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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue contribuir al desarrollo de opciones de control biolégico mediante
la caracterizacion y evaluacion de aislados nativos de Trichoderma spp para el control de patdgenos
causantes de mal del talluelo. Se colectaron muestras de suelo en diferentes localidades y fueron
analizadas en el Laboratorio de Hongos Entomopatdgenos de la UNA. El aislamiento de
Trichoderma spp, se hizo mediante la técnica de dilucion seriada y siembra Papa Dextrosa Agar
(PDA). Se hizo caracterizacion macroscopica y microscopica, viabilidad de conidias y ritmo de
crecimiento, competencia y antagonismo in vitro contra Fusarium spp, usando la técnica de cultivo
dual. Se evalué en condiciones de micro invernadero el efecto de los aislados sobre mal del talluelo
en tomate. Los datos obtenidos fueron analizados descriptivamente y mediante la técnica de analisis
de varianza y separacion de medias segin Tukey. Se obtuvieron ocho aislados nativos
caracterizados como perteneciente a Trichoderma ssp y se codificaron con base a su origen. La
germinacion de conidias de todos los aislados fue del 95y 100% a las 72 horas. En PDA el tiempo
de crecimiento de los aislados T0201 T0301, T0702, TO501 fue a las 48 horas con un radio de 33
mm, en los aislados T0704, T0703, TO705, TO701 fue a las 60 horas con un radio de 24 mm. En
SDA el tiempo de crecimiento del aislado TO301 fue a las 48 horas con un radio de 33 mm, se
observo variacion en el tiempo de crecimiento para el resto de aislados entre las 72 a 84 horas con
un radio de 37 mm. En EMA la mayoria de aislados alcanzaron su crecimiento entre las 60 y 72
horas, con un radio de 35 mm. Los aislados T1201, T0O501H, T0704, T0703, T0301, T0701
mostraron un efecto de competencia significativa en la inhibicion del radio de crecimiento de
Fusarium spp a las 72 horas. El micopasitismo de los aislados T0701, T0702, T0O704, T0301,
TO705, T0201 fue grado 1 el micelio de Trichoderma spp sobrecrecio al de Fusarium spp en un
100%. Los aislados TO301 y TO501H presentaron mayor potencial controlador sobre mal del
talluelo con el menor porcentaje de incidencia de 1.28 % y 1.35 %.

Palabras claves: Control bioldgico, antagonista, micoparasitismo
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ABSTRACT

The objective of this work was to contribute to the development of biological control options
through the characterization and evaluation of native isolates of Trichoderma spp for the control
of pathogens causing stalk disease. Soil samples were collected in different localities and analyzed
in the Laboratory of Entomopathogenic Mushrooms of the UNA. Isolation of Trichoderma spp was
done using the serial dilution technique and seeding of Potato Dextrosa Agar (PDA). Macroscopic
and microscopic characterization, conidia viability and growth rate, competition and in vitro
antagonism against Fusarium spp were made using the dual culture technique. The effect of the
isolates on tomato stalk was evaluated under micro greenhouse conditions. The data were analyzed
descriptively and using the technique of analysis of variance and separation of means according to
Tukey. Eight native isolates characterized as belonging to Trichoderma ssp were obtained and were
coded based on their origin. Germination of conidia from all isolates was 95% and 100% at 72
hours. In PDA the growth time of the isolates T0201 T0301, T0702, T0501 was at 48 hours with a
radius of 33 mm, in the isolates T0704, TO703, TO705, TO701 was at 60 hours with a radius of 24
mm. In SDA the growth time of the TO301 isolate was at 48 hours with a radius of 33 mm, variation
in growth time was observed for the rest of isolates between 72 and 84 hours with a radius of 37
mm. In EMA the majority of isolates reached their growth between 60 and 72 hours, with a radius
of 35 mm. The T1201, T0501H, T0704, T0O703, T0301, TO701, TO701 isolates showed a significant
competition effect on the inhibition of Fusarium spp growth radius at 72 hours. The myopathy of
the isolates T0701, T0702, TO704, T0301, TO705, T0201 was grade 1 the mycelium of
Trichoderma spp overgrowth of Fusarium spp in 100%. The T0301 and TO501H isolates presented
greater control potential on stem disease with the lowest incidence rate of 1.28% and 1.35%.

Key words: Biological control, antagonist, mycoparasitism
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I. INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L), es una de las hortalizas mas populares del mundo; es
cultivado tanto en huertos caseros, como en areas comerciales y estd catalogado como una
importante fuente de vitaminas Ay C. (INTA, 2004). Ademaés de contener licopeno fotoquimico
importante en la prevencion de muchas enfermedades. (Cruz et al., 2013. Estudios médicos en
humano han evidenciado el papel que tiene el licopeno en la prevencion de enfermedades
cardiovasculares, neurodegenerativas y el cancer. (Shardell et al., 2011).

En Nicaragua las mejores condiciones para el cultivo de tomate se presentan tanto en la zona del
pacifico como en la zona central. De acuerdo a estadisticas del CENAGRO (2011), en Nicaragua
se siembran alrededor de 2469 hectareas de tomate, con un rendimiento promedio segin MAGFOR
(2012) de 25.20 t ha™.

Es producido principalmente por pequefios y medianos productores, en los departamentos de
Matagalpa y Jinotega, particularmente en los Valles de Sébaco y Tomatoya. También, se produce
en zonas de Esteli, Malacatoya, Tisma y Nandaime, aunque en menor escala. Existen ademas otras
zonas con potencial, como el Valle de Jalapa, la meseta de Carazo y algunas zonas de los
departamentos de Boaco y Chontales (MIFIC, 2007).

Las plagas insectiles, enfermedades y malezas constituyen un factor limitante en la produccion de
tomate, las enfermedades pueden ser causadas por hongos, bacterias, y transmitidas por insectos
vectores (Jones y Jones, 2001). La incidencia de enfermedades varia de acuerdo a la etapa
fenoldgica del cultivo, pero durante todas ellas pueden presentarse diferentes enfermedades
(CIDEA, 2004).

Durante la etapa de semillero, la enfermedad mas comun es el mal del talluelo, la que puede ser
causada por un complejo de patogenos del suelo, tales como: Rhizoctonia solani, Kuhn, Pythium
spp, Fusarium spp, Phytophthora parasitica Dast, P.cinnamomi Rands, Sclerotium rolfsii Sacc y
Macrophomina phaseolina (Tassi) (Gonzales et al., 2008). Esta enfermedad puede ser pre-
emergente, cuando el ataque es temprano, ocasionando que las plantas no alcanzan a emerger del
suelo o post-emergente donde los tallos a nivel del suelo presentan un adelgazamiento y necrosis
de los tejidos y se doblan, en semilleros la enfermedad presenta una distribucién en pequefios
parches (Solano y Brenes, 2011).

Otra de las enfermedades en el cultivo de tomate es el marchitamiento causado por Fusarium, esta
enfermedad es mas prevalente siempre que el tomate se cultive intensivamente. Las condiciones
favorables para que la enfermedad aparezca son climas calidos, y en suelos calidos y arenosos de
las regiones templadas. Cuando las plantas son infectadas en la etapa de plantula, es frecuente que
se marchiten y mueran poco después de haber aparecido los primeros sintomas. Las plantas adultas
en el campo pueden marchitarse y morir repentinamente en caso que la infeccion sea severa y el
clima sea favorable para el patdgeno (Agrios, 2009).

Tradicionalmente el manejo de plagas tanto para la etapa de semillero y plantacién se ha hecho
con fungicidas sintéticos, incluyendo productos fumigantes usados en tratamiento del semillero.
Alternativamente se han utilizado otros métodos de manejo preventivo, tales como el uso de agua
hirviendo, la aplicacion de cal, asi como el manejo cultural orientado al establecimiento de



semilleros a densidades que no provoguen ambientes adecuados para el desarrollo del mal de
talluelo, siembra de semilla sana, uso de variedades resistentes y rotacion de cultivos (INTA, 2004).

El uso intensivo de productos quimicos ha traido como consecuencia efectos nocivos sobre el
ambiente debido a su residualidad, lo que provoca que se acumulen en cuerpos de agua, suelo,
plantas y animales, todo esto repercute en la salud humana, ademas que se generan altos costos de
produccioén y sin resultados satisfactorios debido a que los plaguicidas no permiten un control
efectivo de muchas enfermedades producidas por fitopatégenos del suelo por no ser selectivos
(Michel, 2001).

Estudios realizados en Nicaragua en el 2000 sobre la incidencia de intoxicaciones revelan el
porcentaje de Intoxicaciones agudas causados por algunos plaguicidas como el metamidofds que
presentd un porcentaje de intoxicaciones del 26%, malation (14%), metomil (10%), fosfuro de
aluminio (10%) y clorpirifés (7%). En menor grado se reportan deltametrina, cipermetrina,
paraquat, propoxur y metilparation (Corriols et al., 2001).

Las enfermedades Renal Cronicas de trabajadores de las zonas de Ledn y Chinandega sean
relacionado especialmente con el uso de plaguicidas, en cultivos como: la cafia de azlcar, banano
y otros, en una investigacion reciente para encontrar la relacion entre enfermedad y el lugar de
trabajo, se evalud a 220 casos de pacientes con (ERC) que trabajan exclusivamente en el cultivo
de cafia, encontrando en los estudios clinicos que 95,5% presentd niveles de creatinina por encima
de los valores normales (1,4 mg/dl), con valores medios de 1,9 mg/dl. El valor medio del
hematocrito fue del 37,77%, y hemoglobina de 12,37 mg/dl. El valor minimo de hematocrito
encontrado fue del 25%, EI 60,5% de los pacientes evaluados se encontraron en el estadio 3 de la
ERC (National National Kidney Fundation, 2002) y presentaron disminucion del hematocrito y
magnesio y aumento de presion arterial, el 98% manifestd disminucion bilateral del grosor cortical
renal (Penalba, 2015).

En un estudio realizado en Costa Rica sobre aplicaciones aéreas de mancozeb y concentraciones
urinarias de etilentiourea (ETU) en mujeres embarazadas: se encontré que la concentraciones
urinarias de ETU de las mujeres que vivian a menos de 50 metros de alguna plantacion bananera,
fueron un 45% (intervalo de confianza del 95% mayor en comparacién con las concentraciones de
las que vivian a méas de 600 metros de distancia. Comparadas con mujeres, que habian lavado ropa
de trabajo agricola el dia antes de tomar la muestra de orina se encontrd concentraciones elevadas
de (11%) para las que habian realizado algun trabajo agricola durante el embarazo (19%), y, por
ultimo, para las mujeres in migrantes (6%) (Wendel et al., 2015).

El Banco Mundial indica que, de acuerdo con la OMS, 355 000 personas mueren por afio a nivel
mundial, de forma no intencional, por exposicion a plaguicidas. Dos terceras partes de estas
intoxicaciones corresponden a habitantes de paises en desarrollo, que no cuentan con buenos
sistemas para la regulacion de plaguicidas peligrosos (Berrocal, 2015).

Por todos estos efectos antes mencionados a causa de los plaguicidas quimicos, nace la necesidad
de la busqueda de agentes de control biologico, como una alternativa viable al uso indiscriminado
de plaguicidas en la agricultura, por lo que el manejo se dirige a la basqueda de microorganismos



que pueden ser usados como agentes de control biologico, como es el caso de Trichoderma, que
puede ser utilizado para el contro de patogenos flngicos de suelo (Stefanova et al., 1999).

Trichoderma es un hongo que se encuentra presente en forma natural, en casi todos los suelos. Este
hongo pertenece a la clase Sordariomycetes, orden: Hipocreales, familia: Hypocreaceae. Las
especies mas importantes como agentes de control de enfermedades son: Trichoderma spp Rifai,
T. viride Pers., T. polysporum Link fr, T. reesei EG Simmons, T. virens, T. longibrachatum Rifal,
T. parceromosum, T. pseudokoningii, T. hamatum, T. lignorum y T. citroviride (Villegas, 2008).

De estos, una de las especies mas importante es Trichoderma harzianum, que parasita el micelio
de los hongos Rhizoctonia y Sclerotium, e inhibe el crecimiento de otros, como Pythium, Fusarium
y Botrytis, reduciendo la incidencia de las enfermedades causadas por la mayoria de estos
patogenos (Berkeley, 1994).

Segun Hjeljord y Transmo (1998), Howell (2003) y Harman et al. (2004) los mecanismos de accion
de Trichoderma descritos actualmente son cinco (1) micoparasitismo, (2) antibiosis, (3)
competencia, (4) promocion del crecimiento y/o (5) induccion de resistencia en la planta hospedera.
Harman et al., (1981), sugieren que el micoparasitismo es el principal mecanismo de accion de
Trichoderma, este agente de control biologico envuelve al hongo y penetra sus células causandole
un dafo extensivo, tales como: alteracion de la pared celular, incluyendo la degradacion de ésta,
retraccion de la membrana plasmatica de la pared celular, desorganizacion del citoplasma, también
actua sobre la replicacion celular al inhibir la germinacion de esporas y la elongacion del tubo
germinativo del patdgeno.

El uso de Trichoderma spp como agente controlador de algunos patogenos del suelo, asi como de
otros patdgenos que causan enfermedades foliares tanto en tomate como en otras plantas, ha sido
estudiado en diversos paises. Por ejemplo, se ha evaluado Trichoderma harzianum como
biofungicida para el control biolégico de Phytophthora capsici en plantas de pimiento (Capsicum
annuum L.) (Ezziyyani, 2004); Biocontrol de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici por Trichozam
(Trichoderma harzianum) y Mycoral (micorriza vesiculo arbuscular) en el cultivo de tomate
(Cdrdova, 2003); Antagonismo in vitro de Trichoderma spp Rifai sobre Fusarium solani (Mart.)
Sacc., asociado a la marchitez de la maracuya (Suarez et al., 2008); Uso de Trichoderma harzianum
para el manejo de la pudricién de plantulas de chile (Capsicum anuum L) (Roni, 2006); Control
bioldgico in vitro de enfermedades fungosas en tomate Solanum lycopersicum Mill (Michael et al.,
2008).

En Nicaragua no se tienen antecedentes del efecto que puedan ejercer cepas nativas de Trichoderma
sobre los hongos causantes de mal del talluelo; solamente se ha hecho uso de cepas comerciales
introducidas de otros paises, para el manejo de patdgenos de suelo en cultivos como: hortalizas,
semillero de café, en plantaciones de cafia de azucar, arroz etc. Sin embargo el uso de cepas
comerciales presenta dificultades con su persistencia en el suelo, debido a factores como la genética
de los aislados y las condiciones del medio ambiente (Gonzéalez et al., 1999). La seleccion de
aislados nativos es importante porque permite una mejor adaptacion a las condiciones edafo-
climaticas de la zona especifica donde seran utilizados (Guigon y Gonzélez, 2004). Por lo tanto, es
importante obtener, y evaluar aislados nativos de Trichoderma ya sea tanto en condiciones in vitro
de invernadero y campo, para seleccionar aislados efectivos en el manejo de patdgenos de suelo.



Il. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

Contribuir al desarrollo de opciones de control bioldgico de hongos fitopatdgenos causantes de mal
de talluelo en tomate y en diversos cultivos de importancia econdémica.

2.2. Objetivos especificos

Identificar aislados nativos de Trichoderma a nivel de género mediante caracteristicas
macroscopicas, morfométricas, de viabilidad y crecimiento.

Evaluar la accion antagonica y de competencia in vitro de aislados nativos de Trichoderma spp
sobre Fusarium sp como causante de mal del talluelo en plantulas de tomate.

Determinar la efectividad de los aislados de Trichoderma spp sobre la incidencia natural de mal
del talluelo en tomate, bajo condiciones de microinvernadero.



I1l. MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se realizo en el periodo comprendido entre diciembre 2009 y octubre 2010 en el
Laboratorio de Hongos Entomopat6genos, y en la zona de Tisma Masaya en la finca del productor.
René Ldpez ubicada en las coordenadas 12° 5°19. 00" latitud N, y 86° 1°14. 80" latitud oeste. EI
cultivo mas producido en esta finca es el tomate, la etapa de semillero se hace microinvernaderos
por lo tanto el problema mas serio de plagas, en esta etapa, es la enfermedad mal del talluelo.

El estudio consistié en la evaluacion de aislados nativos de Trichoderma spp como agente de
control microbial de patdgenos causantes del mal del talluelo en tomate. El estudio se realizo en
dos etapas, la primera consistio en la colecta de muestras de suelo para el aislamiento y
caracterizacion de los aislados y la segunda etapa consistio en la evaluacion de los aislados en
condiciones in vitro, y microinvernadero.

3.1. Obtencidén de las muestras de suelo

Las muestras de suelo fueron colectadas de parcelas de cultivos horticolas, cafia de azlcar, café,
maiz, en las que nunca antes se habia utilizado productos microbioldgicos a base de Trichoderma.
Para la colecta de muestras de suelo se seleccionaron 8 fincas de diferentes partes del pais. La
informacidn sobre los lugares muestreados se presenta en el (Cuadro 1).

Por cada finca se tomaron 3 muestras de suelo, a una profundidad de 15 cm en el surco del cultivo.
Cada muestra consistié de 1 kg de suelo y se obtuvo a partir de 5 sub-muestras, colectadas en el
area adyacente a las plantas. Las muestras se colectaron con una pala de mano (palin), el que era
desinfectado superficialmente con alcohol 70% después de colectar cada muestra. Las muestras se
colocaron en bolsas plasticas y fueron debidamente rotuladas, con informacion del lugar, fecha de
colecta. Las muestras fueron trasladadas al laboratorio de Hongos Entomopatogenos de la
Universidad Nacional Agraria (UNA), Managua, para realizar el proceso de aislamiento de
Trichoderma.



Cuadro 1. Localidades de muestreo para la obtencion de aislados nativos de Trichoderma spp,
durante el periodo Octubre 2009 - Septiembre 2010

Localidades Municipio | Departamento | Cultivo presente Fecha
Tomatoya Jinotega | Jinotega Allium cepa, Ene 2010
Brassica oleracea
var. Capitata,
phaseolus vulgaris,
Lactuca sativa

Ingenio Monte Rosa El Viejo | Chinandega Saccharum Dic 2009
officinarum

Chaguite Grande Jinotega | Jinotega Solanum Mar 2010
lycopersicum

Miraflor Esteli Esteli Solanum tuberosum, | Oct 2009

Brassica oleracea
var. capitata

Finca Chelol Jinotepe | Carazo Coffea arabica May 2010
Centro experimental INTA- | Sébaco Matagalpa Solanum Mar 2010
Sébaco lycopersicum,
Capsicum annum
Las Latas Jinotega | Jinotega Brassica oleracea Ene 2010
var. capitata
Campos- UNA Managua | Managua Zea mays Sep 2010

3.1.2. Procedimiento para aislar de Trichoderma spp

Cada muestra de suelo fue homogenizada y tamizada en un tamiz de 2 mm mesh, para eliminar
piedras y particulas grandes de suelo o material vegetal, posteriormente se pes6 100 g de suelo el
cual se homogeniz6 para tomar 1 g de suelo y realizar el proceso de aislamiento de Trichoderma

SPp.

Para el aislamiento de Trichoderma spp se utiliz6 la técnica de dilucion seriada descrita por
(Lecuona, 1996). En un erlenmeyer con 99 ml de agua destilada estéril con 0.01 % de Tween-80,
se deposito 1 g de suelo. La mezcla fue colocada en un agitador orbital por 24 horas para garantizar
su homogenizacion. Se preparé diluciones 10-? 102 y 10 y se pipeted 1ml en platos petri
conteniendo medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA Merck KGaA: 39g L), esterilizado
previamente a 1 bar de presion y 121°C por 20 minutos. Los platos Petri inoculados se mantuvieron
en incubacion a temperatura entre 23°C y 25°C por un periodo de 6 a 8 dias. Las colonias que
presentaron las caracteristicas tipicas de Trichoderma spp fueron re-aisladas en medio cultivo
PDA,; a partir de estos cultivos puros se prepararon montajes para observaciones en el microscopio
con el fin de identificar Trichoderma a nivel de género.

Los aislamientos de Trichoderma spp obtenidos a partir de las muestras fueron codificados con
base a su origen. Estos aislamientos fueron caracterizados macroscopicamente y morfo-
métricamente, utilizando las claves descritas por Samuels et al., (2007).



3.2. Caracterizacion de aislados nativos de Trichoderma spp

La caracterizacion de los aislados de Trichoderma spp se hizo con base a las caracteristicas
macroscopicas y microscéopicas (morfométricas) dentro las caracteristicas macroscopicas de
Trichoderma se determino (aspecto de la colonia, y ritmo de crecimiento) asi como con base a la
viabilidad de las conidias y medida del ritmo de crecimiento de los aislados

3.2. 1. Caracteristicas macroscopicas

Para la caracterizacion macroscopica de Trichoderma se prepararon medios de cultivo PDA (Papa
Dextrosa Agar), SDA (Sabouraud Dextrosa Agar) y EMA (Extracto de Malta Agar) en platos Petri.
Por cada aislado se preparan 15 platos Petri con medios de cultivo, 5 con PDA, 5 con SDA y 5 con
EMA. Estos fueron incubados a temperatura de 24°C a 25°C, 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad. A partir de tercer dia de incubacidn se hicieron observaciones visuales y se registro,
Aspecto de la colonia (esporulante, polvorienta, produccién de burbujas), crecimiento vertical,
crecimiento circular, color de la colonia al iniciar y finalizar el crecimiento, color de la colonia por
la parte superior del plato Petri y por la parte inferior.

3.2 2.Caracterizacion microscopicas (morfométricas)

Las estructuras reproductivas (conidias, conidioforos y fialides,) de cada aislado de Trichoderma
spp fueron observadas en el microscopio a partir de montajes de los aislados del hongo,
determinando forma y tamafo de las estructuras reproductivas. Para determinar el tamafio de las
estructuras se hicieron mediciones micrométricas, siguiendo la metodologia descrita por (French y
Hebert, 1982).

3.2.3. Viabilidad de conidias

La viabilidad de conidias se determind mediante la evaluacion de la germinacion de las conidias,
evaluando el tiempo medio de germinacion de conidias, usando el método de medida de viabilidad
de conidias descrito por (Monzon, 2001).

Se prepar6 un medio de cultivo agar-agua, estéril y se prepararon diluciones 102, 103, 10, 10° de
Trichoderma spp, posteriormente con una micropipeta se depositoé una alicuota del medio en uno
de los extremos de un porta objeto, sequidamente se depositd sobre cada alicuota del medio, una
alicuota de la dilucion 10 de los aislados de Trichoderma spp, finalmente este montaje se coloco
en una camara humeda, la cual consistio en un plato petri con papel filtro humedecido y se mantuvo
en un cuarto de crecimiento (Figura 1).

La observacion de conidias germinadas se realizé a las 12, 24, 36, 48, 60 y 72 horas, utilizando el
objetivo de 40x, observando como minimo 200 conidias por cada aislado. Las variables que se
midieron fueron: numero de conidias germinadas, nimero de conidias no germinadas y el total de
conidias.



Figura 1. Montaje en cAmara humeda para la evaluacion de la viabilidad de conidias de aislados de
Trichoderma spp.

3.2.4. Ritmo de crecimiento de aislados de Trichoderma spp

Se midié el ritmo de crecimiento de cada aislado de Trichoderma spp en tres tipos de medios de
cultivos, Papa Dextrosa Agar, Sabouraud Dextrosa Agar y Extracto de Malta Agar, en platos Petri
de 90 mm. En el centro del plato petri se colocé el inoculo de Trichoderma spp, y se dejé en
incubacion a temperatura de 24°C a 25°C. La toma de datos del crecimiento radial se realiz cada
12 horas transcurrido este tiempo después de la inoculacion se realizé la primera toma de datos del
crecimiento radial, utilizando una regla milimetrada.

Las mediciones se realizaron siguiendo la metodologia descrita por French y Hebert (1982) (Anexo
1). Esta metodologia consiste en dibujar una cruz en la cara posterior del plato petri, indicando
cuatro radios de 45 mm, a los cuales se les nombrd con letras minusculas (a, b, ¢ y d) y sobre los
que se midi6 el avance o crecimiento del hongo a intervalos de tiempo iguales. El centro de la cruz
se nombré con la letra maydscula "A", el cual representa el punto de inoculacion del hongo a
evaluar. Las mediciones se dejaban de realizar en cada plato, cuando el crecimiento del hongo
alcanzaba el borde del plato petri, en al menos uno de los cuatro radios.

La variable que se midio fue ritmo de crecimiento promedio de Trichoderma spp en mm h? y se
calculd dividiendo el crecimiento total en milimetros entre el tiempo transcurrido en horas. Se
utilizaron 5 repeticiones, considerando cada plato petri como en una repeticion.

3.3. Competencia in vitro de los aislados de Trichoderma sobre Fusarium spp

Este estudio consistio en evaluar la competentencia de 10 aislados de Trichoderma sobre Fusarium
sp. El patdgeno Fusarium spp fue obtenido de muestras de tejido de tomate, aislado en el
laboratorio de Micologia de la Universidad Nacional Agraria, donde también se obtuvo el cultivo
puro.



3.3.1. Pruebas de competencia in vitro

Cada uno de los aislado de Trichoderma spp fue evaluado contra Fusarium spp, Se establecieron
cinco repeticiones tomando un plato Petri como unidad experimental en un disefio completamente
al azar, los factores estudiados fueron: factor patdgeno (Fusarium spp), factor antagonista (aislados
de Trichoderma spp) y el factor tiempo

Se utilizo la técnica de cultivo dual descrita por (Howell, 2003) en un plato Petri con PDA se
colocé en un extremo un disco de 4 mm de didmetro con micelio de Fusarium sp, el cual se dejo
en crecimiento 72 horas antes que Trichoderma, como un periodo de acondicionamiento.
Transcurrido éste periodo se sembro al lado opuesto, a una distancia de 5 cm entre ambos, un disco
de 4 mm de didmetro con micelio de Trichoderma spp.

Como testigo se sembro6 individualmente en platos petri un indculo de cada aislado de Trichoderma
spp y un inoculo de Fusarium sp ambos hongos en platos petri separados. Se incubaron a
temperatura de 24°C a 26°C, hasta que el crecimiento del antagonista o del patégeno cubriera toda
la superficie del medio de cultivo.

3.3.2. Toma de datos

Las evaluaciones se realizaron cada 24 horas. Los datos de competencia de los aislados de
Trichoderma spp se obtuvieron midiendo el avance del radio de crecimiento micelial del patdgeno,
del antagonista y el testigo, para obtener una medida de radio de crecimiento en mm/h. La toma
de datos en cultivo dual se dejo de tomar a las 72 horas, mientras que para el testigo de Fusarium
se realizo hasta los 11 dias.

También se clasifico el grado de micoparasitismo de los aislados de acuerdo a la escala propuesta
por Royse y Ries (1978) (Cuadro 2). Cada 24 horas se realizaban observaciones, para determinar
el tiempo en que los dos hongos entran en contacto entre si, a los ocho dias se aplico la escala para
determinar grado de micoparasitismo de los aislados.

Cuadro 2. Escala para clasificar el grado de micoparasitismo de aislados de Trichoderma spp
(Royse y Ries, 1978).

Grado | Descripcion del micoparasitismo Cubrimiento de la
superficie del medio
por el antagonista (%0)

1 El antagonista cubre totalmente el micelio del 100%
fitopatdgeno
El antagonista cubre 75% del micelio del fitopatdogeneno 75%
El Antagonista cubre 50% el micelio del fitopatdgeneno 50%
El Antagonista cubre 25% el micelio del fitopatdgeneno 25%




3.4. Efecto de aislados de Trichoderma ssp sobre mal del talluelo en cultivo de tomate

En la finca donde se establecié el ensayo, se dio a conocer, que la incidencia de mal del talluelo
siempre estaba presente en cualquier periodo de siembra, afectando en un porcentaje alto, la etapa
de plantulas de tomate en condiciones de microinvenadero. El sustrato de siembra, que se uso
para el ensayo fue el que el productor siempre habia utilizado, por lo tanto se esperaba la
ocurrencia natural de la enfermedad mal del talluelo.

Para determinar la efectividad de los aislados nativos de Trichoderma sobre la incidencia natural
de mal del talluelo en tomate, se establecié un ensayo en condiciones de microinvernadero en el
Municipio de Tisma-Masaya en el periodo comprendido Octubre — Noviembre 2010. Cada aislado
de Trichoderma spp fue inoculado en un sustrato compuesto de suelo, abono organico compost
piedra pdmez, y ceniza de cascarilla de arroz. La descripcion de los tratamientos evaluados se
encuentra en el inciso 3.6. Como testigo relativo se utiliz6 Mancozeb 20 g por litro de agua y como
testigo absoluto agua.

3.4.1. Preparacion de suspension de conidias de Trichoderma spp

Para preparar la suspension con esporas de Trichoderma spp se tomd cultivo puro de 15 dias de
siembra en medio de cultivo PDA, mantenidos en platos Petri. La concentracion de conidias se
calcul6 usando la metodologia descrita por (Monzén, 2000). Se utiliz6 la camara Neubauer para
el conteo de conidias y la suspension se prepard a una concentracion de 6.2 x 10”conidias por ml
de agua, en 2000 ml, para ser aplicadas en 2.7 kilos de sustrato necesario para establecer cada
tratamiento.

3.4. 2. Inoculacion del sustrato

Para la aplicacion de la suspension de conidias de Trichoderma spp en el sustrato, se utilizaron 3
bombas de mochila de 20 ml, para aplicar los tratamientos bioldgicos, quimico sintético
(Mancozeb) y el testigo solo agua. Para la siembra de la semilla de tomate se hizo uso de bandejas
plasticas de 96 depositos con 53 cm de largo, 32 cm de ancho y 7 cm de alto.

3.4.3 Siembra de tomate

Para cada tratamiento se utilizd 5 bandejas, que se consideraron como repeticiones. En cada
depdsito se sembro 2 semillas de tomate variedad Mariana esta variedad de tomate fue seleccionada
por el productor por presentar caracteristicas de resistente a virosis. La fertilizacion se realiz6 a los
15 dias después de la emergencia.

3.4.4 Toma de datos en microinvernadero

3.4.4.1 Porcentaje de semillas germinadas

A los 8 dias, se conto el numero de semillas germinadas por cada repeticion. Para obtener el
porcentaje de emergencia de plantulas se utilizé la siguiente formula:
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) i Numero de semillas germinadas
Emergencia de plantulas (%) = — - x 100
Numero de semillas sembradas

3.4.4.2. Porcentaje de la incidencia de mal de talluelo

La toma de datos de incidencia se realiz6 a los 8 dias después de la emergencia de las plantulas,
continuando a los 15, 24 y 36 dias después de la emergencia (DDE). Contando el nimero de plantas
enfermas con mal del talluelo, considerando como plantas enfermas aquellas que presentaron los
sintomas caracteristicos de mal de talluelo. Para obtener el porcentaje de incidencia de la
enfermedad se utiliz6 la siguiente formula:

o Numero de plantas enfermas
Inciencia (%) = — x 100
Numero de plantas evaluadas

Aislamiento de patdgenos. Se tomd muestras del tejido enfermo con mal del talluelo y se realizo
el analisis en el Laboratorio de Micologia. Del material vegetativo se hicieron cortes de tejido
enfermo, se lavaron con agua potable y después se sumergieron en alcohol etilico al 100% por 30
segundos, posteriormente fueron lavados con agua destilada estéril y se dejaron en papel absorbente
a secar por 15 minutos. Los cortes de tejido fueron depositados en platos petri con medio de cultivo
PDA, los que se colocaron en incubacion a temperatura de 24 a 26°C.

A partir de los 5 dias de incubacion se realizaron montajes de las estructuras de los hongos, para
observaciones en el microscopio para identificar los agentes causales de mal del talluelo. Para la
identificacion de los patdgenos se utilizo las claves taxonomicas de (Barnett y Hunter 1998).

3.5. Variables evaluadas

Color y forma de las colonias de los aislados de Trichoderma spp
Tamarfio y forma de estructuras de reproductivas de Trichoderma spp
Ritmo de crecimiento de aislados de Trichoderma spp

Porcentaje de germinacion de conidias de Trichoderma spp

Ritmo de crecimiento del antagonista (RCA)

Ritmo de crecimiento del patdgeno (RCP)

Grados de micoparasitismo de Trichoderma spp

Porcentaje de semillas germinadas

Porcentaje incidencia de mal del talluelo

3.6. Tratamientos evaluados

Los tratamientos evaluados tanto en condiciones in vitro y microinvernadero pertenecen a los
aislados de Trichoderma spp. La cantidad de aislados evaluados fueron diez, ocho de ellos
pertenecen a los aislados identificados y codificados en base a su origen, en el presente estudio,
estos aislados son: T0701, T0702, TO703, TO704, TO301. TO705, T0501, T0201, dos aislados de
Trichoderma pertenecen a la coleccion de cepas del Laboratorio de hongos entomopatogenos de la
UNA los cuales son: T0501H, T1201. En condiciones de microinvernadero se utilizaron dos
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testigos, como testigo relativo se utiliz6 Mancozeb y como testigo absoluto agua. La informaciéon
de los aislados identificados en este estudio se detalla en el (cuadro 3) de los resultados.

3.7. Andlisis de los datos

Se realizd analisis descriptivos para grados de micoparasitismo, para las caracteristicas
macroscopicas y morfométricas de tamario y forma de estructuras reproductivas de los aislados de
Trichoderma spp se utilizaron las claves taxonémicas de Samuels et al., (2007).

Las variables, porcentaje de germinacion de conidias, ritmo de crecimiento del antagonista (RCA),
ritmo de crecimiento del patégeno (RCP), porcentaje de plantas germinadas, e incidencia de mal
del talluelo fueron analizadas mediante analisis de varianza. Previamente las variables ritmo de
crecimiento y porcentaje de germinacién de conidias fueron transformadas mediante V(y + 0.5) y
Arcseno (V) respectivamente. Al porcentaje de germinacion de conidias se le hizo ademas anélisis
de Regresion lineal simple, para determinar a qué factores estaba relacionado el porcentaje de
germinacion. Para el andlisis estadistico se utilizé el programa Sistema de Andlisis Estadistico
(SAS) version 9.1. El Analisis de Varianza se hizo considerando un arreglo de parcela dividida y
separacion de medias segun Tukey (a: 0.05).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

El hongo Trichoderma spp fue aislado de la mayoria de muestras colectadas, de las ocho
localidades muestreadas. Unicamente de las localidades Sébaco (Matagalpa), Las Latas (Jinotega)
y en campos de la Universidad Nacional Agraria (Managua) no se obtuvieron aislados. Se
obtuvieron ocho aislados los cuales fueron considerados como aislados nativos, debido a que no
existia ninguna aplicacion de productos a base de Trichoderma en los lugares muestreados.

La localidad Tomatoya fue de donde se obtuvo la mayor cantidad de aislados, las parcelas
muestreadas presentaban siembra en policultivos, lo que puedo haber favorecido la estabilidad del
suelo y lariqueza de la microfauna en especial la presencia de Trichoderma, en un estudio realizado
para determinar la diversidad de hongos endéfititicos y la poblacion de nematodos, en seis sistemas
de produccion de banano y platano organico y convencional en sistema monocultivo y policultivo
se encontr6 mayor riqueza de hongos endoéfitos, en el sistema policultivo, que en el sistemas en
monocultivo (Meneses et al., 2003).

Cuadro 3. Aislados de Trichoderma spp colectados en el presente estudio y agregadas al cepario
del laboratorio de hongos entomopatdgenos de la Universidad Nacional Agraria Octubre 2009 —
Septiembre 2010

Cddigo |Localidad Departamento |Cultivo Fecha de colecta
T0701 Allium cepa, Brassica
T0702 Tomatoya Jinotega oleracea var. Capltat_a,
phaseolus vulgaris,

10703 Lactuca sativa
T0704 Ene 2010
T0301 El Viejo Chinandega Saccharum officinarum |Dic 2009
T0705 Chagiiite grande Jinotega Solanum lycopersicum |Mar 2010

. . Brassica oleracea var.
T0501 Miraflor Esteli capitata Oct 2009
T0201 Jinotepe Carazo Coffea arabiga May 2010

4.1. Caracterizacion de aislados de Trichoderma spp
4.1.1. Caracteristicas macroscépicas

Las caracteristicas macroscopicas de los aislados de Trichoderma spp, en tres medios de cultivo
PDA, SDA y EMA se describen en el (cuadro 4).

Las caracteristicas de la colonia de Trichoderma spp en medio de cultivo PDA, coinciden con las
descritas por Rodriguez (2002), Ledn (2012), Paez (2006) y Suarez et al. (2008), quienes
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observaron en sus aislados, colonias con bordes regulares, de crecimiento rapido, inicialmente de
color blanco, tornandose verdes posteriormente, hasta finalmente adoptar verde oscuro con micelio
con halo de color blanco.

Las caracteristicas mas importantes de estos asilados de Trichoderma, para el uso en produccion
masiva, fueron el crecimiento totalmente en la superficie del medio, con abundante esporulacion,
y facilidad para ser desprendida del medio, estas caracteristicas fueron observadas en PDA.

Cuadro 4. Caracteristicas macroscopicas de aislados de Trichoderma spp en tres medios de cultivo
PDA, SDA Yy EMA

Caracteristicas PDA SDA EMA
Color inicial (3 dias | Blanco, Blanco algodonoso, Amarillo con aspecto
de crecimiento posteriormente posteriormente verde | algodonoso, posteriormente
de color verde intenso verde amarillo
Esporulacion Abundante Abundante Poca esporulacion
Masa micelial Aspecto humedo, Humeda Aspecto humedo, adherido
con facilidad para |moderadamente suelta| al medio, colonias menos
desprenderse en la superficie del | densas en comparacién con
medio PDAy SDA
Color de la colonia | Verde con | Verde intenso con | Verde claro y amarillo en el
vista frontal del micelio blanco micelio blanco centro micelio blanco hacia
crecimiento borde
Color de lacolonia | Verde amarillo Verde claro en el Verde claro con micelio
vista posterior del | claro centro y amarillo hacia| blanco hacia los bordes
crecimiento los bordes Figura
Crecimiento Circular Vertical que cubre Circular
concéntrico todo el plato

Las caracteristicas correspondientes al aspecto de la masa micelial, color de las colonias, tanto en
vista frontal y posterior, en los medios de cultivos PDA, SDA Y EMA pueden apreciarse en la
figura. (Figura 2).
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Figura 2. Crecimiento y color de la colonia de Trichoderma spp en medios de cultivo PDA (1),
SDA (2) y EMA (3), a los 3 dias de incubacion. Vista frontal del crecimiento (a) y vista posterior

(b).
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4.1.2. Caracteristicas morfométricas

Las caracteristicas morfométricas de todos los aislados de Trichoderma spp obtenidos, se
corresponden con las detalladas en las claves taxonomicas descritas por Samuels et al., (2007).

Los Conididforos observados son hialinos, con paredes lisas, rectos o doblados, muy ramificados;
las primeras ramificaciones nacen formando &ngulos rectos o doblados un poco hacia el &pice.
Tipicamente en forma de ramas alternas o pareadas, los conidi6foros tienen entre 150- 150.5 um
de largo (Figura 3 a).

Las fialides son subglobosas, delgadas en la base, hinchadas en la parte media y estrecha en el
apice. Las dimensiones oscilaron entre 6 -7-7.5 a 3.5 um de largo y 2.5 um de ancho en la base,
formando grupos de 3 a 2 fialides, aunque también se encontraron solitarias y ubicadas en la parte
terminal sosteniendo grupos de conidias o pegadas en la base, de la hifa. (Figura 3 b).

La forma de las conidias fue de sub-globosas a globosas y de color verde, con un tamafio de 2.5,
3,3.3apumde largoy 2.5, 3, 2.7um de ancho, ubicadas en la punta de la fialide solas o agrupadas
(Figura 3 c).

Figura 3. Caracteristicas morfoldgica de Trichoderma spp. Conidiéforo (a), Fialides (b),
Conidias, (c). (40X).

16



Cuadro 5. Caracterizacion morfométrica en medio PDA de aislados nativos de Trichoderma spp
obtenidos de suelos de diferentes regiones.

Cepa [Color de las | Tiempo de [Forma de Tamafo de estructuras (um)

colonias crecimientoconidias  |conidias (largo [Fialides (largo |Coniditforos
(Hrs) X ancho) x ancho en la |(Largo)
base)

T0701 150

T0703 60 25x25 75x25 152

T0704 150

T0705 Verde claro SUbglObOS&S 33 x3 7X 25 161
algodonoso a globosas

T0702 25x25 75x 25 153

T0301 18 3x3 6x 25 150

T0501 2.5x2.7 7x25 151

T0201 3 x3 75x25 151

Color de colonias: Todas las cepas presentaron colonias verde claro, de aspecto algodonoso.
Tiempo de crecimiento: El crecimiento hasta cubrir toda la superficie del plato (90 mm) fue de 60
horas para los aislados T0701, TO703, TO704 y T0705. En cambio para las cepas T0702, T0301,
T0501 y T0201 fue de 48 horas. La forma de las conidias en todos los aislados fue globosa a sub-
globosa. Se encontré diferencias morfologicas entre los aislados en el tamafio de las conidias,
fialides y conidioforos

4.1.3 Viabilidad de conidias

El inicio de la germinacién se observo a partir de las 24 horas en el aislado T0501, mientras que
en el resto de aislados se observd a las 36 horas. Hubo diferencia significativa entre fecha (P=
0.0001) (Anexo 2). A las 72 horas los aislados T0701, T0703, T0704, 70705, T0501, T0201
alcanzaron entre el 95 a 100% de germinacion de conidias (Figura 4).

En promedio la mayor germinacion de conidias se observo entre las 48 a 72 horas, lo que nos indica
que estos aislados en poco tiempo pueden alcanzar el 100% de germinacion de conidias.

Segin Monzén (2000) la viabilidad de conidias debe ser cercana al 100%, ya que la efectividad del
hongo en el campo depende de la capacidad que este tiene de colonizar un sustrato y de infectar al
patdgeno, lo que a su vez esta determinado por su viabilidad. Conocer el tiempo y el porcentaje de
germinacion de un aislado es importante para obtener la concentracion efectiva del hongo a partir
de la cual se preparan las dosis a utilizar en el campo.

La germinacion a las 24 horas del aislado TO501 se consideré una germinacién temprana en
comparacion con los demas aislados que iniciaron a las 36 horas, esta caracteristica puede ser
considerada como de importancia en la virulencia de la cepa, los microorganismos con rapida
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multiplicacion dentro del hospedante son generalmente mas virulentos que los de multiplicacion
lenta Lecuona y Alves (1996).

120 +

—=—T0701
100 - —a—T0702
) —%—T0703
- 80 -
O —e—T0704
(&)
T 60 - —e—T0301
e
—B5—T0705
= 40 -
O —A—T0501
20 -
——T0201
0

12 24 36 48 60 72
Horas de incubacion

Figura 4. Porcentaje de viabilidad de conidias de los aislados de Trichoderma spp. Observaciones
cada 12 horas (40X).

En todos los aislados de Trichoderma se observé que la germinacion de las conidias aumento a
medida que transcurri6 el tiempo de incubacion, lo que nos indica que la germinacién de conidias
estuvo mas relacionada con el tiempo de incubacién, en la mayoria de los aislados. El analisis de
regresion lineal simple, indica que una vez que inicié la germinacion, esta se incrementd a una
velocidad que oscila entre 19.89 y 22.77 % por cada hora transcurrida (Figura 5).

La mayor velocidad de germinacion se observéd en el aislado T0703 con 22. 77%, la menor
velocidad de germinacion se observo en el aislado T0702 con 19,89% (Figura 5). Aunque el aislado
TO501 inicio a las 24 horas la germinacion con un porcentaje del 16.7%, su velocidad de
germinacion a las 72 horas fue similar a los demés aislados.
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Figura 5. Dindmica de germinacion de ocho aislados de Trichoderma spp. Observaciones cada 12

horas (40X).
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4.1.4. Ritmo de crecimiento de aislados de Trichoderma spp

Al analizar el ritmo de crecimiento en medio de cultivo, PDA, SDA y EMA se encontr6 que hay
diferencias significativas entre horas de incubacion (P= 0.0001) y entre aislados (P= 0.0001); sin
embargo se encontr6 que la interaccion entre ambos factores resulto significativa (P= 0.0001), lo
que indica que los aislados presentaron ritmo de crecimiento diferente durante algunas de las horas
evaluadas. (Anexo. 5, 7, 9).

En medio de cultivo PDA el aislado T0201 desarrollé un radio de crecimiento promedio de 0.69
mm/h a las 48 horas, este aislado se caracterizé por presentar crecimiento uniforme en los cuatro
radios, lo que le permitio sobresalir con mayor promedio de crecimiento, en comparacién con los
aislados T0301, T0702, TO501 que tuvieron un crecimiento promedio de 0,65, 0.57, 0.52 mm/ha
las 48 horas, estos aislados se caracterizaron por presentar ritmo de crecimiento diferente sobre los
cuatro radios, pero se consider6d que el tiempo promedio de crecimiento fue a las 48 horas, porque
al menos, uno de los cuatro radios completd su crecimiento de 45mm a esa hora.

Los aislados TO704, TO703, TO705, TO701 sus radios de crecimientos fueron similares entre si a
las 60 horas alcanzando un promedio de 0.61, 0.57, 0.65, 0.60 mm/h (Figura 6). Estos aislados son
originarios de una misma localidad por lo tanto esta caracteristica pudiera estar ligada a su origen.

En relacion al tiempo promedio de crecimiento definimos que en medio de cultivo PDA los aislados
T0201, T0301, TO702, TO501 tienen un tiempo promedio crecimiento de 48 horas con un radio de
crecimiento promedio de 33 mm. Los aislados T0704, T0O703, T0705, TO701 tienen un crecimiento
promedio de 24 mm a las 60 horas, estas caracteristicas coinciden con las claves taxonémicas
descritas por Samuels et al., (2007) quien describe que el género Trichoderma tiene un periodo de
crecimiento en PDA de 60 a 72 horas.

Estos resultados nos permiten seleccionar el medio de cultivo PDA para aquellos aislados en donde

el tiempo de crecimiento promedio esta entre las 40 a 60 horas con radios de crecimiento entre los
24 a 33 mm de crecimiento.
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Figura 6. Ritmo de crecimientos de aislados de Trichoderma spp en medio de cultivo PDA

En medio de cultivo SDA el aislado T0301 desarrollé un radio de crecimiento promedio de 0.73
mm/h este aislado se caracterizo por presentar crecimiento uniforme en los cuatro radios superando
con mayor radio de crecimiento en menor tiempo al resto de aislados. Los aislados T0703, T0704,
T0201 su tiempo promedio de crecimiento fue de 60 horas desarrollando en este periodo radios de
crecimientos entre 0.59, 0.67 mm/h.

Los aislados T0O701, TO702, TO705 su crecimiento promedio fue en 72 horas con radios de
crecimiento promedio de 0.51, 0.72, 0.61 mm/h. Siendo el aislado T0501 que tardé 84 horas para
alcanzar su maximo crecimiento (Figura 7). En medio de cultivo SDA el ritmo de crecimiento de
los distintos aislados vari6 en cuanto al tiempo requerido para alcanzar su maximo crecimiento, lo
que nos confirma que cada aislado tiene caracteristicas propias de crecimiento y preferencias por
determinado medio de cultivo.

El tiempo de crecimiento promedio del aislado T0301 en SDA fue a las 48 horas con un radio de
crecimiento promedio de 33 mm. Los aislados TO701 T0702, TO703, T0704, T0705, T0201, su
tiempo de crecimiento promedio estuvo entre las 60 a 72 horas con radios de crecimiento promedio
de 37 mm. Estos aislados se caracterizaron por presentar crecimiento en tiempos iguales en PDA
y SDA, concluyendo que esta caracteristica pudo haberse debido a su lugar de origen exceptuando
al aislado T0201 que tiene otro origen.
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Figura 7. Ritmo de crecimientos de aislados de Trichoderma spp en medio de cultivo SDA

En medio de cultivo EMA, el ritmo de crecimiento en todos los aislados fue observable a partir de
las 24 horas. El aislado T0702 fue el que crecidé en menor tiempo alcanzo alcanzando su maximo
crecimiento a las 48 horas, este aislado tuvo un crecimiento de radio mayor a las 24 horas y le
permitio superar a los demas aislados alcanzando su crecimiento total a un ritmo promedio de 0.52
mm/h a las 48 horas.

Los aislados T0701, TO703, TO704, TO301, TO705, presentaron un crecimiento similar desde las
36 horas completando su méximo crecimiento a las 60 horas, con radios de crecimiento de 0.52,
0.57, 0.54, 0.75, 0.70, 0.59 mm/h. Los aislados T0501 y T0201 su crecimiento fue mas lento en
este tipo de medio, alcanzando su maximo crecimiento a las 72 horas con radio de crecimiento
promedio de 0.59 mm/ h para ambos (Figura 8).

Todos los aislados desarrollaron radios de crecimiento menores en las primeras 12 horas, en los
medios de cultivo SDA y PDA; incrementando su ritmo de crecimiento a partir de las 24 a las 48
horas, en tal grado que algunos de los aislados completaron su méximo crecimiento en este periodo
de tiempo.

Se observo que en medio de cultivo EMA los aislados no presentaron crecimiento radial a las 12
horas, y que solamente el aislado T0702 fue el que tuvo crecimiento mas rapido en este medio,
con un periodo de crecimiento de 48 horas. Se pudo observar que en el medio EMA la mayoria de
aislados alcanzaron su maximo crecimiento entre las 60 y 72 horas, caso contrario sucedio en el
medio de cultivo PDA donde encontramos que cuatro de los ocho aislados finalizaron su
crecimiento a las 48 horas.

Las caracteristicas del ritmo de crecimiento encontradas en los diferentes aislados se fundamentan
con lo expresado con otros autores en que Trichoderma es de facil aislamiento y de crecimiento
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rapido en muchos medios de cultivos y sustratos (Well, 1989). La tasa de crecimiento es una de las
caracteristicas principales a tomar en cuenta, para evaluar un agente de control bioldgico, el
crecimiento rapido de un aislado es una caracteristica importante al momento de realizar una
reproduccion masiva del hongo en sustratos solidos y para la obtencién de un producto formulado,
con intenciones de uso en programas de control biologico de hongos fitopatogenos.

—&—T0704 —6—T0703 ——T0705 —a—T0201
—+—T0701 —e—T0301 ——T0702 —A—T0501

24 36 48 60 72
Horas de incubacion

Figura 8. Ritmo de crecimientos de aislados de Trichoderma spp en medio de cultivo EMA
4.2. Competencia in vitro de los aislados de Trichoderma sobre Fusarium spp

En las pruebas de competencia mediante la técnica de cultivo dual se encontré diferencias
significativas para el ritmo de crecimiento de los aislados de Trichoderma spp (P= 0.0001) a las
24, 48 y 72 horas de crecimiento. (Anexo. 12, 13, 15). Para el patdgeno Fusarium spp se encontrd
diferencia significativa en su ritmo de crecimiento (P=0.0001) a las 72 horas. (Anexo. 16)

Todos los aislados de Trichoderma spp presentaron radios de crecimiento superiores a los de
Fusarium spp a las 24, 48 y 72 horas, pero solo se observa diferencia en la disminucion del radio
de crecimiento de Fusarium spp a las 72 siendo en este periodo donde se observd total inhibicién
del crecimiento Fusarium spp por los aislados T1201, TO501H, T0704, T0703, T0301, T0701, en
estos aislados se observo una accion de competencia significativa lo que provoco, la reduccion del
ritmo de crecimiento de Fusarium spp a cero, en cambio el testigo mantuvo su ritmo de
crecimiento de 0.38 mm/h completando su crecimiento total de 45mm sobre sus radios hasta los 11
dias (Cuadro. 5).

Suarez (2008) encontro radios de crecimientos superiores en los aislados de Trichoderma al

confrontarlos con Fusarium solani y encontrd diferencias significativas a los 10 dia de evaluacion.
Trichoderma se caracteriza por tener un rapido crecimiento, esta caracteristica fue evidente en los
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aislados T1201, T0501H, T0704, T0703, T0301, TO701 que mostraron su capacidad de
competencia frente a fusarium spp. Borrero y Silva (2005) califican a la velocidad crecimiento de
Trichoderma spp como una importante cualidad de antagonismo, compitiendo eficientemente por
el sustrato. Benitez et al. (2004) expresa que la competencia mas comun de Trichoderma spp es
por nutrientes, oxigeno o espacio y, por ultimo, la desactivacion de las enzimas de los patdgenos.

Cuadro 6. Radios de crecimiento de aislados de Trichoderma spp y Fusarium spp en pruebas de
competencia a las 72 horas de incubacion

Aislados Radio de crecimiento (mm h)

Trichoderma Fusarium Testigo de Testigo de

spp. spp. Trichoderma spp.  Fusarium spp
T1201 0.65a 0.00 b 1.04Db 0.38a
T0501H 0.62ab 0.00b 1.06 b 0.38a
T0704 0.6lab 0.00 b 1.04Db 0.38a
T0703 0.6lab 0.00b 1.25a 0.38a
T0301 0.60ab 0.00 b 1.25a 0.38a
T0501 0.59ab 0.32b 1.25a 0.38a
T0201 0.59ab 0.32b 1.25a 0.38a
T0702 0.58ab 0.32b 1.25a 0.38a
T0705 056 b 0.33a 1.25a 0.38a
T0701 056 c 0.00 b 1.25a 0.38 a

Medias con igual letra en la misma columna no difieren significativamente, segun Tukey (o = 0.05)
4.2.1. Grados de micoparasitismo de aislados de Trichoderma spp sobre a Fusarium spp

A los tres dias de crecimiento los aislados de Trichoderma spp T1201, TO501H, T0704, T0703,
T0301, TO701 entraron en contacto con la colonia de Fusarium spp. Los aislados T0701, T0702,
TO704, T0301, TO705, T0201 sobrecubrieron la colonia de Fusarium spp a los 8 dias de
crecimiento, tiempo en que el antagonista cubrié por completo el micelio del fitopatdgeno (Figura
9 b) lo que corresponde al grado 1, de la escala para evaluacion del antagonismo descrita por Royse
y Ries (1978).

Los aislados T0501, TO703, TO501H, T1201 presentaron grado de micoparasitismo 2; (Figura 10)
estos aislados no sobrecrecieron por completo a Fusarium spp. Michel (2001) encontr6
sobrecrecimiento de las colonias de cepas nativas de Trichoderma spp sobre F. oxysporum a los 3
a 6 dias y también encontré contacto sobre F. subglutinans a los 3 a 10 dias; mientras que Solano
(2004) encontrd contacto con F. oxysporum a los 3 a 4 dias y con F. subglutinans a los 2 a 3 dias.
Michel (2001) indica que entre menor sean los dias al contacto, es mayor la agresividad que existe
por parte del hongo antagonico y menor la resistencia del fitopatdgeno.

Los aislados T0O501H, T1201, T0501, T0703, fueron los primeros que entraron en contacto con la

colonia de Fusarium spp con radios de crecimientos mayores, pero presentaron grado de
micoparasitismo 2. Estos resultados coinciden con estudios hecho por Hoyos (2008), quien
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encontr6 aislado de Trichoderma, con grado de antagonismo mas bajo, que otros, siendo esta, una
caracteristica que, puede variar de un aislado a otro dentro de la misma especie, por tanto, no se
puede generalizar al definir, que determinadas especies de Trichoderma son buenas antagonistas,
ya que esto depende del aislamiento en particular y su capacidad de atacar de forma concreta a
cepas determinadas de hongos fitopatdgenos.

Trichoderma es un organismo antagonista de hongos fitopatégenos por su accion de micoparasito,
la cual es definida como el uso del patdgeno como alimento por el antagonista, en el que
generalmente se ven implicadas enzimas extracelulares como quitinasas, celulasas, B-1-3-
glucanasas y proteasas que rompen o digieren las paredes de los hongos patdgenos; la capacidad
de produccioén de antibiéticos (viridina, gliotoxina, gliovirina y peptaiboles) y sustancias téxicas
para otros organismos, las cuales actian en bajas concentraciones (menores a 10 mg L *1); (Harman,
2000, Howell, 2006;).

Figura 9. Confrontacion de Trichoderma spp sobre Fusarium spp. a) Cultivo dual de Trichoderma
y Fusarium; b) Sobrecrecimiento de Trichoderma spp en la colonia de Fusarium spp a los 8 dias
de crecimiento.
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Figura 10. Grados de Micoparasitismo de aislados de Trichoderma spp sobre Fusarium spp a los 8
dias de crecimiento

4.3. Efectos de aislados de Trichoderma spp sobre mal del talluelo en cultivo de tomate

4.3.1. Porcentaje de semillas de tomate germinadas

Al evaluar el porcentaje de germinacion de las semillas de tomate se encontrd que el porcentaje de
germinacién de semillas de tomate varid entre el 70 y 86% en todos los tratamientos. Durante el
periodo de germinacion las plantulas no presentaron sintomas de mal del talluelo. Se observo que

la baja germinacion se debid a caracteristicas propias de la variedad y a la permanencia de las
bandejas en cuarto oscuro por mas de 4 dias.

26



100,00 -
90,00 -
80,00 -
70,00 -
60,00 -
50,00 -
40,00 -
30,00 -
20,00 -
10,00 -

0,00 -

Germinacion de Plantas
%

OEE
EZZ ML LMY
Z MO

OES

7
Q@

& & &

I &
S S S

4 &

&Q

7
g
7

%,

Tratamientos

Figura 11. Porcentaje de germinacion de plantas de tomate Variedad Mariana Tisma — Masaya
Octubre 2010.

4.3.2. ldentificacion de patogenos en plantulas de tomate

EL aislamiento de patdgenos realizado a partir, de las muestras de tejido con sintomas de mal del
talluelo en las plantulas del cultivo de tomate, dieron como resultado el crecimiento de los hongos
fitopatdgenos como Fusarium, Sclerotium, estos resultados coinciden con los descritos por
Gonzales et al., (2013) que report6 a Fusarium, Pythium, Rhizoctonia y Phytophthora como los
causantes de los sintomas del mal del talluelo en plantulas de tomate.

4.3.3. Porcentaje de incidencia mal del talluelo en tomate

Hubo diferencias significativa entre fechas (P= 0.0009) y entre tratamientos (P= 0.0005). Los
aislados T0301 y T0501H, fueron los que presentaron el menor porcentaje de incidencia de mal
del talluelo con un 1.28 % y 1.35 % en promedio (Figura 12). En las tres fechas de muestro ambos
tratamientos tuvieron un porcentaje de incidencia similar. El tratamiento TO703 presentd el mayor
porcentaje de incidencia con 4%. En los tratamientos T0702, el testigo (agua), T1201, T0701,
T0501, TO705, TO704, y Mancozeb, el porcentaje de incidencia varié de 3.57 a 1.60% en promedio.

La accion controladora de los aislados T0301 y TO501H fue efectiva sobre la incidencia natural de
mal del talluelo, el porcentaje de incidencia disminuy6 en un 1.6 % y 1.2 % mas, al compararlos
con el efecto de Mancozeb. El principal sintoma de mal del talluelo que presentaron las plantas fue
estrangulamiento en la base del tallo (Anexo 20). Trichoderma spp ha demostrado su eficiencia en
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el control de fitopatdgenos que atacan partes aéreas y de la raiz de las plantas Nelson, (1991). El
género Trichoderma esta catalogado entre los agentes de control bioldgico mas eficientes debido
al amplio espectro antagonista que presentan; las enzimas extracelulares que producen con
actividad antibiotica, el micoparasitismo y la por la habilidad de incrementar el desarrollo y
crecimiento de las plantas, entre otros mecanismos de accion (Howell, 2003; Harman et al., 2004;
Benitez et al., 2004).

Uno de los principios del control bioldgico es el empleo del agente de control en los momentos en
que los niveles poblacionales de la plaga no sean elevados (Rodriguez, 2001). Al igual que otros
agentes bioldgicos de control, Trichoderma puede ser abrumado por una fuerte presion de la
enfermedad, por lo tanto, estos antagonistas deberan utilizarse estrictamente como una medida
preventiva (Harman, 2000). En sistemas de produccion protegida, el uso de Trichoderma en la
obtencion de plantas, es una practica usada en diferentes paises, garantizando plantas de alta calidad
(Martinez, 2013).
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Figura 12. Porcentaje de incidencia mal del talluelo en cultivo de tomate en condiciones de
microinvernadero Tisma — Masaya Octubre 2010.
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V. CONCLUSIONES

Se obtuvieron ocho aislados nativos de Trichoderma spp, provenientes de muestras de suelo de
Tomatoya Jinotega, Miraflor Esteli, EI Viejo Chinandega y Jinotepe Carazo.

Los aislados Trichoderma spp tuvieron un periodo de tiempo de germinacion entre las 24 a 36
horas de incubacion, completando su maximo porcentaje de germinacion del 95 al 100% a las 72
horas.

Todos los aislados de Trichoderma tuvieron el menor tiempo de crecimiento en el medio de cultivo
PDA entre las 48 a 60 horas.

Se comprob6 que algunos de los aislados de Trichoderma spp tienen capacidad de competencia y
antagonismo in vitro frente a fusarium spp.

El efecto de los aislados de Trichoderma spp sobre la incidencia de mal del talluelo fue efectiva,
sobresaliendo con mayor pontencial controlador los aislados T0301 y TO501H en estos aislados se
present6 el menor porcentaje de incidencia de 1.28 % y 1.35 % en promedio.

Los aislados que resultaron con mayor potencial controlador de mal del talluelo, seran utilizados
en produccion masiva, en el laboratorio de control biolégico de la UNA, para su uso como
bioplaguicidas en el campo.
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VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda el uso de los aislados T0O301 y TO501H en el manejo de hongos causantes del mal

del talluelo ya que resultaron ser las mas promisorias en la disminucién de la incidencia de dicha
enfermedad.

Realizar estudios de identificacion con pruebas moleculares de los diferentes asilados obtenidos,
para llegar a la caracterizacion a nivel de especie.

Realizar pruebas de antagonismo in vitro con patdgenos de suelo, para seleccionar aislados
especificos a determinados patdgenos.
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VIII. ANEXOS

Anexo 1. Metodologia de medicion del radio de crecimiento de aislados de Trichoderma spp.

Siguiendo la metodologia descrita por (French y Hebert 1982).

Anexo 2. Andlisis de varianza del porcentaje de germinacion de conidias de aislados de

Trichoderma spp.

D3/

Fuente de dl SC CM F P
variacion

Trat 7 1327.483131 189.640447  1.79 0.1351
Trat*Rep 24 2538.1884 105.7579 1.19 0.261
Fec 5 283872.0193 56774.4039  641.15  0.0001
Trat*Fec 35 3141.563 89.7589 1.01 0.4604
Error 120 10626.169 88.5514

Total 191 301505.4229

R2=0.964756 CV=17.82031
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Anexo 3. Separacion de medias para fecha en la variable germinacion de conidias

Fechas Medias Grupo

95.636

84.343

73.059

63.277

0.521
0

P NOWDOIO
mmooOm®m>

Anexo 4. Analisis de Regresion Lineal Simple porcentaje de viabilidad de conidias.

Cepas Ecuacion R? CcVv
(modelo Y=a+bx)

T0701 -15.99+21.07x 0.768635 41.86527
T0702 -21.57+19.89x 0.902430 28.46995
T0703 -26.68+22.77x 0.9279 25.02
TO0704 -22.92+21.76x 0.893637 29.49
T0301 -18.48+20.84x 0.824613 36.91264
TO705 -22.77+20.95x 0.906204 27.88533
T0501 -20.43+20.95x 0.907330 26.47383
T0201 -20.24+20.75x 0.862848 33.03525

Anexo 5. Separacion de medias del Ritmo de Crecimiento de aislados de Trichoderma spp en PDA
( Papa Dextrosa Agar).

Tratamientos Medias Grupo
T0704 0.41 A
T0703 0.3872 A
TO705 0.3752 BA
T0201 0.372 BA
T0701 0.3584 BA
T0301 0.3164 BC
T0702 0.288 DC
T0501 0.246 D
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Anexo 6. Separacion de medias para fecha en la variable Ritmo de Crecimiento en PDA ( Papa
Dextrosa Agar).

Fechas Medias Grupo
4 0.55625 A
3 0.4265 B
5 0.30475 C
2 0.235 D
1 0.19825 D

Anexo 7. Separacion de medias para tratamiento en la variable Ritmo de Crecimiento en SDA
(Sabouraud Dextrosa Agar).

Tratamientos Medias Grupo
T0702 0.46057 A
T0501 0.41857 B
T0701 0.37429 C
T0705 0.35886 DC
T0201 0.33 D
TO0704 0.27571 E
T0703 0.26657 E
T0301 0.25914 E

Anexo 8. Separacion de medias para fecha en la variable Ritmo de Crecimiento en SDA (Sabouraud
Dextrosa Agar).

Fechas Medias Grupo
0.5685
0.51475
0.46
0.2935
0.28825
0.20825
0.0675

~NF, N WO S
mmoooOw >
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Anexo 9. Separacion de medias para tratamiento en la variable Ritmo de Crecimiento en EMA
(Extracto de Malta Agar).

Tratamientos Medias Grupo
T0201 0.3777 A
T0501 0.37133 A
T0301 0.366 A
T0705 0.346 A
T0703 0.28533 B
T0704 0.271 B
TO701 0.259 BC
T0702 0.226 C

Anexo 10. Separacion de medias para fecha en la variable Ritmo de Crecimiento en EMA (Extracto
de Malta Agar).

Fechas Medias Grupo
0.52675 A

0.506 AB
0.48325 B

0.212 C
0.14875 D

0 E

P o N W~ O

Anexo 11. Separacion de medias del ritmo de crecimiento de aislados de Trichoderma spp en
confrontacién con Fusarium spp. A las 24 horas de crecimiento.

Tratamientos Medias Grupo
T1201 0.62 A
TO501H 0.62 AB
TO0704 0.58 ABC
TO701 0.57 ABC
T0301 0.51 ABCD
T0702 0.51 ABCD
T0201 0.48 ABCD
T0705 0.48 BCD
T0501 0.43 CD
T0703 0.38 D
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Anexo 12. Separacion de medias del ritmo de crecimiento del testigo de Trichoderma spp, en
confrontacién con Fusarium spp. A las 24 horas de crecimiento.

Tratamientos Medias Grupo
T0704 0.62 A
TO501H 0.61 A
T1201 0.61 A
T0301 0.60 AB
T0501 0.57 ABC
T0701 0.52 BCD
TO705 0.51 BCD
T0702 0.51 BCD
T0703 0.50 CD
T0201 0.43 D

Anexo 13. Separacion de medias segun Tukey del ritmo de crecimiento de aislados de Trichoderma
spp en confrontacion con Fusarium spp. A las 48 horas de crecimiento.

Tratamientos Medias Grupo
TO501H 0.86 A
T1201 0.86 A
TO705 0.82 A
T0501 0.81 A
T0301 0.80 A
T0201 0.79 A
T0702 0.73 A
T0704 0.58 B
T0701 0.47 BC
T0703 0.38 C
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Anexo 14. Separacion de medias segun Tukey del ritmo de crecimiento del testigo de Trichoderma
spp, en las pruebas de competencia con Fusarium spp. A las 48 horas de crecimeinto.

Tratamientos  Medias Grupo
T0501 1.00 AB
T0703 0.96 AB
T0702 0.95 AB
T0704 0.95 AB
T0301 0.95 AB
T1201 0.93 AB
TO501H 0.93 AB
T0705 0.91 AB
T0201 0.89 B
T0701 0.55 C

Anexo 15. Separacion de medias segun Tukey del radio de crecimiento de aislados de Trichoderma
spp al estar en confrontacion con Fusarium spp. A las 72 horas de crecimiento.

Tratamientos Medias Grupo
T1201 0.65 A
TO501H 0.62 AB
T0704 0.61 AB
T0703 0.61 AB
T0301 0.60 AB
T0501 0.59 AB
T0201 0.59 AB
T0702 0.58 AB
T0705 0.56 B
TO701 0.56 C
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Anexo 16. Separacion de medias segun tukey para el ritmo de crecimiento de Fusarium spp en
confrontacién con Trichoderma sp a las 72 horas de crecimiento.

Tratamientos Medias Grupo

T0705 033 A
T0201 032 A
T0702 032 A
T0501 032 A
T0701 0.00 B
T0301 0.00 B
T0703 0.00 B
T0704 0.00 B
TO501H 0.00 B
T1201 0.00 B

Anexo 17. Separacion de medias segun Tukey del el radio de crecimiento del testigo de
Trichoderma spp, en las pruebas de competencia con Fusarium spp. A las 72 horas de
crecimiento.

Tratamientos ~ Medias Grupo
T0701 1.25 A
T0702 1.25 A
T0703 1.25 A
T0201 1.25 A
T0301 1.25 A
TO705 1.25 A
T0501 1.25 A
TO501H 1.06 B
T1201 1.04 B
T0704 1.04 B
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Anexo 18. Separacion de medias para tratamientos del porcentaje de incidencia de mal del talluelo
en plantas de tomate (Tisma — Masaya).

Tratamientos  Medias Grupo
T0703 4 A
T0702 3.57 AB
Testigo agua  2.94 ABC
T1201 2.79 ABC
T0701 2.69 ABC
T0501 2.35 ABC
T0705 2.17 ABC
Mancozeb 1.96 ABC
T0704 1.64 BC
T0201 1.6 BC
TO501H 1.35 C
T0301 1.28 C

Anexo 19. Separacion de medias para Fechas para la variable porcentaje de incidencia Mal del
Talluelo en plantas de tomate en micro invernadero (Tisma — Masaya).

Fechas Medias Grupo
1 2.94 A

2 2.89 A

3 1.25 B

Anexo 20. Sintomas de mal del talluelo en cultivo de tomate (ensayo de microinvernadero Tisma-
Masaya).
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