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RESUMEN

Fusarium oxysporum, es un patégeno ubicuo transmitido por el suelo que causa marchitez
vascular en una amplia gama de plantas, incluyendo cultivos de importancia econdmica como el tomate,
los cereales y el banano. Los hongos endofiticos del género Trichoderma spp. se presentan como una
alternativa viable para el manejo de Fusarium oxysporum. El objetivo del presente estudio fue evaluar
el uso de aislados de Trichoderma spp. para reducir el uso de fungicidas sintéticos en el manejo de F.
oxysporum f. sp. cubense, causante del mal de Panama en el cultivo de guineo (Musa spp.),
proporcionando una alternativa de manejo ante la amenaza de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza
tropical 4. Este estudio pretende ser una base para la toma de decisiones y la implementacion de
programas de manejo. La investigacion se llevo a cabo entre enero y noviembre de 2024, utilizando un
disefio completamente al azar (DCA) bajo condiciones controladas, con 15 tratamientos y cinco
repeticiones. Cada unidad experimental consistié en una placa de Petri que contenia 20 ml de medio de
cultivo de papa dextrosa agar (PDA) acidificado con acido lactico al 50%. Las variables evaluadas
fueron: crecimiento radial de F. oxysporum (CRP) en la placa control, crecimiento radial del
antagonista Trichoderma (CRA) y porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) de F.
oxysporum mediante el método de membrana de celofan. Las variables se sometieron a un analisis de
varianza (ANDEVA). El aislado Th3S inhibié el crecimiento de Fusarium oxysporum en un 58%
mediante el método de cultivo dual. El aislado de Trichoderma spp. codificado como ThJ inhibid de
forma significativa el crecimiento de Fusarium oxysporum en los ensayos de inhibicién por el método
de la membrana de celofan.

Palabras clave: Fusarium oxysporum, Trichoderma, mal de Panama, crecimiento radial
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ABSTRACT

Fusarium oxysporum is a ubiquitous soil-borne pathogen that causes vascular wilt in a wide
range of plants, including economically important crops such as tomatoes, cereals, and bananas.
Endophytic fungi of the genus Trichoderma spp. present a viable alternative for the management
of Fusarium oxysporum. The objective of this study was to evaluate the use of Trichoderma
spp. isolates to reduce the use of synthetic fungicides in the management of F. oxysporum f. sp.
cubense, the causal agent of Panama disease in banana (Musa spp.), providing a management
alternative against the threat of Fusarium oxysporum f. sp. cubense tropical race 4. This study
aims to serve as a basis for decision-making and the implementation of management programs.
The research was conducted from January to November 2024, using a completely randomized
design (CRD) under controlled conditions, with 15 treatments and five replications. Each
experimental unit consisted of a Petri dish containing 20 ml of potato dextrose agar (PDA)
medium acidified with 50% lactic acid. The variables evaluated were radial growth of F.
oxysporum (CRP) in the control plate, radial growth of the antagonist Trichoderma (CRA), and
percentage of inhibition of radial growth (PICR) of F. oxysporum using the cellophane
membrane method. The variables were subjected to analysis of variance (ANOVA). The
isolate Th3S inhibited the growth of Fusarium oxysporum by 58% using the dual culture
method. The Trichoderma spp. isolate coded as ThJ significantly inhibited the growth
of Fusarium oxysporum in inhibition assays using the cellophane membrane method.

Key words: Fusarium oxysporum, Trichoderma, Panama disease, radial growth.
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I. INTRODUCCION

Segun el Ministerio Agropecuario (MAG), la produccion de platano genera alrededor de 59,523
unidades por hectarea, mostrando un aumento del cinco por ciento con respecto al afio 2021. En
Nicaragua, se destinan un total de 27,659 ha al cultivo de este fruto, siendo el departamento de
Rivas la principal zona productora, con aproximadamente 8,467 ha dedicadas a este fin. Ademas
de Rivas, otras areas donde se ha establecido el cultivo de platano incluyen Granada, Tisma,

Leo6n y Chinandega. Ministerio Agropecuario [MAG], s.f.).

Entre las principales enfermedades asociadas al cultivo del platano estan: La sigatoka negra,
causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis, el moko bacteriano, causado por Ralstonia

solanacearum y el Mal de Panama causado por Fusarium oxysporum. (Basf, 2023)

La enfermedad del Mal de Panama manifiesta un color amarillento en el follaje adulto afectando
mayormente desde la parte de los bordes hacia las venas centrales de la hoja, cuando se
encuentran afectadas se curvan por la parte de la base permaneciendo apoyada de la planta hasta
que se secan y mueren Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricultura [IICA],

2015).

Las cepas tropicales de F. oxysporum estéan clasificadas comiinmente en 4 razas, conforme a los
cultivos que infectan; las musdceas son susceptibles a ser infectadas por la raza tropical 1y 2
(RT1, RT2); otras razas como la RT3 afecta principalmente algunas especies de heliconias. La
raza de F. oxysporum RT1 es una de las enfermedades mas destructivas en los cultivos de
bananos y platanos a nivel mundial y se caracteriza por una marchitez en los cultivos de platano

y banano.

De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO, 2020) existe un interés regional para evitar el ingreso o introduccion de la cepa R4T en
los paises regionales como: Honduras, Panama, El Salvador, México, Republica Dominicana,
Costa Rica, Nicaragua, Guatemala, Ecuador y Belice han realizado un esfuerzo en realizar

simulacros de actuacion.



La actividad biocontroladora de hongos y bacterias frente a varios fitopatogenos ha tenido
aceptacion a escala global. Existen un sinnimero de organismos microscopicos benéficos que
tienen la capacidad de reducir la incidencia del mal de panama. En los mecanismos que poseen
estos organismos incluyen antibiosis, induccion de resistencias a las plantas, competencia por

nutrientes y espacio (Smith y Mesa, s.f.).

Estudios con el uso de trichoderma evidencian la capacidad antagonica frente a F. oxysporum
RT1 en vitroplantas de banano (Caballero et al. 2013). Rodriguez et al. (2021) afirma que cepas
nativas de trichoderma spp demostraron potencial antagdnico ante los dafios que ocasionados
por F. Oxysporum., del mismo modo Guédez et al. (2012), describe que los principales modos
de accion que posee el fitopatdégeno 7. hazarium, se basan en la competencia por nutrientes,
espacio y parasitismo; esto debido al rapido crecimiento que posee, de manera que supera
rapidamente el crecimiento de R. solani, S. rolfsii y F. oxysporum, logrando reducir su

crecimiento e inhibicion hasta en un 50%.

Unas de la alternativa sustentable para el manejo del mal Panama es el estudio de cepas de
Trichoderma spp con efectos positivos en la inhibicidn y antagonismo, asi como productoras de
metabolitos secundarios. Este estudio tiene como objetivo evaluar agentes microbianos para el
manejo mal de panama causado por F. oxysporum como alternativa sustentable en programas

de manejo integrado de plagas.



II. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Evaluar aislados de Trichoderma spp. para reducir la dependencia de fungicidas sintéticos en el
manejo de Fusarium oxysporum f. sp. cubense causante del Mal de Panama en el cultivo de
guineo (Musa spp.). Como una alternativa de manejo ante la amenaza de Fusarium oxysporum
f. sp. Cubense.

2.1. Objetivos especificos

e Determinar el efecto antagdnico de los aislamientos endofiticos de Trichoderma spp.,

sobre F. oxysporum en condiciones in vitro.

e Evaluar el efecto directo de los metabolitos secundarios producidos por aislados de

Trichoderma sp sobre los aislados de F. oxysporum.



III. MARCO DE REFERENCIA

3.1. Clasificacion taxonomica de F. oxysporum y ciclo biolégico

El género Fusarium presenta una distribuciéon cosmopolita y es endémico de zonas maiceras de
todo el mundo. (Watt, 2015)
Nombre cientifico: Fusarium spp.

Clasificacion taxonomica

e Phylum: Ascomycota o  Fusarium equiseti

e C(lase: Sordariomycetes o Fusarium oxysporum

e Orden: Hypocreales o Fusarium proliferatum
e Familia: Nectriaceae e  Fusarium reticulatum
e (Género: Fusarium o Fusarium solani

o Especie: Fusarium spp. o  Fusarium subglutinans

Las especies de F. oxysporum producen esporas asexuales, y su ciclo de vida puede variar segun
la especie. En general, F. oxysporum tiene la capacidad de invernar por varios afios,
sobreviviendo en residuos vegetales infectados o en el suelo, lo que le permite permanecer
indefinidamente en condiciones favorables de humedad y temperatura. El hongo se reproduce
por clamidosporas (células del micelio de paredes gruesas) o esporas, las cuales se pueden
dispersar facilmente con ayuda del viento o del agua, hasta llegar a cultivos sanos. (Belchim,

2023).

De acuerdo con Mejia et al., (2016), los fitopatégenos como Fusarium spp., son los principales
responsables del desfallecimiento vegetal de las plantas al igual que pudricion de la raiz, clorosis
y defoliacion. No obstante, para controlar o prevenir estos patdgenos se recurre constantemente
al uso de fungicidas organosintéticos, contaminando el ambiente, los suelos agricolas y
afectando la salud humana, esta especie crea una resistencia a los fungicidas utilizados para su
control, reduciendo de esta manera su efectividad, lo que conlleva a que el productor utilice una

dosis mas alta del producto.



3.2. Origen de la enfermedad

La enfermedad conocida como Mal de Panamé posee una accion fungica letal. Fue la primera
en atacar los cultivares de banano, habitando en los suelos, esta enfermedad tiende a atacar con
mayor frecuencia a la familia de las muséceas, propagandose a nivel global durante el transcurso

de la primera mitad del siglo XIX (Rodriguez, s.f.)

3.3. Importancia economica del mal de panama

El Mal de Panama es una enfermedad de importancia econdémica en el sector bananero a nivel
mundial por el impacto positivo que ha generado en los mercados de exportacion de banano, y
en la seguridad alimentaria. Las pérdidas ocasionadas por la enfermedad pueden ocasionar

dafios de hasta el 100% de las plantaciones (Maymon, 2020).

La industria productora de bananos y platanos se ve amenazada por el mal de panama por causa
de los devastadores dafios que ocasiona sobre la variedad Cavendish. Actualmente, la variedad
Cavendish es la responsable de abastecer el mercado global siendo América Latina la zona con
mayor exportacion, cultivando el 28% de la produccién mundial. Se destacan 7 paises con mayor
exportacion, Ecuador es quien mas por su alta produccion, seguido de Costa Rica y Colombia

(Martinez y Barrantes, 2022).

En el ano 2018 el pais de Costa Rica indico por medio del ministerio de agricultura que, en
paises como Malasia e Indonesia hubo pérdidas estimadas de 75 millones de ddlares al afio con
una representacion estimada de 9 millones de plantas destruidas por la raza 4 (Foc R4T) en un
periodo de 5 afios, no obstante, en el distrito de Lampung en la isla de Sumatra, las pérdidas por
rendimientos de pequefios productores se estipularon de 1 a 9 millones de délares en medio de

los afios de 1993 y 2002 (Rodriguez et al., 2018).

En el sudeste asidtico las pérdidas de plantas se ocasionaron en diferentes sistemas de
produccion con una estimacion de mas de 8 millones en sistemas tradicionales, 7 millones en la
variedad de banano Cavendish con enfoque comercial, la produccion de platanos y bananos tuvo

pérdidas anuales de 75 millones de délares (N.M.H y A.B.T.R., 2020).



3.4. Mecanismo de accion

Segun Martinez et al., (2014), las cepas de Fusarium responsables de causar la marchitez
exhiben un patrén de infeccion similar; penetra inicialmente por la raiz de forma asintomatica;
posteriormente, coloniza tejido vascular que a su vez coloniza el tallo de las plantas
desencadenando un marchitamiento generalizado de las partes superiores. Sin embargo, en
cultivares resistentes o susceptibles la colonizacion se restringe, debido a la oclusion por los

conductos de geles, acumulaciones de calosa y tilosas.

En los cultivares resistentes, la colonizacion se restringe debido a la oclusion por conductos de
geles, acumulacion de calosas y tilosas. En Centroamérica, en el cultivar susceptible del banano
Gros Michael, los flavonoides del tipo de las catequinas y sus productos de oxidacidn inactivan

las enzimas, confinando la distribucidon secundaria a los puntos de infeccion inicial.

3.5. Caracteristicas de la enfermedad

Debido a que se trata de una enfermedad vascular el sintoma caracteristico es el color
amarillento, encorvamiento y secado unilateral de las hojas y de la planta. Otra caracteristica
que produce este fitopatdgeno es el marchitamiento en los peciolos provocando un crecimiento
retardado, pudricion radicular y luego visualizandose en la parte basal del tallo. al realizarse un

corte transversal un anillo con coloracion café y rojiza (Hernandez et al., 2019).

Considera que ademas de estos dafios, poseen la capacidad de producir metabolitos secundarios
como las micotoxinas, quienes se encargan de contaminar los alimentos de los animales como
la de los humanos, la mayor parte de las cepas de Fusarium generan diversos efectos de
naturaleza proteica la cual beneficia al patdogeno, de manera que puede anular las defensas de

las plantas, logrando su penetracion.

3.6. Razas de F. oxysporum

Como afirma Ferrucho, (2020), la enfermedad del Mal de Panamé ocasionada por F. oxysporum

es una de las mas destructivas para los cultivos de platano y banano en el mundo. Existen 4 razas



del hongo, clasificadas asi seglin las variedades de banano o platano que afectan: la raza 1 afecta
muchos cultivares de banano, uno de ellos fue la variedad “Gros Michel”, siendo sustituida en
Costa Rica durante la década de 1950, por el cultivar “Cavendish”, que poseia caracteristicas
resistentes. La raza 2, tiene mayores afectaciones en platano, especialmente a los cultivares de
fruto “cuadrado”. La raza 3 afecta a heliconias (especies tropicales), plantas de caracter
ornamental y la raza 4, afecta todos los cultivares de banano, ain no se han desarrollado
variedades resistentes que ayuden a amortiguar su impacto. La raza 4 se subdivide en: raza 4
subtropical (R4ST) y raza 4 tropical (R4T), dependiendo de las condiciones climaticas en las

que se encuentre. Su llegada a Colombia fue confirmada en 2019. (Montero, 2020).

3.7. Control biolégico para F. oxysporum spp

Como afirma Hernandez et al., (2021). Las bacterias del género Streptomyces poseen
caracteristicas antagdnicas gracias a la produccion de metabolitos secundarios con accion

fingica, junto con enzimas extracelulares del género de quitinasas y pectinasas.

Blanco, (s.f.) expresa que el uso de hongos endofiticos biocontroladores han sido analizados en
numerosas investigaciones con distintos cultivos, obteniéndose como resultado que 7.

harzianum disminuy¢ la frecuencia de F. oxysporum spp.

La investigacion consistio en seleccionar aislamientos endofiticos de 7. spp, como biocontrol
para F. oxysporum f. spp. cubense raza 1. Con ayuda de la técnica de cocultivo, en donde se
realizaron veinte aislados de 7. spp; consiguiendo como resultado, un 53.46% de la inhibicion

del crecimiento radial de FOC (Hernandez et al., 2013).

3.8. Control flingico F. oxysporum spp

Los fungicidas extraidos por medio de los extractos de ciertas plantas medicinales, como
pimienta comun (Piper betle L.) y neem (Azadirachta indica A. Juss.), tienen actividad
antifiingica sobre F. oxysporum f. sp. clibense, al igual que el aceite de clavos de olor (Syzygium

aromaticum), el uso de canela (Cinnamomum verum), de hojas de cebolla y ajo (Allium cepa L.



x Allium sativum L.), poseen un efecto inhibitorio sobre el crecimiento micelial y germinacion

de conidios, incluyendo a la raza 4. Zapata y Castafio, (2019).

3.9. Control cultural

Se eliminan las plantas que presentan los sintomas del Mal de Panam4, fumigando en el suelo,
utilizando nitrogeno nitrico, ya que el nitrico posee la capacidad de inhibir el crecimiento del
hongo, los tratamientos solares del suelo por un largo periodo son otra opcién viable, al igual
que el establecimiento de cebollin o maiz, quienes ayudan a disminuir los propagulos de la

enfermedad (Florencio, 2015)

3.10. Control quimico para Fusarium en platano o banano

Para la prevencion o manejo de este fitopatdogeno existen diferentes tipos de desinfectantes. A
continuacion, se describen los diferentes desinfectantes utilizados: elementos oxidantes como el
NaOCl, H202 y O3 inactivan al fitopatogeno, por medio de la ruptura de los acidos nucleicos;
como los alcoholes y las sales cuaternarias de amonio causan desnaturalizacion de proteinas y
ruptura de las membranas celulares; el formaldehido mata los macro conidios del hongo. Zapata

y Ramirez (2017).

3.11. Microorganismos endofitos

El significado de endofito hace referencia a “dentro de la planta” (endon: dentro, phyton: planta).
La terminologia endofita hace referencia a cualquier organismo capaz de colonizar el interior
de los tejidos de las plantas. No obstante, este término se vio restringido Uinicamente a los
microorganismos que no provocan dafio aparente a la planta hospedera, tales como: bacterias y
hongos. Actualmente, el término hace referencias no solo a bacterias y hongos, sino, también a
insectos y algas, siendo los hongos los microorganismos mas estudiados y aislados que mayor

ocurrencia tienen como endofitos Sédnchez et al, 2013).



3.12. Trichoderma spp

Melchor. D. J et al. (2019) Manifiestan que 7richoderma es un hongo cosmopolita cuya
influencia se basa en su capacidad para adaptarse y producir metabolitos, como enzimas,
fitohormonas, compuestos volatiles, entre otros. 7. spp tiene diversas ventajas como agente de

control bioldgico, posee un rapido crecimiento y desarrollo.

Hernan et al. (2015) sefialan, que 7. spp tiene la capacidad de generar una gran cantidad de
enzimas, inducidas por la presencia del hongo fitopatdgeno, que se desarrollan en una variedad
extensa de sustratos, representando una ventaja para su producciéon masiva y uso en la

agricultura.

La mayoria de las colonias de Trichoderma son de color blanco en su inicio y se tornan de un
color verde oscuro o amarillento, con esporulacion densa. El micelio es fino, sus conidiéforos
son ramificados, representdndose como penachos compactados con un sistema de ramas
irregulares de manera piramidal, formadas por las fidlides, donde se da la formacion de las
esporas asexuales o conidios. El hongo tiene la capacidad de producir estructuras resistentes
denominadas clamidosporas, permitiéndole sobrevivir y perdurar a través del tiempo bajo

condiciones adversas. MUSA (2019).

3.13. Modo de accion de Trichoderma spp

Por competencia: se define como el comportamiento desigual de dos o0 mas organismos ante un
mismo requerimiento (sustrato, nutrientes) por espacio y/o nutrientes. Este modo de accién ha
sido considerado uno de los mecanismos clasicos de biocontrol de este género segun Intagri
(s.f.), el rdpido crecimiento de Trichoderma le permite ser un fuerte competidor por espacio para
colonizar la rizosfera. Por otra parte, tiene una capacidad superior para movilizarse y tomar los
nutrientes del suelo, utilizando sustratos como fuente de carbono y nitrégeno, permitiendo
colonizar un medio rapidamente y evitando la proliferacion de otros microorganismos en el

mismo habitat.
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Las cepas de Trichoderma, en comparacion con las capacidades de otros hongos poseen una
velocidad de crecimiento muy rapida, y una gran capacidad para movilizar y absorber los
nutrientes del suelo, dandoles la ventaja de expandirse rapidamente cuando se inoculan en el
suelo. Ademas, tiene resistencia a una gran variedad de compuestos toxicos como fungicidas,

herbicidas, DDT, plaguicidas, y compuestos fendlicos. (Marina et al., 2005).

Infante et al. (2009) enfatizan que el micoparasitismo se define como una simbiosis antagonica
entre organismos, donde se ven implicadas enzimas extracelulares tales como quitinasas y
celulasas, que corresponden con la composicion y estructura de las paredes celulares de los
hongos parasitados, mediante el proceso de micoparasitismo, el hongo crece
quimiotropicamente hacia el hospedante, adhiriéndose a las hifas de este, enrollandose en ellas
provocando la penetraciéon en el hospedero. La degradacién de las paredes celulares del
hospedante se observa en los estados tardios del proceso parasitico, lo que conlleva al

debilitamiento casi total del fitopatogeno.

Antibiosis: El género Trichoderma tiene la capacidad de producir compuestos organicos
volatiles y no volatiles, inhibiendo el crecimiento y desarrollo de microorganismos patdgenos.
Estas interacciones estdn involucradas con las enzimas liticas extracelulares, antibidticos y
compuestos de bajo peso molecular. La produccion de esporas, que ayuda a la colonizacion de

diversos sustratos y del suelo (Intagri, s.f.).

3.14. Modo de aplicacion Trichoderma spp

Trichoderma se puede inocular al sustrato para semilleros o directamente al suelo en campo
abierto. También el tratamiento a la semilla (inoculacion), se emplea para el combate de hongos

fitopatogenos, siendo un método muy rapido, facil y econémico.

3.15. Especies de Trichoderma

De acuerdo con Kopper, (2018), dentro del género Trichoderma quien se ha estudiado por
décadas y comprende actualmente mas de 89 especies, estas se encuentran en una gran variedad

de ecosistemas, lo que hace que les ha permitido evolucionar y poseer una facil adaptacion al
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introducirse en diferentes tipos de clima. Tienen la capacidad de atacar a otros hongos y utilizar
sus nutrientes, conocido como mico parasitismo, por lo que lo convierte en un agente bioldgico

altamente efectivo para la proteccion de cultivos.

Trichoderma asperellum T34: Esta especie reduce la enfermedad ocasionada por F. oxysporum,
con una eficacia comparable a la de productos quimicos. Ademas, la cepa T34, inoculado en el
sustrato del cultivo o el suelo, induce a la planta a resistencia sistémica, reduciendo la incidencia

a enfermedades (Control Biol, s.f.).

Segtn Khan et al. (2017) T. harzianum es un potencial antagonista contra F. oxysporum f. sp.
Cubense, bajo condiciones controladas. 7. harzianum produjo hasta un 75,5% de inhibicion del
crecimiento de colonias del patdégeno. En cultivo en maceta, 7. harzianum redujo

considerablemente la gravedad de la enfermedad.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1.Ubicacion del estudio

La investigacion se realiz6 en el laboratorio de Microbiologia agricola de la Universidad
Nacional Agraria en los meses de enero 2024 a noviembre 2024, ubicado en la carretera norte
de la ciudad de Managua en el km 12 '%, con coordenadas 12°08°52” latitud Norte y 86° 09'41”
longitud Oeste

4.2. Diseiio metodoldgico

La investigacion es de tipo experimental cuantitativa con enfoque propositivo, con el objetivo
de evaluar la capacidad inhibitoria de aislamientos endofiticos de 7richoderma spp, sobre

Fusarium oxysporum.

4.3.Diseilo experimental

El experimento se establecid en un disefio completamente al azar (DCA) con 15 tratamientos y
cinco repeticiones para un total de 75 unidades experimentales, en donde cada unidad
experimental de los aislados de Trichoderma spp se enfrentaran contra los aislados de F.
oxysporum; cada unidad experimental estard compuesta por una placa Petri. El modelo
estadistico para este arreglo de tratamientos se define matematicamente de la siguiente manera:
Yijk: p+ Ti + ek(i) + Mj + TMij + ek(ij)

Doénde: Yij = Variable respuesta

n = promedio general

Ti = efecto del i-ésimo tratamiento

Ek(i) = error debido al tratamiento

Mj = efecto de la medicion

TMij = efecto de la interaccion tratamiento

eK(ij) = error debido a la medicion
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4.4.Descripcion de los tratamientos

Los tratamientos estaban conformados por aislamientos endofiticos de 7. spp las cuales se
confrontaron con aislamientos de F. oxysporum aislados de plantas con sintomas de la

enfermedad conocida como mal de panama. (Cuadro 1). Mediante la técnica cultivo dual.

Cuadro 1. Tratamientos evaluados en el bioensayo

Cadigo Tratamiento Descripcion
Th1J T1 Trichoderma spp (Juigalpa)/F. oxysporuml
Th1J T2 Trichoderma spp (Juigalpa)/F. oxysporum?2
Th1J T3 Trichoderma spp (Juigalpa)/F. oxysporum3
Th1J T4 Trichoderma spp (Juigalpa)/F. oxysporum4
Th1J T5 Trichoderma spp (Juigalpa)/F. oxysporum5
Th2A T6 Trichoderma spp (Agalla)/F. oxysporuml
Th2A T7 Trichoderma spp (Agalla)/F. oxysporum?2
Th2A T8 Trichoderma spp (Agalla)/F. oxysporum3
Th2A T9 Trichoderma spp (Agalla)/F. oxysporum4
Th2A T10 Trichoderma spp (Agalla)/F. oxysporum5
Th3S T11 Trichoderma spp (Spp)/ F. oxysporum1
Th3S T12 Trichoderma spp (Spp)/ F. oxysporum?2
Th3S T13 Trichoderma spp (Spp)/ F. oxysporum3
Th3S T14 Trichoderma spp (Spp)/ F. oxysporum4
Th3S T15 Trichoderma spp (Spp)/ F. oxysporumS5

4.5. Caracteristicas macro y microscopicas Aislamientos endofiticos de Trichoderma spp

Los aislamientos de Trichoderma spp. incluyen tres aislados obtenidos a partir de raices
funcionales del cultivo de platano recolectado en el departamento de Rivas. Estos fueron
preservado en tubos inclinados con medio de cultivo papa dextrosa agar y almacenado a una
temperatura de 8°C. El inéculo fue cultivado en placas Petri con medio papa dextrosa agar e

incubado a 30 °C. Los cultivos puros fueron usados para los ensayos de inhibicion micelial.

Las colonias en medio de cultivo papa dextrosa agar presentaron una coloracion verde con tonos
amarillentos, halos blancos en el borde en la parte frontal y color ambar en la parte posterior.

En base a las claves dicotomicas, las conidias eran de color verdes hialinas. Los conidioforos
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observados presentaron caracteristicas verticiladas, hialinas con aspectos conicos y

ramificaciones rectas (Figura 1).

AR
A,

Figura 1. Estructura reproductiva microscépica de 7. spp. Conididforo (a), fidlides (b), conidias
(c) visto en microscopio de 40x y placa de confrontacioén con Trichoderma contra Fusarium.

4.6.Aislados F. oxysporum spp

Los aislamientos de Fusarium oxysporum incluyen cinco aislados a partir de plantas de guineo
con sintomas de la enfermedad, colectados de traspatio del departamento de Rivas. Estos fueron
preservado en tubos inclinados con medio de cultivo papa dextrosa agar y almacenado a una
temperatura de 8°C. El indculo fue cultivado en placas Petri con medio papa dextrosa agar e

incubado a 30 °C. Los cultivos puros fueron usados para los ensayos de inhibicién micelial

(Figura 2).
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Figura 2. Obtencion de los aislados de Fusarium oxysporum spp

4.7.Ensayo del ritmo de crecimiento radial de aislados endofiticos del hongo Trichoderma

Spp

El ritmo de crecimiento de cada aislado de Trichoderma spp. se realizé en una placa Petri con
20 ml de PDA acidificado. En el centro de la placa Petri se colocé el indculo de Trichoderma 'y
se dejo en condiciones asépticas a temperatura ambiente. Las mediciones se realizaron cada 24

horas (Chavarria, 2016).

Las mediciones se realizaron siguiendo la metodologia descrita por French y Hébert (1980)
(Figura 3.), que consistio en dibujar una cruz en la cara posterior de la placa Petri, indicando
cuatro radios de 45 mm, a los cuales se les nombrd con letras mintsculas (a, b, ¢ y d).
Midiéndose el avance o crecimiento de los hongos a intervalos de tiempo iguales. Se inoculé un
disco de cinco mm en el centro de la cruz, luego se incubo hasta observar el avance de
crecimiento y a partir de ese momento se procedid a tomar la medicion a intervalos de 24 horas.
Las mediciones se dejaron de realizar en cada placa, una vez el crecimiento del hongo alcanz6

el borde de la placa Petri en al menos uno de los cuatro radios.
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La variable que se midi6 fue el ritmo de crecimiento radial de Trichoderma spp. en mm h'! y se
calcul6 dividiendo el crecimiento total en milimetros entre el tiempo transcurrido en horas. Se

realizaron cinco repeticiones, considerando cada placa Petri una repeticion (Chavarria, 2016).

! i 'm A

Figura 3. Metodologia descrita por (French y Hebert, 1980) para medir crecimiento radial de
aislados de 7. spp y aislados de F. oxysporum

4.8. Prueba de antibiosis por el método cultivo dual

Un disco de PDA de 0.5 cm de didmetro, que contenia micelio, microconidios y macroconidios
de Fusarium oxysporum, con dos semanas de crecimiento, fue colocado en un extremo de la
placa Petri que contenia PDA acidificado, bajo condiciones aséptica. En el extremo opuesto, se
coloco un disco de PDA de 0.5 cm de diametro, que contenia micelio y conidias de aislados
endofitos de Trichoderma spp., con una semana de crecimiento. Cada placa Petri fue sellada con
papel Parafilm y almacenado a temperatura ambiente durante 8 dias. Se establecieron cinco
controles de referencia que correspondieron al cultivo de Fusarium oxysporum y se realizaron

cinco repeticiones por tratamiento (Caballero, 2011).

Se evalud la inhibicion, en el que se midi6 el ritmo de crecimiento de las zonas de inhibicidon de
cada uno de los aislados a las 24, 48, 72, 96 horas segun la metodologia propuesta por Matroudi,

que consiste en evaluar el crecimiento radial del patdgeno en presencia del antagonista, en
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relacion con el crecimiento del patdgeno en la placa control (testigo), el cual se calculé mediante

la formula propuesta por Matroudi (2009).
C—-T
PICR(%) = T X100

PICR: Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial del micelio del patdégeno
C: Crecimiento radial del patégeno en placa de control
T: Crecimiento radial del patdogeno en presencia de Trichoderma spp

4.9.Prueba de antibiosis por el método papel celofan

En una placa Petri conteniendo medio de cultivo PDA acidificado se coloc6 sobre el medio una
membrana de papel celofan, seguido un disco de 0.5 cm de didmetro conteniendo esporas de 7.
spp sobre el papel celofan el cual se dejé por un periodo de 24 horas, permitiendo el paso a las
moléculas segregadas del hongo al medio de cultivo, después de las 24 horas, se procedio a
extraer el papel celofdn, seguidamente se coloc6 un disco 0.5 cm conteniendo esporas, micelio,
macroconidios y microconidias de la cepa de F. oxysporum bajo condiciones asépticas. Se

realizaron cinco réplicas por cada tratamiento. Cada placa Petri es una replica

Se evalud la capacidad de inhibicidn, en el que se midid el ritmo de crecimiento de las zonas de
inhibicion de cada uno de los aislados a las 24, 48, 72, 96 horas segun la metodologia propuesta
por Matroudi el cual consiste en evaluar el crecimiento radial del patdgeno en presencia del
antagonista, en relacion con el crecimiento del patégeno en placa control (testigo), el cual se

calcul6 mediante la férmula propuesta por (Matroudi, 2009).
C—-T
PICR(%) = — X100

PICR: Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial del micelio del patdégeno
C: Crecimiento radial del patogeno en placa de control

T: Crecimiento radial del patogeno en presencia de 7. spp
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4.10. Datos o variables evaluados

e Crecimiento radial de Fusarium oxysporum spp (CRP) en placa control mm/h
e Crecimiento radial (CRA) del antagonista Trichoderma spp. mm/h

e Porcentaje de inhibicidn del crecimiento radial (PICR) de Fusarium spp. mm/h

4.11. Analisis de datos

Se comprobd estadisticamente el ajuste de las variables a los supuestos de normalidad y de
homogeneidad de varianzas del modelo, mediante la prueba de normalidad, con el estadistico
de Shapiro-Wilks y la prueba de Levene a las variables Crecimiento radial de Fusarium
oxysporum spp. (CRP) en placa control mm/h, Crecimiento radial (CRA) del antagonista
Trichoderma spp. mm/h y Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) de Fusarium

spp. mm/h
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.Crecimiento radial de Fusarium

Se determin6 que existe diferencia significativa en los tratamientos (P=0.0020). Los aislados
que mostraron un mayor crecimiento radial fueron los aislados F1 y F3. El aislado que registrd
un menor crecimiento radial fue el F1 a las 96 horas. El andlisis de varianza también determiné
que existen diferencias significativas con respecto al tiempo de crecimiento (P=0.0001). Siendo

a las 48 horas donde hubo el mayor crecimiento en el aislado F1 (Figura 2).

La Figura 4 muestra que a las 48 horas transcurridas todos los tratamientos mostraron mayor
crecimiento radial; sin embargo, el tratamiento F1 registrd un mejor crecimiento en comparacion
a los demas tratamientos. El menor tiempo de crecimiento se presentd a las 96 horas para todos

los tratamientos evaluados.
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Figura 4. Crecimiento radial de aislados de Fusarium en mm/h

Se observo que el aislado F1 exhibio el mayor crecimiento a las 48 horas, lo que refleja las

caracteristicas fisiologicas de cada uno de los aislados en el medio de cultivo PDA.
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Investigaciones previas indican que las cepas de Fusarium spp. muestran un desarrollo
acelerado en fibras solubles extraidas de raices, especificamente inulina al 1%, con tasas de
crecimiento de 0.016 h™ y 0.017 h™'. Esto evidencia la capacidad de este organismo para
colonizar el medio de cultivo, tal como se document6 en el estudio de Mendoza y Leyte (2021).
Ademas, se concluyo6 que el medio utilizado no representa un obstaculo para el crecimiento, ya
que se observo un desarrollo abundante micelio, alcanzando su punto maximo de crecimiento a

las 144 horas.

Los resultados obtenidos en este estudio se atribuyen a las condiciones favorables que permiten
al patogeno crecer y sobrevivir en elementos como el nitrogeno, la sacarosa, un pH que oscila
entre 5.5 y 7.5, y temperaturas de 25 °C a 30 °C, lo que favorece su ritmo de crecimiento a lo
largo del tiempo. Segin Tapia y Amaro (2014), uno de los medios que facilita el crecimiento
radial del patdgeno es el agar papa dextrosa (PDA), el cual, debido a sus caracteristicas, permite
la visualizacion de sus propiedades fenotipicas de cada organismo (Figura 5). Las conclusiones
de estos autores son consistentes con los resultados obtenidos en el presente estudio, en el que

los aislados mostraron ritmos de crecimiento variables. (Figura 4).

Macias de cerda et al. (2016), argumenta que el mayor crecimiento se registro a los 0.0358 y
0.035 mm/h a través de glucosa a una dosis de 0.25 g/l y una dosis de pectina a 0.75 g/I. Sin
embargo, los autores indican que existe poca informaciéon sobre el crecimiento micelial de

Fusarium.

Figura 5. Caracteristicas fenotipicas (Colores) de los aislados de Fusarium
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5.2.Crecimiento Radial Trichoderma spp en mm/h

El andlisis de varianza mostrd que no existe diferencias significativas en el crecimiento radial
de los aislados evaluados, esta variable mostré un crecimiento similar en todas las especies
control. El menor ritmo de crecimiento se observo a las 24 horas en el aislado ThA con 7.80

mm/h y el mayor fue a las 48 horas en el aislado ThJ con 18.95 mm/h.

20.00
P=>0.9999, CV % 42.26

15.00
<=
:
£ @ ThS
— 10.00 T PP
‘—g ]
& # ThA
5
é 5.00
2
O

0.00

48
Tiempo (horas)

Figura 6. Crecimiento de los tratamientos, trichoderma spp. en mm/h

Muestran un ritmo de crecimiento y propiedades de antagonismo que son caracteristicas
distintivas del género Trichoderma. Segin Gonzales et al. (2019), el crecimiento de las cepas
de Trichoderma se atribuye a la secrecion de metabolitos de diversa naturaleza, lo cual
constituye una caracteristica fundamental para la colonizacidén de un nicho ecologico. Ademas,
una propiedad notable que contribuye a su abundancia y facilidad de estudio en medios de
cultivo como el agar papa dextrosa (PDA) es su capacidad para adaptarse a condiciones de pH
acido, que varian entre 4 y 7. Estas caracteristicas son comparables a las observadas en los
aislados evaluados, los cuales también exhibieron propiedades de antagonismo y secrecion de

metabolitos secundarios en medio PDA.
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En un estudio realizado por Acurio y Espana (2016). Encontraron que Trichoderma, presentan
un rapido crecimiento y antagonismo con diferentes caracteristicas fenotipicas, con tonalidad
verde y anillos concéntricos, caracteristico de la especie. Siendo similar en los aislados

evaluados presentando las caracteristicas descritas (Figura 7).

Figura 7. Caracteristicas fenotipicas de aislados evaluados de Trichoderma con anillos
conceéntricos.

5.3. Prueba de antibiosis por el cultivo dual

El analisis de varianza demostr6 que existe diferencia significativa entre los tiempos evaluados
para la prueba dual (P=<0.0001). Siendo a las 120 horas en donde se registro el mayor porcentaje

de inhibicion y el menor fue registrado a las 24 horas después de la siembra en medio PDA.

El mayor porcentaje de inhibicion lo presento el aislado T11 con 51.76, seguido de T14 con
42.76, siendo similar el porcentaje de inhibicion de los aislado TS5, T1, T2, T7, T12, T9, T13,
Te6, T15, T3, T10, T8, siendo menor el T4 con 17.32. (Cuadro 1) y (Figura 8).
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Figura 8. Prueba de inhibicion micelial del patogeno y antagonista

Es importante destacar que el porcentaje de inhibicion del aislado ThS (T11) supero a los demas
aislados, siendo notable la capacidad antagonica que presentan algunos los aislados donde se
demostré la capacidad de colonizar y promover metabolitos secundarios sobre Fusarium
disminuyendo el crecimiento. Siendo similar al estudio realizado por Manayay et al. (2016),
donde demuestra que los géneros Trichoderma presentan accion inhibitoria, también producen

metabolitos secundarios que tienen accion en las paredes celulares.

Otro estudio realizado por Rodriguez y Wang (2019), lograron obtener una accidén antagénica
inhibiendo el crecimiento radial de Fusarium. En este estudio se destaca la capacidad que posee
Trichoderma spp en inhibir a Fusarium spp en condiciones in vitro donde compite por nutriente
y espacio caracteristicas referidas por Michel et al. (2020), donde refiere una mejor capacidad
para adaptarse a las condiciones in vitro, concluyendo con la colonizacidon de Fusarium en poco

tiempo.

23



Figura 9. Cultivo dual de Trichoderma contra Fusarium oxysporum

5.4. Prueba de antibiosis por el papel celofan

El analisis de varianza, mostro diferencia significativa en la variable tiempo (P=0.003). Siendo
a las 48 y 72 horas en donde se registré un mayor crecimiento. El menor crecimiento se registro

a las 24 horas.

El analisis de varianza realizado para la prueba de metabolitos mostr6 diferencias significativas
con P=0.0280 entre aislados de Trichoderma el mayor fue T2 siendo similar el porcentaje de
inhibicion de los aislado T12, T7, T14, T4, T10, T3, T8, T11, T9, T1, T13, T1, T5 siendo menor
el T15 con 5.27. (Cuadro 1) y (Figura 10).
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Figura 10. Prueba de inhibicion de metabolitos

Cabe destacar que el porcentaje de inhibicion del aislado ThJ supero a los demas aislados, donde
presento una mayor caracteristica de inhibicion directa y mayor creacion de metabolitos

secundarios donde inhibi6 el crecimiento micelial del patogeno.

Florencio et al. (2022), determind que los aislados de Trichoderma spp inhibieron entre 54 y
61%, siendo similar al aislado Trichoderma Juigalpa donde se obtuvo un 68 % caracteristica

potencial para ser usado en programa de manejo de patégeno amigable con el medio ambiente.

Hernéndez et al. (2021), encontré resultados similares al presente estudio donde la produccion
de enzimas hidroliticas, como glucanasa y quitanasas, son las responsables de afectar la
membrana celular afectando el crecimiento de los organismos, siendo el aislado Trichoderma

Juigalpa la que presento similitud.
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V1. CONCLUSIONES

En la prueba de antibiosis por el cultivo dual el aislado Th3S (T11) present6 el mayor efecto de
inhibicion sobre F. oxysporum en comparacion a los demads aislados que fueron puestos bajo

estudio.

En la prueba de antibiosis por el celofan el aislado Th] demostrd el mayor efecto de inhibicion

demostrando su gran potencial para el control sobre F. oxysporum.
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VII. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios para la identificacién de los metabolitos secundarios y los

aislados, con el fin de utilizarlos en programas de manejo integrado de plagas.

Se aconseja emplear el aislado de Trichoderma Juigalpa para su multiplicacion y evaluacion en

campo.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Andeva general fusarium oxysporum

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 840.56 13 64.66 86.67 <0.0001
Tratamiento 13.01 4 3.25 4.36 0.0020
tiempo 827.87 9 91.99 123.30 <0.0001
Error 176.07 236 0.75
Total 1016.63 249
R 0.83 CV 26.77

Anexo 2. Medias de crecimiento radial de aislados de fusarium oxysporum

Patdgenos Medias
F5 3.50a
F2 337a
F4 3.26 ab
F3 3.20 ab
F1 2.82b
p-valor 0.0020
CV % 26.77
Anexo 3. Andeva general trichoderma spp
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 0.00 2 0.00 0.00 >0.9999
Tratamiento 0.00 2 0.00 0.00 >0.9999
Error 17280.00 42 411.43
Total 17280.00 44
R 0.00 CvV 42.26

Anexo 4. Medias de crecimiento radial de trichoderma

Control Medias
Trichoderma Agalla 48.00 a
Trichoderma Juigalpa 48.00 a
Trichoderma spp 48.00 a
P-valor >0.9999

CV % 42.26
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Anexo 5. Andeva general prueba dual trichoderma contra fusarium

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 352752.85 18 19597.38 31.95 <0.0001
Tiempo 331522.54 4 82880.64 135.14 <0.0001

Tratamientos 21230.30 14 1516.45 2.47 0.0024

Error 218337.54 356 613.31

Total 571090.38 374

R 0.62 CV 72.46

Anexo 6. Comparacion de medias por Tukey para prueba dual trichoderma spp contra

fusarium oxysporum.

Tiempo Medias
120 92.08 a
96 2797b
72 24410
48 18.41 be
24 8.00 ¢
p-valor <0.0001
CV % 72.46
Anexo 7. Andeva general prueba celofan
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 88034.60 16 5502.16 2.71 0.0006
Tiempo 34058.14 2 17029.07 8.39 0.0003
Aislado 53976.46 14 3855.46 1.90 0.0280
Error 422364.66 208 2030.60
Total 510399.26 224
R 0.17 CvV 132.04

Anexo 8. Comparacion de medias por Tukey en prueba celofan

Tiempo Medias
48 45.09 a
72 40.35a
24 16.95b

P-valor 0.003

CV% 132.04
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Anexo 9. Siembra y clasificacion de placas Petri

Anexo 10. Toma de datos de prueba de membrana celofan
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