormente.
El producto Trichozam® tuvo la mayor tasa de crecimiento, ya que superd en crecimiento
a los demds Trichoderma spp. por 7.67 (mm/dia).

100

—*— Trichozam
—=— Mycobac
—2— Pro-selective
—— El Volcan

Crecimiento (mr

Dias

Figura 3. Crecimiento individual de las cepas y asilamiento de Trichoderma spp.



Ensayo II:
Pythium sp.

Crecimiento de Pythium sp.
Crecimiento de Pythium sp. (mm) =-17.33 + 28.93 Dias; (R2 =94%, P <=0.001)

El crecimiento de Pythium sp. es muy virulento, el patégeno sin restricciones crece con
mucha velocidad. A los cuatro dias de ser sembrado el Pythium sp. en un plato petri con
PDA el micelio llega a cubrirlo por completo.

Crecimiento de Pythium sp. con Trichoderma spp.

Crecimiento de Pythium sp. inhibida por Trichoderma spp. (mm) =-19.8 + 51 Dias -10.8
Dias” + .6 Dias’ + 5.2 Pro-selective -7.27 Silvestre (El Volcan) — 8.57 Trichozam — 7.9
Mycobac; (R2 =90%, P <=0.001)

Existe una diferencia significativa en todas las cepas y en el aislamiento de Trichoderma
spp. evaluados. La cepa de Pro-selective® tuvo diferencia significativa mds grande con
relaciéon a las demds cepas y aislamiento de Trichoderma sp., siendo esta la menos
efectiva. El aislamiento de la muestra de suelo del cerro El Volcan supera al producto
anterior, inhibiendo al patégeno por 7.27 (mm/dia). La inhibicién por Mycobac® fue de
7.9 (mm/dia) sobre Pythium sp. El producto Trichozam® fue la cepa que tuvo mayor
control sobre el patdgeno, al progresar 8.57 (mm/dia) mas que el resto de cepas y
aislamiento de Trichoderma spp. (Figura. 4). Las diferencias detectadas, se asemejan a las
obtenidas por otros autores, demostrando la variabilidad de la actividad antagdnica de los
diferentes aislamientos de Trichoderma spp. (Cindom et al. 2000). La velocidad de
crecimiento presentada por las especies de Trichoderma spp. son motivo de utilizacién de
este microorganismo como antagonista, para el control de fitopatogenos (Baker y Cook
1983%. Las lineas de la regresién de la inhibicién demuestran la variabilidad de los
hongos en su habilidad como antagonistas sobre el patégeno Pythium sp.

100

90 ©0— Trichozam
g 80 —#— Mycobac
g 70 — — Pro-selective
< 60 —=—El Volcdn
$ 50 —o— Testigo (Pythium sp.)
E 40
o 30
S 20 o

10

0
1 2 3 4 5 Dias 6 7 8 9 10

Figura 4. Crecimiento de Pythium sp. inhibida por Trichoderma spp.
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Rhizoctonia solani

Crecimiento R. solani
Crecimiento de R. solani (mm) = - 22.5 + 28.7 Dia; (R* = 99.5%, P < = 0.001)

El crecimiento de R. solani es fulminante, el patdgeno individual a los cuatro dias de ser
sembrado en PDA logro cubrir el plato petri.

Crecimiento R. solani con Trichoderma spp.
Crecimiento de R. solani inhibida por Trichoderma spp. = -33.4 + 41.9 Dias — 8.15 Dias’
+.429 Dfas® + 13.4 Trichozam + 17.8 Pro-selective; (R2 =73%, P <=0.001)

Las tres cepas y el aislamiento de Trichoderma spp. presentaron diferencias en el
crecimiento del micelio, en medio compartido con el asilamiento de R. solani. Los
aislamientos de Mycobac® y el aislamiento de la muestra de suelo del cerro El Volcan no
presentaron una diferencia significativa, por lo cual fueron las cepas que tuvieron el mejor
control sobre el patogeno.

Existe una diferencia en el control del patégeno con respecto a las dos cepas restantes de
Trichoderma spp. Trichozam® tuvo un crecimiento menor con relacién a las cepas
anteriores, al solo inhibir 13.4 (mm/dia).

Pro-selective® fue el biocontrolador que presenté menor eficiencia en su comportamiento,
(Figura. 5). Con respecto al crecimiento micelial de Trichoderma spp., frente a los
diferentes aislamientos de R. solani no manifestaron diferencias significativas entre si,
excepto con una cepa, que al presentar un crecimiento mds rapido (Figura. 6), parecia
tener un efecto superior en el contra del patégeno (Cindom et al. 2000).

100
90 —e— Trichozam
g 80 —=— Mycobac
g 70 — — Pro-selective
g 60 —e— El Volcan
.§ —+— Testigo (R. solani)
S
o
Dias

Figura 5. Crecimiento de Rhizoctonia solani inhibida por Trichoderma spp.
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Diad

Figura 6. Inhibicién del crecimiento de Trichoderma spp. (verde, derecha) sobre
Rhizoctonia solani (café, izquierda) después de 7 dias de sembrados en PDA.

Fusarium oxysporum

Crecimiento de F. oxysporum
Crecimiento de F. oxysporum (mm) = - 0.400 + 5.96 dia; (R* = 99%, P < =0.001)

El crecimiento de F. oxysporum es bien lento. Al parecer la cepa no tiene la habilidad de
crecer rapido. Hasta los diez dias que se evalud el crecimiento de los hongos, el patégeno
F. oxysporum no llego a cubrir el plato petri.

Crecimiento de F. oxysporum con Trichoderma spp.
Crecimiento de F. oxysporum inhibida por Trichoderma spp. (mm) = - 2.32 + 6.2 Dias -
.385 Dias® — 1.47 Trichozam — 4.6 Silvestre (El Volcan); (R* = 92%, P < = 0.001)

Las tres cepas y aislamiento de Trichoderma spp. mostraron una diferencia en el
crecimiento del micelio, en medio compartido con el asilamiento de F. oxysporum. Las
cepas Pro-selective® y Mycobac® no mostraron diferencia en la inhibicién del patégeno.
La cepa Trichozam® obtuvo un buen resultado al inhibir el patégeno en 1.47 (mm/dia)
mas que las cepas descritas anteriormente. El aislamiento de la muestra de suelo del cerro
El Volcéan tuvo el mejor crecimiento, al lograr inhibir en 4.6 (mm/dia) mds que los demads
Trichoderma spp. Por el lento crecimiento del patégeno el biocontrolador (Trichoderma
spp-) pudo desarrollarse sin impedimento. Sin embargo no llegé a crecer sobre el
patégeno (Figura. 7), al contrario de lo observado con otros patégenos.

F. oxysporum es un hongo resistente a los antagonistas, pero no tiene la capacidad para
igualar o superar la velocidad de crecimiento de 7. harzianum (Cérdova 2003). Las cepas
y aislamientos de Trichoderma sp. Tienen un crecimiento constante hasta llegar al punto
de encuentro del patégeno. No obstante ninglin bio-controlador logra una lisis en F.
oxysporum. T. harzianum se pone en contacto con hifas de otro organismo susceptible,
segregar sustancias supresoras de crecimiento (Figura. 8), que hacen que el otro
organismo detenga su crecimiento (Herrera 1998).
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Figura 7. Crecimiento de Fusarium oxysporum inhibida por Trichoderma spp.

Dia 4 Dia5 Dia 6 Dia
Figura 8. Inhibicién del crecimiento de Trichoderma harzianum (verde, derecha) sobre
Fusarium oxysporum (rosado, izquierda) después de 7 dias de sembrados en PDA.

EXPERIMENTO III: Estudio del mecanismo de accion de Trichoderma harzianum
para el control de Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani sobre un portaobjetos
in vitro.

Microscépicamente, se observé que 7. harzianum produce més cantidades de esporas que
se diseminan sobre las hifas de R. solani. Posteriormente germinan las hifas y parésitas el
patégeno. Se observé que las hifas de T. harzianum se enrollaron en las hifas de R. solani
y posteriormente causaron lisis, sin embargo no se observé penetracion directa (Baker y
Cook 1983"). Al parecer (Figura. 9) existe destruccion de la hifa de R. solani por una hifa
del antagonista. 7. harzianum penetra a la hifa huésped aparentemente por la degradacion
parcial de la pared celular (Bailey et al. 1997).
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DH

HT

HR

Figura 9. Esporas e hifas de Trichoderma harzianum parasitando Rhizoctonia solani
(Magnificado X100).

ET: Esporas de T. harzianum; HT: Hifas de T. harzianum.; HR: Hifas de R. solani;
DH: Destruccion de Hifa

En otros estudios de microscopia electrénica de los estadios tardios de la interaccién de 7.
harzianum con R. solani se demostré que las hifas del pardsito hicieron contacto con su
huésped y digirieron a su pared celular, resultando en una rdpida vacuolacién, colapso y
desintegracion del mismo (Biocontrol 2004).

En estudios anteriores, en el microscopio se pudo observar que 7. harzianum esporula
mayor cantidad de esporas que F. oxysporum. Posteriormente, la esporas de T.
harzianum germina y produce hifas, que crecen rapidamente y se enrollan alrededor de la
hifa del patégeno (Figura. 10), ofreciendo un bloqueo tanto en espacio como en nutrientes
para F. oxysporum (Cérdova 2003). De manera general, todos los aislamientos mostraron
efecto micoparasitico, algunos por enrollamiento y otros por penetracién de las hifas,
obstruyendo de esta forma las funciones bioldgicas y fisioldgicas del patégeno, ademads
de detener su crecimiento (Andreu et al. 2004)

ET
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CT

HF

EHT

Figura 10. Enrollamiento tipico de Trichoderma harzianum sobre su huésped Fusarium
oxysporum (Magnificado X100).

CT: Conidioforos de T. harzianum; ET: Esporas de T. harzianum; HT: Hifas de T.
harzianum; HR: Hifas de F. oxysporum; EHTF: Enrollamiento de hifas de T. harzianum
sobre hifas de F. oxysporum



CONCLUSIONES

De acuerdo con los experimentos realizados se determinaron tres metodologias para
realizar el control de calidad para la evaluacion de cepas de Trichoderma spp.

Se comprobé que la viabilidad de Trichozam® y Mycobac® es efectiva ya que las conidias
germinan sin problema. Al contrario, Pro-selective® tuvo una menor viabilidad; las
esporas no germinaron a las 48 horas como se esperaba y sélo germinaron dias después.

En condiciones in vitro, las tres cepas y el aislamiento de la muestra de suelo del cerro El
Volcan de Trichoderma spp. demostraron una actividad antagonica efectiva con Pythium
sp., R. solani y F. oxysporum. Las cepas de Trichozam®, Mycobac® y el aislamiento
fueron las que mejor crecimiento tuvieron sobre los patdégenos, demostrando la mejor
actividad antagénica.

Estudios microscépicos de la interaccién de 7. harzianum. con R. solani mostraron el
mecanismo de accién por microparasitismo. Al parecer, las hifas del antagonista
penetraron las hifas del patégeno y realizan un ahorcamiento que pudo haber sido
precursor de la lisis que limita el crecimiento del patégeno.

Estudios microscépicos de la interaccion de T. harzianum con F. oxysporum sugieren un
mecanismo fisico de accién por ahorcamiento y competencia de espacio. 7. harzianum
alcanzo6 al hongo susceptible y sus hifas se enrollaron alrededor de las hifas del patégeno,
o crecieron a lo largo de las hifas, formando estructuras morfolégicamente similares a
apresorios.



RECOMENDACIONES

Realizar pruebas in vitro de distintas concentraciones de conidias de 7. harzianum del
producto biolégico Trichozam® para controlar Pythium sp., R. solani y F. oxysporum.

Realizar pruebas en invernadero o en una casa malla similares a las realizadas en la
laboratorio con las cepas y aislamientos de Trichoderma spp.

Realizar un andlisis microscopico del mecanismo de accién de 7. harzianum sobre
Pythium sp.

Utilizar técnicas bioquimicas para identificar sustancias producidas por 7. harzianum en
el antagonismo de los patégenos Pythium sp., R. solani y F. oxysporum.

Evaluar los aislamientos con mejores resultados, en condiciones controladas in vitro.
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