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RESUMEN

Coérdova Zapata, Maria Isabel. 2003. Biocontrol de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
por Trichozam® (Trichoderma harzianum) y Mycoral® (micorriza vesiculo arbuscular) en
el cultivo de tomate. Proyecto Especial de Graduacion de Ingeniero Agrénomo.
Zamorano, Honduras. 30 p.

La marchitez vascular del tomate es producida por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.
El hongo sobrevive en restos de cultivo de una temporada a otra, es favorecido por
temperaturas célidas y alta humedad relativa. Una respuesta positiva a este problema es la
utilizacion de organismos biocontroladores de enfermedades como Trichoderma
harzianum y micorriza (VAM). El objetivo de este estudio fue determinar si la marchitez
vascular del tomate puede ser manejada biologicamente con Trichozam® y Mycoral®. Se
realizaron analisis in vitro y en casa malla. Se utiliz6 un disefio factorial 2 x 4 distribuido
en parcelas divididas con 7 repeticiones por tratamiento. Las variables evaluadas fueron:
severidad, numero de hojas por planta, porcentaje de: hojas cloréticas, hojas muertas,
hojas marchitas y colonizacion de micorriza en las raices tratadas. Para el ensayo in vitro,
se realizaron observaciones microscopicas a cultivos conjuntos en cdmara himeda de T.
harzianum y F. oxysporum f. sp. lycopersici. El porcentaje de doblez de las hojas presentd
diferencias entre el tesigo enfermo y los demas tratamientos, comprobandose asi que
Trichozam®, Mycoral® y la combinacion de los dos ejercieron control. Se determiné que
la velocidad de crecimiento de T. harzianum es mayor a la de F. oxysporum f. sp.
lycopersici, ademas se observd que las esporas de T. harzianum tienen cierto tipo de
energia kinética que les permite movilizarse, se adhieren a las hifas de F. oxysporum f. sp.
lycopersici y producen hifas que se enrollan en las hifas del patégeno, ofreciendo asi un
control mecanico.

Palabras clave: Biocontrol, fungoresistencia, inhibicidn, marchitez, patégeno del suelo.

Abelino Pitty, Ph. D
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INTRODUCCION

En la actualidad, uno de los principales problemas del medio ambiente es la utilizacion
desmedida de fungicidas y fumigantes, que en muchas ocasiones desarrollan
fungoresistencia, contaminacion ambiental y toxicidad.

Dentro de los organismos que causan enfermedades en plantas, el género Fusarium
agrupa el mayor nimero agentes causales de enfermedades de las plantas y es el género de
mayor difusion en el mundo. Se ha comprobado que estos organismos son responsables de
un sinnimero de alteraciones incluyendo marchitez, pudricion de las raices y tallos de
diferentes cultivos, y enfermedades en alméacigos (“damping—off” o mal del talluelo). De
todas las alteraciones, la mas importante es la marchitez (Torufio, 1999).

La marchitez vascular del tomate, causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, se
encuentra distribuida en todo el mundo causando grandes pérdidas en el cultivo. EI hongo
sobrevive en restos de cultivo de una temporada a otra y posee estructuras de resistencia
que le permiten perdurar en el suelo por espacio de seis afios. Es favorecido por
temperaturas calidas asociada a alta humedad relativa. EI hongo penetra en la planta a
nivel del suelo ya sea por el tallo o por las raices superficiales y luego es trasladado por
haces vasculares a toda la planta (Gonzélez, 2003).

Una respuesta positiva y concreta a la campafia mundial de “limpieza del planeta”, es la
utilizacion de control bioldgico de enfermedades de plantas a través de microorganismos
antagonicos competitivos. Especies del género Trichoderma han merecido la atencion
méaxima como agente de biocontrol de patdégenos fangicos de suelo (Stefanova, 1999).

Trichoderma es un hongo hiperparasito que se encuentra naturalmente en todos los suelos
(Lardizabal, 2002) y actta por medio de una combinacion de competencia por nutrientes,
produccion de metabolitos antifingicos y enzimas hidroliticas, y micoparasitismo.
Ademas, produce sustancias promotoras del crecimiento de las plantas. El hongo coloniza
las semillas y protege las plantulas en la fase post-emergente de patdgenos fungicos y la
aplicacion directa al suelo ofrece ademas una proteccion mayor a los cultivos (Stefanova,
1999).

En Cuba, a partir de 1990, se efectuaron diversos estudios dirigidos al biocontrol de
hongos del suelo de tabaco, hortalizas y otros cultivos con aislamientos de Trichoderma
que fueron seleccionados in vitro por su elevada capacidad hiperparésita. Posteriormente
fueron utilizados en forma de biopreparados para combatir Phytophthora nicotianae,
Phytophthora capsici, Rhizoctonia solani y otros fitopatdgenos en condiciones de campo,
obteniendo resultados satisfactorios (Stefanova et al., 1999).
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Al igual que Trichoderma, los hongos micorrizicos arbusculares, por su efecto como
agentes de bioregulacion del crecimiento, biofertilizantes y biocontrol, han tenido especial
atencion para el control bioldgico de enfermedades (Alarcén y Ferrera - Cerrato, 1999).

Segun Raddatz (2001), las plantas en las que se ha probado la Micorriza Vesiculo-
Arbuscular (VAM), presentan un mayor crecimiento radicular y foliar, mejor absorcién de
fésforo y otros nutrimentos, mayor tolerancia a enfermedades del suelo y al ataque de
parasitos, mejor tolerancia a la falta de agua, mejor estructura del suelo al agregar las
particulas en torno a la raiz y mayor produccion de hormonas estimulantes del
crecimiento. La penetracion de micorriza al hospedero ocurre en la raiz por medio de una
hifa o apresorio que es el extremo hinchado de la hifa.

Investigaciones recientes han demostrado que plantas inoculadas con hongos formadores
de micorriza, especialmente del género endomicorriza, incrementan la resistencia a varias
enfermedades radiculares y la micorriza puede actuar como un agente efectivo de
biocontrol contra Fusarium oxysporum, P. parasitica, F. solani y Rhizoctonia solani
(Alarcén y Ferrera - Cerrato, 1999).

Hasta el momento MYCORAL® ha sido probado exitosamente en el incremento de
rendimientos y manejo de enfermedades de diferentes cultivos de hortalizas, forestales,
frijol y café, en condiciones experimentales controladas en invernadero. También se ha
podido comprobar el efecto positivo de MYCORAL® en la adaptacién al campo de
plantas de banano (Musa spp.) producidas in vitro, en Zamorano. (Dominguez y Arias,
2003).

En el presente estudio se evalud el efecto que las dosis comerciales de TRICHOZAM®
(Trichoderma harzianum) producido por el Laboratorio de Control Bioldgico de
Zamorano y MYCORAL® (micorriza vesiculo arbuscular) producido por el Laboratorio
de Biofertilizacion de Zamorano, ejercen sobre la marchitez vascular de tomate
ocasionada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Ademas se evaluo la interaccion y
el mecanismo de proteccion que tiene Trichoderma harzianum con F. oxysporum f. sp.
lycopersici en condiciones controladas de laboratorio.

OBJETIVOS
Objetivo general

» Determinar si la enfermedad producida por F. oxysporum f. sp. lycopersici en plantas
de tomate, puede ser manejada bioldgicamente con aplicaciones de TRICHOZAM®,
producto comercial que contiene T. harzianum y MYCORAL®, producto comercial
que contiene tres especies seleccionadas de micorriza vesiculo arbuscular (Glomus,
Acaulospora y Entrephospora).
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Objetivos especificos

>

Validar la patogenicidad de un aislamiento de F. oxysporum f. sp. lycopersici obtenido
de tomate con marchitez vascular mediante los postulados de Koch.

Determinar si existe una inhibicion en el desarrollo de F. oxysporum f. sp. lycopersici
in vitro, en presencia de T. harzianum y determinar el mecanismo de inhibicion.

Determinar si la marchitez producida en plantas de tomate inoculadas con F.
oxysporum f. sp. lycopersici puede ser controlada en la casa malla con aplicaciones de
T. harzianum y micorriza vesiculo arbuscular.

Determinar si existe alguna interaccion entre T. harzianum y micorriza para controlar
la enfermedad de marchitez vascular.
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MATERIALES Y METODOS

LOCALIZACION DEL EXPERIMENTO

El experimento fue realizado en la casa malla y en el laboratorio de Diagnostico
Molecular de Fitopatologia de la carrera de Ciencia y Produccion Agropecuaria de la
Escuela Agricola Panamericana, Zamorano — Honduras. Zamorano se encuentran
ubicadas a 14 ° latitud Norte y 87 ©° latitud Sur, a 800 msnm, presenta una temperatura
promedio anual de 22 ° C y una precipitacién promedio anual de 1100 mm.

PRUEBA DE PATOGENICIDAD

Postulados de Koch

Se siguieron los postulados de Koch mediante cuatro pasos:
» Postulado 1

Se observaron y colectaron muestras de plantas que presentaban sintomas caracteristicos
de esta enfermedad (marchitez general de la planta, amarillamiento unilateral de las hojas,
doblez hacia abajo del peciolo de las hojas) (Figuras 1 y 2) en plantas de tomate de la
variedad Bute, en la zona de Danli — Honduras. Estas plantas tenian 76 dias de edad
cuando se hizo el anlisis visual.

» Postulado 2

Se aisl6 el patdgeno en cultivo puro haciendo cortes en secciones del tallo que
presentaban necrosis en el xilema. Los cortes fueron sembrados en medio de cultivo de
PDA (papa dextrosa agar).

» Postulado 3

Una vez que se identificaron la morfologia y las estructuras caracteristicas de F.
oxysporum mediante observacién microscépica, se procedié a inocular plantas de tomate
sanas de la misma variedad. Para esto se utiliz6 una solucién de F. oxysporum f. sp.
lycopersici de 6.08 x 10° esporas/ml (Anexo 1). Las plantulas fueron proporcionadas por
la Zamoempresa de Cultivos Intensivos (ZECI) a los 21 dias después de sembradas. El
suelo estaba compuesto de tierra y compost. Este sustrato fue proporcionado por el
laboratorio de biofertilizacion de Zamorano y fue esterilizado a 121°C durante 30 minutos
en un autoclave. Se hizo la inoculacion en el suelo tres dias antes del transplante.
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> Postulado 4

Las plantas inoculadas mostraron los mismos sintomas de infeccion que las plantas del
Postulado 1. De estas plantas se reaislé el patdgeno en cultivo puro a partir del hospedero
inoculado y enfermo, ratificandose los sintomas observados en las primeras plantas.

Figura 1. Marchitez de la planta Figura 2. Doblez de las hojas causado
ocasionada por F. oxysporum f. sp. lyco- por F. oxysporum f. sp. lycopersici.
persici.

INTERACCION DE T. harzianum y MICORRIZA (VAM) EN PLANTAS
INOCULADAS CON F. oxysporum f. sp. lycopersici EN CONDICIONES
CONTROLADAS EN LA CASA MALLA

Casa malla

La casa malla se encuentra ubicada en la parte posterior al Departamento de Proteccion
Vegetal de Zamorano. Cuenta con un area de 16 m? y 4 m de altura, esta cubierta por
plastico de color amarillo y saran de 60 % de sombra. Alrededor de la casa malla existe
una barrera viva de 2 m de altura (Anexo 2).

Material hospedero

Se utilizaron 48 plantas de tomate de la variedad Bute. Las semillas fueron sembradas en
el semillero de la ZECI en bandeja de plastico negro con capacidad para 128 plantulas, se
utilizé un sustrato ya preparado y pasteurizado de la marca Sunshine®. La bandeja
permanecio durante tres dias en un cuarto oscuro, para inducir la germinacion y
posteriormente se trasladé a un macrotinel durante 21 dias.



Suelo

El medio utilizado para este experimento estaba compuesto de tierra y compost, y fue
proporcionado por el laboratorio de biofertilizacion de Zamorano. Se realizd el analisis
quimico de nutrientes del medio (Anexo 3). Se esterilizo el suelo a una temperatura de
121°C durante 30 minutos en un autoclave para eliminar cualquier rastro de organismos

vivos. Se utilizaron 84 kg de suelo.

Transplante

El transplante se realiz6 25 dias después de siembra, en maceteros de 6 pulgadas de
didmetro. En este paso se realizaron las inoculaciones de T. harzianum y micorriza,
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respectivamente, de acuerdo a cada tratamiento (Cuadro 1).

Cuadro 1. Tratamientos y dosis de Mycoral® y Trichozam® utilizados en suelo
inoculado y no inoculado con F. oxysporum f.sp. lycopersici. EI Zamorano,Honduras.

2003.
Presencia
Trat. de Tratamiento Concentracioén Dosis Aplicacién
No. F. oxys-
porum
Tl Si Testigo
Absoluto
T2 Si MYCORAL® 40 esporas/100g 50 g/pilén Bajo el pilon
al transplante
T3 Si TRICHOZAM®  5x10%conidios/g 20 mg/pilén  Adherido al
pilon al
transplante
T4 Si MYCORAL® 40 esporas/100 g 50 g/pildn Bajoy
+ adherido al
TRICHOZAM®  5x108conidios/g 20 mg/pilén  pildn al
transplante
T5 No Testigo
Absoluto
T6 No MYCORAL® 40 esporas/100 g 50 g/pilén Bajo el pilon
al transplante
T7 No  TRICHOZAM® 5x10® conidios/g 20 mg/pilén Adherido al
pilon al
transplante
T8 No MYCORAL® 40 esporas/100 g 50 g/pilén Bajoy
+ adherido al
TRICHOZAM®  5x108 conidios/g 20 mg/pilén  pilén al

transplante
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Inoculacién

Se utilizo la generacion F2 del aislamiento primario (cepa madre o F1) obtenido de los
Postulados de Koch anteriormente mencionados. Para elaborar el inoculo se licuaron
durante tres segundos, 1000 ml de agua esteéril junto con el contenido de 5 platos petri de
cultivo puro de F. oxysporum f. sp. lycopersici sembrado en PDA. Seguidamente, con
ayuda de una pipeta pasteur se extrajo una alicuota de la solucién previamente agitada
para realizar el conteo de conidias utilizando un hematocimetro y un microscopio de luz
con magnificacion de 40X. Se realizaron dos lecturas para establecer un promedio de
0.9x10° esporas/ml.

El suelo fue inoculado con el patdégeno tres dias antes del transplante. Para esto, se
utilizaron 100 ml de inoculante por cada 1.5 kg. de suelo que contenia cada macetero. Se
mantuvo una humedad constante en los maceteros para facilitar la colonizacion del
patdgeno.

Para la micorriza se utilizé una dosis de 50 g de producto comercial Mycoral® por pilén,
agregando éste en la base del pilon al momento del transplante. La concentracion de
Mycoral® es de 40 esporas por 100 g de suelo.

Para T. harzianum, se realizé una solucién de 1.12 g de producto comercial Trichozam®
con 1 L de agua; esta concentracion se calculd con base en la cantidad de producto
comercial que se utilizaria para una plantacion de tomate en una hectérea, utilizando la
dosis de 500 g/ha. Posteriormente se sumergieron los pilones de las plantas en la solucion
durante 10 min. antes del transplante.

Fertilizacion

Hasta los 40 dias de edad, las plantas fueron fertilizadas foliarmente con una solucién de
Triple 20®, utilizando una dosis de 2g/L de agua. Durante los primeros 25 dfas se fertiliz
mediante el riego por nebulizacion en el macrotdnel del semillero, y en la casa malla se
fertiliz6 con un atomizador manual, en horas de la mafiana a un intervalo de tres dias por
semana, esta fertilizacion no se hizo con base en los requerimientos nutricionales del
cultivo, por lo tanto, como se vera en los resultados, esta fertilizacion resultd insuficiente
y caus6 amarillamiento en las hojas.

Riego

El riego se suministro en horas frias de la mafiana o de la tarde, manteniendo una
humedad uniforme en el suelo. Se utilizé agua potable que abastece las instalaciones de
Zamorano.

Control de plagas.

A los 45 dds se hizo una aplicacién de Neem®, dosis de 4 cc/L de agua para el control de

mosca blanca. A los 60 dds se aplicé Confidor® (Imidacloprid), dosis de 1g/L de agua.
Las dos aplicaciones se hicieron con un atomizador manual cubriendo toda el area foliar.
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Disefio experimental

El experimento fue establecido con un disefio factorial 2X4 distribuido en parcelas
divididas. Las parcelas principales fueron: las parcelas inoculadas con el patdgeno y las
parcelas sanas a las cuales se les aplicaron los diferentes tratamientos de Mycoral®,
Trichozam®y la combinacion de los dos productos. Cada tratamiento tenia 7 repeticiones.
Los tratamientos se mantuvieron separados espacialmente (1 m) para evitar
contaminacion cruzada entre tratamientos (Anexo 4).

Para el anlisis estadistico se utilizo el programa MINITAB® con un nivel de significancia
0.10.

Variables analizadas

A los 68 dds, se analizaron los siguientes sintomas de las plantas: numero de hojas por
planta, % de clorosis en las hojas, % de hojas muertas, % de hojas marchitas, % de doblez
de las hojas y severidad de marchitamiento vascular.

» Numero de hojas por planta

Se realiz6 un conteo desde la primera hoja basal hasta la ultima hoja, incluyendo
en esta variable las hojas muertas.

> Porcentaje de clorosis de las hojas
Para esto se tomd en cuenta las hojas que presentaron clorosis total, debido a que
no se pudo diferenciar la clorosis unilateral de las hojas caracteristica de esta
enfermedad.

> Porcentaje de hojas muertas

Se tomaron en cuenta las hojas totalmente secas, ya sea que se desprendieron 0 no
de la planta.

» Porcentaje de hojas marchitas
Se tomaron en cuenta las hojas que presentaban decaimiento y baja turgencia.
» Severidad
El analisis de severidad de la enfermedad se determind una escala de valores que
indicaba el grado de enfermedad tomando en cuenta el porcentaje de las variables
anteriores (Figura 3).
Escala:

0: plantas sanas 2: dafio moderado
1: dafio leve 3: dafio severo



20

B

Planta sana Dafio leve Dafio moderado Dafio severo

Figura 3. Sintomas de marchitez en plantas de tomate causada por F. oxysporum f.sp.
lycopersici. Empezando desde la izquierda, planta sana, planta con dafo leve, planta con
dafio moderado y planta con dafio severo.

Se extrajeron las plantas con raiz del macetero, se elimind la tierra adyacente a la
raiz y se midieron las plantas desde la punta de la raiz principal hasta el brote
apical. Seguidamente se hizo un corte longitudinal de la raiz, tallo y hojas de la
planta, se identificaron las secciones del xilema necrosadas por la enfermedad y se
las midié (cms) con el fin de confirmar la presencia de F. oxysporum f. sp.
lycopersici.

» Porcentaje de colonizacion de micorriza arbuscular

Se extrajeron 10 porciones de raices secundarias de todas las plantas y una
muestra homogénea de 100 g de suelo por tratamiento para el conteo de esporas.
Se utilizé el método de tincion con azul de tripano al 0.05% para clarificar y tefiir
muestras de raices (Figura 4). Se utilizé el protocolo de A. G. Jarstfer (Universidad
de Florida) en el laboratorio de Biotecnologia de Zamorano (Anexo 5).

Figura 4. Vesiculas de micorriza en raices de tomate.
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» Prueba de presencia de T. harzianum

Se sumergieron las raices de todos los tratamientos en agua destilada por 10
minutos. Seguidamente, con ayuda de un asa, se extrajo una muestra del contenido
previamente agitado y se sembré en PDA.

EVALUACION DEL MECANISMO DE INHIBICION DE T. harzianum CONTRA
F. oxysporum f. sp. lycopersici (In vitro)

La evaluacion de la inhibicion de F. oxysporum f. sp. lycopersici por T. harzianum se
realizé en el laboratorio de Fitopatologia de Zamorano. Para el aislamiento y cultivo de
los hongos se mantuvo una asepsia proporcionada por mecheros Bunsen y alcohol al 70%.
Los cultivos se mantuvieron a temperatura ambiente (22 °C).

Aislamiento de patdgeno

Se realiz6 el aislamiento de F. oxysporum f. sp. lycopersici de plantas de tomate
anteriormente inoculadas con el patégeno. Se utilizé un medio de crecimiento artificial de
PDA (Papa Dextrosa Agar).

Reproduccion de T. harzianum

T. harzianum se resembré en PDA como medio de cultivo. La cepa madre fue
proporcionada por el Laboratorio de Control Bioldgico de Zamorano.

Analisis microscopico para observar el mecanismo de inhibicién

Para poder observar la interaccion y asi inferir en el mecanismo de inhibicion entre F.
oxysporum f.sp. lycopersici y T. harzianum se disefié un arreglo especial de camara
himeda (Figura 5). 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
colocd un soporte hecho con una varilla de vidrio doblado en forma triangular para
separar un portaobjeto del papel filtro. En el portaobjeto se colocaron 1000 microlitros de
PDA, se sembraron los dos hongos, en dos puntos separados uno del otro y seguidamente
se coloco un cubreobjeto sobre el PDA, a los dos dias se observo el crecimiento y la
interaccion entre los dos hongos. Para la observacion se utilizé un microscopio de luz con
magnificacion de 40X y 100X.
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Figura 5. Disefio de camara humeda y medio de cultivo (PDA) para el estudio de
mecanismos de inhibicion de T. harzianum a F. oxysporum f. sp. lycopersici

Evaluacion de la inhibicion del crecimiento de F. oxysporum f. sp. lycopersici
mediante T. harzianum

Para medir el crecimiento se sembraron F. oxysporum f. sp. lycopersici y T. harzianum en
un mismo plato petri provisto de PDA, se colocaron pequefias dimensiones de los hongos
a una distancia de 10 cm entre ellos y seguidamente se midié el crecimiento en cm?
mediante una cuadricula. La toma de datos fue hecha dos dias después de la siembra y a
partir de esto diariamente durante 5 dias seguidos en horas de la tarde (4 — 5 PM).

En esta fase se observo la rapidez de crecimiento de los hongos y el mecanismo de
interaccion entre estos (Figura 6). Se utilizdé un analisis de regresion lineal mediante el
programa estadistico MINITAB®.

Callion #e Fusanom srirgarem §up byaporns (bhemal
o Tatubires pumgnn {oed
" s

Figura 6. Evaluacion del crecimiento de F. oxysporum f. sp. lycopersici y Trichoderma
harzianum.
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RESULTADOS Y DISCUSION

PRUEBA DE PATOGENICIDAD

Se identificaron la morfologia y las estructuras caracteristicas del hongo F. oxysporum f.
sp. lycopersici.

Las plantas inoculadas con el patdgeno mostraron sintomas leves de marchitez y el
reaislamiento del patégeno confirmo la presencia de F. oxysporum f. sp. lycopersici.

INTERACCION DE T. harzianum y MICORRIZA (VAM) EN PLANTAS
INOCULADAS CON F. oxysporum f. sp. lycopersici EN CONDICIONES
CONTROLADAS EN LA CASA MALLA

En esta etapa del experimento se analizaron los cambios fisiologicos que sufre la planta al
ser infectada por el patégeno.

Se tuvieron dos problemas o alteraciones en el ensayo: primero, la cantidad de luz vy
temperatura en la casa malla no fueron uniformes para todas las plantas ya que a su
alrededor se encuentra una barrera viva que obstaculizé la entrada de luz en las primeras
dos semanas después del transplante a las plantas no inoculadas por el patégeno, ademas
un tercio del techo estaba cubierto parcialmente por plastico sin saran, lo que aumento la
temperatura en la casa malla en horas del medio dia (28 - 30 °C). Segundo, se tuvo la
presencia de mosca blanca que ocasiono la infeccidn de virus en algunas plantas.

No se tomaron en cuenta estos factores de variabilidad de condiciones ambientales al
momento de plantear el disefio estadistico, que como se vera dentro de las
recomendaciones no es el mejor para este tipo de analisis. Todas las variables que se
analizan a continuacion se pueden observar en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Separacion de medias de los tratamientos inoculados y no inoculados con F.
oxysporum f.sp. lycopersici en plantas de tomate. EI Zamorano, Honduras. 2003.

Severi- Hojas Hojas Hojas Hojas
Tratamientos dad dobladas cloréticas marchitas muertas NuUmero
(escala) (%) (%) (%) (%) de hojas

No inoculados con
F. oxysporum f.sp. 0.60 a* 1.92 a 1032 a 3.20 a 121 a 1267 a
lycopersici

Inoculados con F.
oxysporumf.sp. 123 b 1112 b 1400 b 524 b 1117 b 1364 a
lycopersici

* Letras iguales no presentan diferencias significativas bajo la prueba Tukey (P<0.10)
Severidad

Se observo diferencia entre las plantas que se inocularon con F. oxysporum f. sp.
lycopersici y las plantas que no lo fueron.

Entre los tratamientos que se aplicaron a las plantas inoculadas con F. oxysporum f. sp.
lycopersici no se observaron diferencias, esto se atribuye a que la variable de severidad
fue considerada como la conjuncidon de las variables que se mencionaran posteriormente,
por lo tanto, factores que se presentaron en la ejecucion del ensayo como falta de
fertilizacion adecuada, diferente grado de luz y presencia de virus pueden alterar o
enmascarar los valores obtenidos. Para evitar este inconveniente, se recomienda realizar
un disefio de bloques completamente al azar, el mismo que disminuira el grado de error
provocado por la desuniformidad de las condiciones en la casa malla.

Porcentaje de doblez en las hojas

Se observo diferencia significativa entre tratamientos inoculados y no inoculados con el
patogeno, ademas se presentaron diferencias entre el testigo enfermo y los tratamientos de
Mycoral®, Trichozam® y la combinacién de estos dos productos (Cuadro 3). Esta
diferencia nos demuestra que las plantas del testigo enfermo presentaron el mayor
porcentaje de doblez en las hojas. Se determina entonces que el sintoma de doblez es el
que caracterizd6 mayormente la presencia de la enfermedad en este estudio al comparar
los resultados del testigo enfermo con los del testigo sano.
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Cuadro 3. Analisis del sintoma de doblez de las hojas causado por F. oxysporum f. sp.
lycopersici en plantas de tomate. EI Zamorano, Honduras. 2003.

TNrat Presencia de F. Tratamiento Hojas con doblez
0. oxysporum
Tl Si Testigo Enfermo 20.4 a*
T2 Si MYCORAL® 75b
T3 Si TRICHOZAM® 7.8b
T4 Si MYCORAL® + 86b
TRICHOZAM®
T5 No Testigo Sano 00b
T6 No MYCORAL® 0.0b
T7 No TRICHOZAM® 3.6b
T8 No MYCORAL® + 40b
TRICHOZAM®

* Letras iguales no presentan diferencias significativas bajo la prueba Tukey (P<0.10).

Los tratamientos T2, T3 y T4, todos con inoculacién de F. oxysporum f.sp. lycopersici no
presentaron diferencia entre ellos, pero si fueron diferentes al testigo enfermo, lo que nos
demuestra que tanto Mycoral®, como Trichozam® ejercen control sobre el patégeno.
Ademas estos tratamientos (T2, T3 y T4) se desempefiaron de la misma manera que los
tratamientos no inoculados.

Estos resultados se atribuyen a que Mycoral® contiene tres aislamientos de micorriza
(Glomus, Acaulospora y Entrophospora) que hacen que la planta sea mas vigorosa, y por
lo tanto mas resistente al ataque de patdgenos; por otro lado, micorriza se coloca en
puntos especificos de la planta donde por lo general se inserta el patégeno (principio de
Ilave y cerradura) impidiendo asi la infeccion del patdgeno (Raddatz, 2001).

Trichozam® por su parte también ejercié cierto tipo de control sobre el patdgeno,
ratificandose asi sus propiedades de antagonista (Stefanova, 1999).

No se pudieron determinar diferencias entre los tratamientos de Mycoral®, Trichozam® y
la interaccion de éstos, esto se atribuye a que tanto micorriza como T. harzianum a pesar
de que ejercieron algun tipo de control, no tuvieron el tiempo necesario para establecerse
correctamente. Para evitar este error se debe realizar primero la inoculacion con los
productos al pilon de las plantas y después de 3 dias realizar la inoculacion del patdégeno
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en el suelo, asi los productos tendran tiempo de establecerse en la raiz y se podra
diferenciar su desempefio individualmente®.

Porcentaje de clorosis de las hojas

Se presentd diferencia significativa entre los tratamientos inoculados y no inoculados con
el patogeno. Los tratamientos que presentaron mayor porcentaje de hojas cloréticas fueron
los tratamientos inoculados.

Segun Jones (1997), el primer sintoma que se detecta en la enfermedad del
marchitamiento vascular es el amarillamiento unilateral de las hojas viejas; en este
experimento, no se pudo diferenciar claramente este sintoma en particular, por lo cual, se
tomé en cuenta el amarillamiento total de las hojas, el mismo que se adjudica a la falta de
fertilizacion adecuada.

Como se mencionO anteriormente, micorriza y T. harzianum no tuvieron el tiempo
necesario para su establecimiento adecuado, es por eso que no se observan diferencias
entre los tratamientos con estos productos.

Porcentaje de hojas marchitas

Se presentaron diferencias entre los tratamientos inoculados y no inoculados con el
patdgeno. Vale la pena recalcar, que como se menciond anteriormente, la casa malla no
contd con condiciones uniformes de luz y temperatura. En éste caso, las plantas con los
tratamientos inoculados con el patdgeno estuvieron expuestas a altas temperaturas y
cantidad de luz, a diferencia de los tratamientos no inoculados, es por esto que, el
porcentaje de hojas marchitas no se atribuye mayormente a la presencia del patdégeno, sino
a la diferencia de condiciones que tuvieron los tratamientos. Se reitera que para este tipo
de ensayos es conveniente realizar un disefio de bloques completamente al azar para
eliminar en su mayoria en efecto de la desuniformidad de condiciones de la casa malla.
Porcentaje de hojas muertas

Se observaron diferencias entre los tratamientos inoculados con el patdégeno y los
tratamientos no inoculados. Como se menciono en el analisis de la variable anterior, esto
pudo darse por la diferencia de condiciones en la casa malla; de igual manera, no se
presentaron diferencias entre los tratamientos de  Mycoral®, Trichozam® y la interaccién
de éstos debido a la falta de tiempo para el establecimiento adecuado de los hongos.

Numero de hojas por planta

Para esta variable, no se observé diferencia significativa entre los resultados promedios de
los tratamientos inoculados y no inoculados con el patdégeno (Cuadro 3), pero si se
observo diferencia entre el tratamiento T4 (F. oxysporum + Mycoral® + Trichozam®)
que presentd mayor numero de hojas, con el tratamiento T8 (Sano +Mycoral® +
Trichozam®) que las presentd en menor nimero (Cuadro 4).

! Raddatz, E. 2003. Establecimiento de micorriza (Entrevista). EI Zamorano, Honduras.
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Cuadro 4. Analisis del niamero de hojas de plantas de tomate inoculadas y no inoculadas
con F. oxysporum f. sp. lycopersici. EI Zamorano, Honduras. 2003.

Trata- Presencia de
miento F. oxysporum Tratamiento No. Hojas
No.
T1 Si Testigo Enfermo 12.2 ab*
T2 Si MYCORAL® 14.4 ab
T3 Si TRICHOZAM® 12.7 ab
T4 Si MYCORAL® + 15.1a
TRICHOZAM®
T5 No Testigo Sano 134 ab
T6 No MYCORAL® 12.7 ab
T7 No TRICHOZAM® 13.0 ab
T8 No MYCORAL® + 115b
TRICHOZAM®

* Letras iguales no presentan diferencias significativas bajo la prueba Tukey (P<0.10)

Este resultado no fue lo que se esperaba, pero pudo deberse a que la cepa del patégeno no
fue tan virulenta como se creia y no infecté la planta de tal forma que esta variable fuese
afectada. Esta hipotesis se basa también en que el testigo enfermo no present6 sintomas

severos en la mayoria de las variables analizadas (Cuadro 5).

Cuadro 5. Resultados promedios de las variables que se analizaron en el bioensayo. El
Zamorano, Honduras. 2003.

F. Hojas Hojas  Hojas Seve-
Trat  oxys- No. Cloré- Marchi- Muer- Hojas ridad
No. porum  Tratamiento Hojas ticas tas tas Doblez (Esca
(%) (%) (%) (%) |2)
T1 Si Testigo Enfermo 12.2 9.6 6.9 12.8 20.4 1.38
T2 Si MYCORAL® 144 121 3.2 7.6 7.5 0.98
T3 Si  TRICHOZAM® 127 172 3.3 11.2 7.8 1.15
T4 Si MYCORAL®+ 151 16.2 1.4 12.9 8.6 141
TRICHOZAM®
T5 No Testigo Sano 134 101 5.1 0.0 0.0 0.54
T6 No MYCORAL® 12.7 96 4.0 1.1 0.0 0.51
T7 No TRICHOZAM® 130 103 23 3.6 3.6 0.71
T8 No MYCORAL® + 115 11.2 11 0.0 4.0 0.64

TRICHOZAM®
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Algunas cepas de patogenos pierden virulencia con el tiempo, debido al almacenamiento
pronunciado y condiciones de almacenamiento no aptas, hay que tomar en cuenta que la
cepa de F. oxysporum f.sp. lycopersici se encontraba almacenada por lo menos 6 meses
antes de la inoculacion a una temperatura de 4 °C en medio de cultivo de PDA, se asume
que durante este tiempo, el patdgeno perdio cierto grado de virulencia ya que no se
expresaron los sintomas de marchitez a nivel severo.

Porcentaje de colonizacion de micorriza

Mediante la implementacién del protocolo de tincion con azul de tripano al 0.05%, se
pudo observar el porcentaje de infeccidn de la micorriza en raices de las plantas de tomate
que fueron expuestas a los tratamientos en los que intervino la micorriza, también se
utilizaron los testigos absolutos (sin micorriza) para verificar cualquier caso de
contaminacion (Cuadro 6).

Para las plantas no inoculadas (Testigos Absolutos) con micorriza no se tuvo ninguna
infeccion, confirmando asi que no existié contaminacion de micorriza en los tratamientos.

Las plantas que crecieron en suelo infestado de F. oxysporum f. sp. lycopersici que si
fueron inoculadas con la micorriza presentaron una diferencia significativa entre el
tratamiento T2 (F. oxysporum + micorriza) y T4 (F. oxysporum + micorriza + T.
harzianum). El mayor porcentaje de infeccion de micorriza se presento en el tratamiento
T2 seguido del tratamiento T4.

En el caso de las plantas que crecieron en suelos libres del patégeno F. oxysporum f. sp.
lycopersici, los tratamientos T6 (Sano + micorriza) y T8 (Sano + micorriza + T.
harzianum) obtuvieron diferencias entre los ellos, presentando un porcentaje mayor de
infeccion de micorriza el tratamiento T8 seguido del tratamiento T6.

Cuadro 6. Porcentaje de infeccion de micorriza en plantas de tomate. EI Zamorano,
Honduras. 2003.

No. F. oxysporum Tratamiento Infeccion (%)

Tl Si Testigo Absoluto 0 c

T2 Si MYCORAL® 96 a

T4 Si MYCORAL® + 26 b
TRICHOZAM®

T5 No Testigo Absoluto 0c

T6 No MYCORAL® 52 b

T8 No MYCORAL® + 85 a
TRICHOZAM®

* Letras iguales no presentan diferencias significativas bajo la prueba Tukey (P<0.10)
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Los tratamientos que no tuvieron diferencia y con mayor porcentaje de infeccion de
micorriza fueron el T2 y T8, que se puede atribuir a la competencia que tuvo micorriza
por los exudados de las plantas y que estuvo representada ya sea por F. oxysporum ¢ por
T. harzianum, pero no los dos a la vez, para los dos casos micorriza prevalecid sobre
éstos.

Tampoco tuvieron diferencia significativa los tratamientos T4 y T6, para el caso de T4 el
porcentaje de infeccion es menor debido a que presenta dos competidores, el patdgeno y
T. harzianum juntos, aqui la competencia por exudados de las plantas es alta y es por esto
que el porcentaje de infeccion de micorriza se ve afectado. En el tratamiento T6 se asume
que la inoculacion de micorriza no fue realizada correctamente, debido a que, que por lo
general se espera que en este ambiente libre de patdgenos o agentes extrafios el
establecimientos de micorriza sea mayor (Raddatz, 2001).

Deteccion de presencia de T. harzianum

Se detectd la presencia de T. harzianum en los tratamientos que fueron inoculados con
este hongo. Se obtuvo un crecimiento abundante en medio de cultivo artificial de PDA.
EVALUACION DE LA INHIBICION DE CRECIMIENTO DE F. oxysporum f. sp.
lycopersici MEDIANTE T. harzianum.

Se evaluaron los datos mediante un analisis de regresion que produjo dos ecuaciones, las

mismas que indican las velocidades de crecimiento de los dos hongos en un medio
artificial de crecimiento como PDA (Figura 7).
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Figura 7. Curva de crecimiento de F. oxysporum f. sp. lycopersici y T. harzianum en
competencia
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Crecimiento de T. harzianum = -78.0029 + 55.3779 (dfas) - 5.99023 (dias®)
(r* =0.95; P<0.001)

Crecimiento de F. oxysporum = -8.99305 + 6.58486 (dias) - 0.667955 (dias?)
(r* =0.86; P<0.001)

Donde dias = numero de dias de haberse inoculado en PDA.

Se observ6 un crecimiento mas rapido y agresivo en T. harzianum a diferencia que F.
oxysporum f. sp. lycopersici. Esto se debe a que T. harzianum tiene un tiempo corto de
esporulacion y aprovecha mejor los nutrientes que F. oxysporum. La combinacion de
pequefias cantidades de antibioticos y enzimas liticas de Trichoderma inhiben la
germinacién de esporas y elongacion del tubo germinal del hongo huésped (Herrera —
Estrella, 1998). Ademaés, cuando T. harzianum se pone en contacto con hifas de otro
organismo susceptible, tiende a segregar sustancias supresoras de crecimiento, que hacen
que el otro organismo detenga su crecimiento (Herrera — Estrella, 1998).

A pesar de que F. oxysporum es también un hongo agresivo, no tiene la capacidad para
igualar y mucho menos superar la velocidad de crecimiento de T. harzianum.

Figura 8. Inhibicién del crecimiento de T. harzianum (verde) sobre F. oxysporum f. sp.
lycopersici (rosado) después de 14 dias de sembrados en PDA para distintas repeticiones
del ensayo.
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Mecanismos de inhibicidn

Se observé que T. harzianum tiene una mayor capacidad para invadir el medio artificial de
crecimiento (PDA) con relacion a F. oxysporum.

Microscpicamente, se pudo observar que T. harzianum esporula primero y con mayor
cantidad de esporas que F. oxysporum, y que las esporas de T. harzianum tienen afinidad
a las esporas e hifas del patdgeno. Se observo la tendencia a colocarse en hileras rodeando
las esporas y las hifas (Figura 9). Posteriormente, la espora germina y produce hifas, que
crecen rapidamente y se enrollan alrededor de la hifa del patégeno ofreciendo un bloqueo
tanto en espacio como en nutrientes para F. oxysporum f. sp. lycopersici.

En estudios realizados mediante microscopia electrénica por Herrera — Estrella en 1998,
se afirma que este enrollamiento ocurre por medio de estructuras en forma de apresorios,
que ayudan a la penetracién de las hifas del patgeno..

Figura 9. Esporas de T. harzianum alinedndose junto a hifas y esporas de F. oxysporum f.
sp. lycopersici

ET: Esporas de T. harzianum

EF: Esporas de F. oxysporum f. sp. lycopersici

HF: Hifas de F. oxysporum f. sp. lycopersici
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Se pudo observar que las esporas de T. harzianum tienen cierto tipo de energia kinética
que les permite desplazarse de un lugar a otro. Esto apoya la teoria en la que se afirma que
T. harzianum posee un crecimiento quimiotropico hacia su huésped (Herrera - Estrella,
1998).
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CONCLUSIONES

La virulencia de la cepa de F. oxysporum f. sp. lycopersici se disminuyé en el
proceso de reaislamiento posiblemente por el almacenamiento prolongado de la
cepa en refrigeracion.

A pesar de la falta de virulencia del patégeno, se tuvieron sintomas ligeros de la
enfermedad producida por F. oxysporum f. sp. lycopersici en plantas de tomate.

El doblez de las hojas resultd ser el sintoma de mejor apreciacion para la
enfermedad de la marchitez vascular en tomate.

La interaccion entre Mycoral® y Trichozam® controlé la enfermedad de marchitez
vascular del tomate en igual grado que Mycoral® y Trichozam® por separado.

Micorriza infecta las raices en mayor cantidad que T. harzianum y F. oxysporum,
pero en conjunto T. harzianum y F. oxysporum dificultan la infeccion de
micorriza.

T. harzianum tiene un crecimiento mas rapido que F. oxysporum en medio
artificial de crecimiento de PDA.

T. harzianum ofrece un bloqueo mecanico para el crecimiento de F. oxysporum.

Las esporas de T. harzianum tiene cierto tipo de energia kinética que les permite
movilizarse en PDA.
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RECOMENDACIONES
Realizar pruebas de campo similares a las realizadas en la casa malla.

Para las pruebas en el campo, donde no es posible la inoculacién por el patogeno,
realizar pruebas que confirmen su presencia.

Evaluar los tratamientos con una cepa de F. oxysporum con una fuerte virulencia
comprobada para observar claramente los sintomas de la enfermedad.

Establecer un sistema de almacenamiento y reactivacion del patdgeno que
disminuya la pérdida de virulencia.

Adecuar la casa malla para estandarizar las condiciones para todo el espacio.

Utilizar el disefio de bloques completamente al azar para eliminar el error
experimental.

Utilizar mayor numero de repeticiones por tratamiento para disminuir el error
experimental.

Realizar pruebas para comprobar presencia de F. oxysporum en el suelo.

Utilizar técnicas bioquimicas para identificar sustancias producidas por T.
harzianum.
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ANEXQOS

Anexo 1. Conteo de esporas de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici.

Materiales

Hemacitometro, pipetas de 1 ml de capacidad, suspension de esporas de Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici.

Procedimiento

El hemacitometro es una pieza de vidrio en forma de H en el centro con dos cdmaras de
conteo. El fondo de cada una de las camaras tiene un rayado de 9 mm dividido en 9
cuadrados principales de 1 mm por cada lado. EI mm? del centro esta dividido en 25
grupos de 16 cuadrados pequefios; cada grupo esta separado por lineas triples. La
superficie reticular se encuentra a 0.1 m debajo del cubreobjetos, por lo tanto, el volumen
del liquido sobre 1 mm? es de 0.1 mm?®.

Coloque el entreobjetos limpio sobre la cdAmara de conteo de tal manera que llegue a estar
en contacto con los altorrelieves de la camara. Con la ayuda de una pipeta deposite una
gota de la suspension de esporas en el margen del cubreobjetos. La gota se deslizara
rapidamente entre el cubreobjetos y el area reticular del portaobjetos. Permita que se
asienten las esporas durante 1 0 2 minutos y observe la distribucion de las esporas. Estas
deben estar uniformemente distribuidas por todos los cuadrados de la cdmara. Se puede
emplear Tween 80 (0.02%) o cualquier otro dispersante para mejorar la distribucion de las
esporas.

Generalmente, las esporas pequefias se cuentan en el mm2 central, el cual estd compuesto
de 25 grupos de 16 cuadrados pequefios. Cada uno de estos grupos mide 0.04 mmz2.
Cuente el nimero de esporas en los 4 grupos de las esquinas y el central. Sume el total de
esporas en los 5 grupos y calcule en nimero de esporas/ml de la siguiente manera:

0.2 mm x 0.2 mm x 0.1 mm = 0.004 mm?®

E 1

5 0.004

x = E x 50 en donde X = No. de esporas / mm3
E = Esporas en los 5 cuadrados de 0.04 mm?.
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Las esporas grandes se cuentan en 5 cuadrados principales de 1 mm de lado: los cuatro de
las esquinas el central. Cada cuadrado mide 1 mm? Cuente el niimero de esporas en los 4
cuadrados de las esquinas y el central. Sume el total de esporas en los 5 cuadrados y
calcule el nimero de esporas/ ml de la siguiente forma:

1mm x Imm x 0.01 mm = 0.1 mm?.
E 1

X= X
5 0.1

X =Ex2endonde, X = No. de esporas/mm>.
E = Esporas en los 5 cuadrados de 1 mm2.

1 ml (cc) = 1000 mm
X =Ex2x1000

X =E x 2000 en donde, X = No. de esporas/ml
E = Esporas en los 5 cuadrados de 1mm?.

Castafio — Zapata, J. 1986. Préacticas de Laboratorio de Fitopatologia. Departamento de
Proteccién Vegetal. Escuela Agricola Panamericana. Zamorano, Honduras. 46 p.
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Anexo 2. Arreglo espacial de tratamientos en casa malla.
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Anexo 3. Anal

LABORATORIC DE SUELOS
Solicitante: MARIA ISABEL CORDOVA RESULTADO DE ANALISIS Fecha de entrada: 6/06/2003
Institucion; EAP. DE SUELOS Fecha de salida: 11/06/2003

Localizacion Aldea Municipio
de la muestra: ZAMGRAND

Departaments; FCO. MORAZAN

Cultivo a sembrar:

Recomendacion: Sj No X

Solucion extractora Mehlich 3: P, K, Ca, Mg, Cu, Fe, Mn, Zn

= e TR e ppm (Extractabie}
# Lab, Muestea Textura | Arenal Limo| Arcilla|(H:0) MO.[Nww| P | K | Ca Mg | S| Cu |Fe|Mi| Zn
Suelo esterlizado
1173 paratomate 6.59[4.8610.25|610] 788 | 3320 | 350

Responsable:
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Anexo 4. Distribucion de tratamientos con y sin inoculo de F. oxysporum f. sp.
lycopersici. EI Zamorano, Honduras. 2003.

In6culo F. oxysporum

Tratamiento Con Sin

Testigo absoluto T1T1I T1T1T1T1T1 T5 T5 T5 T5 T5 T5 T5
Mycoral® T2T2 T2 T2 T2 T2 T2 T6 T6 T6 T6 T6 T6 T6
Trichozam® T3 T3 T3 T3 T3 T3 T3 T7 T7 T7 17 T7 T7 T7

Mycoral® x Trichozam® T4 T4 T4 T4 T4 T4 T4 T8 T8 T8 T8 T8 T8 T8
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Anexo 5. Método para clarificar y tefiir muestras de raices

SUGERENCIAS:

A.

B.

C.

D.

Utilizar equipo apropiado para mayor seguridad y proteccion personal (anteojos,
guantes y delantal).

Utilizar “cassettes” plasticos (denso polymer tissue “cassettes” de Fisher
Scientific) para retener las muestras de raices.

Todas las etapas que incluyan calentamiento de quimicos deben ser manejadas y
supervisadas cuidadosamente.

Lea cuidadosamente todas las instrucciones antes de empezar el proceso.

PROCEDIMIENTO DE CLARIFICACION:

5.

Preparar los “cassettes” con muestras de raices y manténgalos en agua hasta que
todo esté listo para iniciar el proceso.
En un “beaker” vierta una solucion de KOH al 10% de modo que cubra todos los
cassettes.
Caliente el KOH hasta 80 °C de temperatura.
Coloque los cassettes en el KOH caliente durante:
15 minutos para cebolla y otras raices tiernas,
30 minutos para la mayoria de raices (p.e. maiz, gramineas)
Lave con agua cinco veces.

NOTA: Si las muestras de raices tienen pigmentos oscuros (p.e. cafés, negros, morados)
después de clarificarlas con KOH, coloque los cassettes en un beaker con 30% de agua
oxigenada a temperatura ambiente (10 minutos a < 50 °C) hasta que las muestras se
aclaren. Reviselas constantemente para evitar dafios en las estructuras de las raices.
Enjuague cinco veces con agua y proceda. En caso de no tener agua oxigenada, cubra los
cassettes con HCI (5.0 ml) y agua (200 ml). Mezcle y desaglie bien. Repitalo otra vez (no
enjuague los cassettes con agua).

PROCEDIMIENTO DE TINCION:

1.

2.

En un beaker, vierta suficiente cantidad de Azul de Tripano (0.05%) para cubrir
los cassettes.

Caliente el tinte azul sin los cassettes hasta 80 °C de temperatura.

Coloque los cassettes en el tinte caliente y mantenga la temperatura en 80 °C.
Después de 30 minutos, deje enfriar hasta que la temperatura sea menor de 50 °C;
luego filtre el tinte para remover pedazos de raices y almacenarlo bajo
refrigeracion en un frasco. Enjuague los cassettes una sola vez con agua.

En una placa, monte varias raices para su observacion y cubralas con el
cubreobjetos presionando levemente. Las raices se deben manipular con pinza y
guantes ya que el tinte es cancerigeno. En caso de no visualizar claramente las
estructuras del hongo, coloque las raices en un plato petri para enjuagarlas y luego
observe.
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5. Si no se van a analizar las muestra el mismo dia, coléquelas en el refrigerador en
una bolsa pléstica etiquetada.

PREPARACION DEL TINTE AZUL DE TRIPANO (0.05%)

En un frasco, afiada y mezcle constantemente los siguiente ingredientes en el siguiente
orden:

1) 800 ml glicerina

2) 800 ml &cido lactico

3) 800 ml agua destilada

4) 1.2 g del tinte Azul de Tripano

Método por:
JARSTFER, A.G. 1970. University of Florida, Soil Science Department, 2171 McCarty
Hall, Gainesville, FL 32611-0151 USA.

CUIDADOS:

o Entre cada muestra, lave los tamices con agua a presion para evitar contaminacion.
En caso de ser necesario, use jabon.

0 Las esporas pueden ser contadas facilmente en un plato petri dividido en
cuadriculas.

0 Recupere las raices recolectadas en el tamiz mas grande para observar los
propagulos del hongo y / o el grado de colonizacion.

o Normalmente se usa el tamiz de 425 micrones para recolectar esporas de tamafios
desconocidos provenientes de muestras del campo.

El KOH y el Azul de Tripano pueden ser reutilizados
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