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OPINION DEL TUTOR

La produccién de granos crece aceleradamente en el pais, y es el frijol uno de
los cultivos fundamentales en esta estrategia del estado cubano, constituyendo
en la actualidad, junto al arroz dos de los principales alimentos priorizados por el
Ministerio de la Agricultura. Cuba pretende producir mas del 70 % de sus
necesidades para el consumo y el mayor aporte de estas producciones sera
realizado por los campesinos, los que desconocen muchas de las técnicas que
son necesarias introducir, para lograr producciones sostenibles y mas sanas, de
aqui la relevancia de la necesidad de la ejecucion de investigaciones en las
condiciones productivas de sus fincas, con la finalidad de seleccionar las mejores
variedades, conservacion y tratamientos de las semillas con productos
biolégicos, disminuyendo la incidencia de plagas y logrando producciones mas
limpias y sostenibles, sin contaminacién del medio ambiente. Por todas estas
razones la tesis presentada por el estudiante Roberto Falcon. Posee un gran
valor cientifico, por el aporte dado al tratamiento de las semillas, utilizando un
producto biolégico, el que puede ser empleado por los campesinos para proteger
sus simientes, en ese inicio de su desarrollo en que son afectadas por diferentes
fitopatdgenos presentes en el suelo y la propia semilla y con ello conseguir un
mayor porciento de germinacion y desarrollo saludable de las plantas. El
estudiante mostr6 independencia, dedicacién y esfuerzo en la ejecucién de su

tesis, por lo que solicito al tribunal la maxima calificacion.

Profesor: Roberto Le6n Aguilar
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RESUMEN

El trabajo de investigacion se desarrollé en condiciones de Laboratorio y semi-
controladas en el Area de Fitopatologia del Laboratorio Provincial de Sanidad
Vegetal, de la Provincia de Matanzas. Para la investigacion se utilizaron cuatro
variedades de frijol (Tomeguin 93, BAT-58, BAT-93 y Delicia 365), cultivadas
por los campesinos De cada lote se analizaron 100 semillas mediante el
meétodo de ensayo biolégico de crecimiento en camara humeda (blotter test)
(ISTA, 2016). Las semillas fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio
(NaOCIl 1%) por 1 min. Se uso para la siembra el medio de cultivo Agar Papa
Dextrosa (PDA), en el caso de Aspergillus, cultivos monoconidiales de los
diferentes aislados fueron inoculados en placas de Petri con Agar Czapek
Extracto de Levadura y en Agar Extracto de Malta. Las cepas de Trichoderma
procedian de la Planta de Bioplaguicidas de Matanzas. Se realizaron ensayos
para detectar posibles efectos antagénicos entre tres las cepas de
Trichoderma spp y hongos fitopatdgenos aislados de las semillas de frijol. En
las pruebas de crecimiento, A. flavus alcanzaba los 8,5 cm de crecimiento
radial hifal, muy proximo al borde de la placa Petri, el menor crecimiento en
este momento fue para A. niger. La cepa A-53 mostré los mejores resultados
en sus enfrentamientos sobre los diferentes aislamientos de semillas de frijol.
Los analisis de varianza se realizaron utilizando el paquete estadistico
Stargraphic version 5,0. Las medias fueron comparadas por el test de rangos

multiples de Duncan con 5 % de error.

Vi



INDICE

Tabla de contenido

LINTRODUCCION ...ttt se s neseene e enenens 1
ODjJetiVOS ESPECITICOS ...t 6
I1. REVISION BIBLIOGRAFICA ..ottt 7
2.1 Caracteristicas del CUltiVO ......cccvvvviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 7
0 © o =1 o P 8
2.3. Incidencia de fitopatégenos en el frijol........c.ccoevvviiiiiicii e, 9
2.4- Trichoderma. Clasificacion TaXxonOmiCa.......ccccevevveeeiieiiiiieiieeeenenennn. 16

2.5- Mecanismo de accion de Trichoderma frente a hongos

LY o F=1 {0 Yo T = o 10 1= 19
FZ O I N £ A1 o]0 = 21
2.4.2. MIiCOPAraSItiSIMO ....ccceiiiiiiiiie e e e 22
2.4.3. COMPELENCIA...uuuiiiiieeeieieeeiie e e e e e e e e e e 24

2.6. Importancia de Trichoderma spp. Como alternativa de lucha en la

=Yoo U] U = VUSSP 25

2.7. Uso de Trichoderma spp en lucha bioldgica de fitopatégenos en el

ST U] o 31

. MATERIALES Y METODOS ....c.ooviieeeceeceeee e 34

3.1. Incidencia, aislamiento e identificacién de hongos filamentosos... 34

3.2. Determinacion de la eficiencia biolégica de cepas de Trichoderma
spp sobre la germinacion y proteccién de las semillas de frijol comun.

...................................................................................................................... 38
3. 3. Compatibilidad de Trichoderma spp en aplicacién con TMTD....... 39
IV. RESULTADOS Y DISCUSION .....cooiviiiiiiiieieceeee e 40

4.1. Comportamiento del crecimiento hifal las cepas de Trichoderma
spp TS-3, A-53 y A-34 en medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA). Y
los fitopatogenos aislados de las semillas. .......cccccoeveeeiiiiiiiiiiiiii e, 40

4.2 Eficiencia bioldgica de cepas de Trichoderma spp como
antagonista frente a fitopatdgenos aislados de las semillas de frijol S.
FOITSIi Y F. SOlaNT. oo, 43

4.2.1 Eficiencia bioldgica de cepas de Trichoderma spp como
antagonista frente a fitopatdogenos aislados de las semillas de frijol A.
flavus, A. niger y RN. SOlaNi. ...coooiiiiiiiici e 48

VIii



4.3. Determinacion de la eficiencia bioldgica de cepas de Trichoderma
spp sobre la germinacion y proteccién de las semillas de frijol comun.

...................................................................................................................... 56
4. 4. Compatibilidad de Trichoderma spp en aplicaciéon con TMTD....... 56
V.CONCLUSIONES .....ottiiiiiiiiiitiiiieee ettt e e e e e e e e e e nsaraeeeeeeens 58
VI.LRECOMENDACIONES ...ttt sreee e e e e nnaaeeee e 59
VILBIBLIOGRAFIA ...ttt e e e e e e eeeeeas 60



I.INTRODUCCION

Las semillas durante su germinacioén pueden ser atacadas por hongos y otros

patdgenos habitantes del suelo o por los que son llevados por la semilla.

Muchos productores al recoger la cosecha, guardan semillas para la proxima
siembra, y no les dan la suficiente cobertura de conservacién, para que éstas
conserven su potencial germinativo y productivo. Esto trae como consecuencia
que varias especies de hongos fitopatégenos ataquen dichas semillas con
relativa facilidad, logrando una significativa pérdida de sus cualidades botanicas

y productivas.

La semilla, por lo tanto, esta directamente relacionada en la continuidad del ciclo

bioldgico de los fitopatdbgenos de una generacion a otra del hospedante.

El tratamiento de semillas con fungicidas trata de evitar el ataque de hongos, sin
embargo, el precio de estos productos comerciales se ha ido incrementando
considerablemente por lo que se busca experimentar en técnicas mas

ecologicas, econdmicas y viables.

Existe referencia que cepas de Trichoderma capaces de colonizar la superficie
de laraiz y de la rizosfera a partir de las semillas tratadas y de las plantas adultas
existentes en el suelo, protegiendo a las mismas de enfermedades fungosas. Asi
las semillas reciben una cobertura protectora cuyo efecto se muestra cuando la

misma es plantada en el sustrato correspondiente.

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.), es la especie de fabacea mas importante
para Cuba, durante el 2018 se cosecharon en el pais 118 410 ha para una
produccion de 132 174 toneladas del grano, (FAOSTAT, 2018). y la provincia de
Matanzas fue una de las que mas contribuyé a este resultado, fundamentalmente
a partir de las producciones de los campesinos, muchos de los cuales no
adquieren una semilla certificada.

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.), es uno de los cultivos mas antiguos
cosechados en el mundo, con una gran importancia desde el punto de vista
social, econémico y alimenticio en muchos paises, principalmente en Centro y
Suramérica (Torres et al.,, 2009). Es dentro del grupo de las fabaceas
comestibles, la especie mas importante para Cuba y junto con el arroz (Oryza

sativa L.) conforma la base de la dieta diaria del cubano (Nerey et al., 2010).



Ademas, para el pais es uno de sus principales cultivos; el tercero con mayor
area sembrada después del arroz y el maiz (Zea mays L.).

La mayoria de los hongos fitopatégenos asociados al frijol emplean las semillas
como vehiculos de introduccidbn en nuevas areas donde bajo condiciones
favorables pueden causar pérdidas considerables en el cultivo.

Los hongos asociados a las semillas provocan la pérdida de su calidad, ya que
afectan la viabilidad y reducen su germinacion (Ghangaokar y Kshirsagar, 2013).
Estos hongos inciden principalmente en el campo (fitopatdgenos) o durante su
almacenamiento o conservacion (de almacén). Los hongos que contaminan las
semillas en el campo usualmente permanecen inactivos durante su
almacenamiento. Sin embargo, los que inciden en almacén, producen
afectaciones debido a su capacidad de crecer en condiciones de baja humedad
en la cuales la mayoria de los hongos no consiguen desarrollarse.

La mayor parte de los hongos fitopatdégenos que afectan al frijol emplean las
semillas como via de introduccién en nuevas areas donde bajo condiciones
favorables pueden causar pérdidas considerables en el cultivo. A pesar de que
en Cuba se han realizado varios estudios relacionados con la microbiota
asociada a semillas de frijol (Nerey et al., 2010), ninguno refleja la incidencia por
variedad de las diferentes especies flngicas asociadas a este tipo de semilla, lo
que permitiria la seleccién de variedades con el objetivo de reducir la incidencia
de estos patégenos y disminuir los costos de produccién dirigidos al control
fitosanitario.

En Cuba, el consumo de frijol goza de una larga tradicion y gran demanda.
Constituye uno de los granos fundamentales en la alimentacion del pueblo,
siendo un alimento de preferencia en la dieta diaria, al menos en una de las
comidas. Su aceptable contenido de proteinas lo sitlan como un cultivo
estratégico del pais. Sin embargo, existe la necesidad de explotar todos los
recursos posibles para incrementar los niveles de produccién actuales si se
quiere mantener los indices de consumo establecidos sin incrementar los niveles
de importacion, Urge entonces aumentar los rendimientos del cultivo, que segun
Chailloux et al. (2006), en América Latina se obtiene solo un 20 % de su
rendimiento potencial, motivado por las deficiencias nutricionales unido a la

incidencia de plagas, entre las que se destacan los hongos del suelo.



Un factor que incide en los bajos rendimientos y los altos costos de produccion
es la elevada incidencia de organismos nocivos que se convierten con frecuencia
en plagas (Blanco y Leyva, 2010). Lo mas importante en estos momentos para
lograr el propdsito anterior, es que el incremento de la produccion se logre con

bajos costos, sin afectar el medio ambiente.

Una de las razones por las que se obtienen bajos rendimientos y altos costos
de produccion para el frijol en Cuba, es la elevada incidencia de organismos
nocivos que estan presente en el cultivo desde las primeras fases vegetativas,
muchas producen dafios directos importantes disminuyendo el area fotosintética

de la planta.

Con frecuencia, estos organismos se convierten en plagas y causan severos
dafios; ademas, para controlarlas se incurren en gastos elevados, que parten
principalmente del uso de productos quimicos sintéticos, los que en su mayoria

son importados por el pais.

Una estrategia clave en la agricultura sustentable es la de restaurar la
biodiversidad agricola, perdida con la agricultura moderna, la cual constituye un
problema serio en la actualidad, que tiene su maxima expresion en la forma de
monocultivos. Los investigadores han advertido en reiteradas ocasiones acerca
de la extrema vulnerabilidad que tiene la uniformidad genética. En ninguna parte
es mas evidente la consecuencia de la reduccion de la biodiversidad que en el

ambito del control de plagas de los cultivos.

Durante mucho tiempo se ha ido buscando solucion a los problemas
fitosanitarios de este cultivo con vistas a elevar su produccion. Esto ha incitado
a los productores introducirse en la bausqueda de vias sostenibles, que responda
de forma eficiente en este empefio. Uno de los métodos que ha tomado auge se
basa en la reduccion de indculos o la actividad del fitopatégeno por la presencia

natural de uno o mas antagonista en la rizosfera (Willer y Kilcher, 2008).

Proteger el medio ambiente, asi como intensificar las interacciones biolégicas y
los procesos naturales beneficiosos, son alternativas que hoy se defienden con
el objetivo de disminuir las altas cargas toxicas que reciben los productos

alimenticios, que utilizamos en nuestra dieta familiar por ello, es que frente a una



agricultura basada en subsidios energéticos, ha surgido la corriente de la
restauracion y conservacion de los agroecosistemas, aplicando los principios

biolégicos que lo generaron (Leyva y Pohlan, 2005).

En la actualidad se trabaja en la busqueda de cepas de Trichoderma que sean
eficaces en la lucha biologica de diferentes patdgenos de las plantas, se han
obtenidos buenos resultados en papa, cebolla, guayaba, tomate y otros. Ello
motiva la posibilidad de ser utilizado como antagonista de diferentes
fitopatdgenos del frijol, desde el tratamiento a las semillas y después dirigidos al
suelo y las plantaciones con los que se han obtenidos resultados alentadores.
La presencia de forma natural de Trichoderma en diferentes suelos (agricolas,
forestales y en barbechos), se considera una evidencia de la plasticidad
ecolégica de este hongo y de su habilidad como excelente competidor por
espacio y recursos nutricionales, su aplicacion en el cultivo del frijol pudiera
reforzar su actividad antagonica y disminuir la incidencia de diferentes

fitopatégenos.

Segun (Cruz-Triana et al., 2018) Trichoderma spp como un controlador biol6gico
y antagonista natural de fitopatbgenos, muestra una amplia gama de
hospedantes y dentro de ellos estan los hongos fitopatégenos de importancia,
tales como: Fusarium oxysporum f. sp. cubense (E.F. Smith) Snyd.y Hans,
Fusarium roseum Link, Botrytis cinerea Pers, Rhizoctonia solani Kihn,
Sclerotium rolfsii Sacc. Sclerotinia spp., Pythium spp. Phytophthora spp.,

Alternaria spp., entre otros.

Varias de estas especies de hongos, donde se han obtenido resultados
investigativos favorables con la aplicacién de diferentes cepas de Trichoderma,
son reportados para el cultivo de frijol, por lo que, si utilizamos como estrategia,
utilizar este antagonista en el tratamiento de las semillas y posteriormente
continuamos con las aplicaciones en campo, podremos disminuir la alta carga

téxica que hoy recibe este cultivo.

En Cuba el frijol coman (Ph. vulgaris) es atacado por un grupo importante de
fitopatdgenos del suelo, que producen la pudricién de laraiz y la base de la planta

de frijol, la que es causada por un complejo de hongos, entre los que se



encuentran Fusarium, Rhizoctonia y Sclerotium. Fusarium es un habitante

comun del suelo y el méas diverso ya que tiene méas de 30 especies.

En investigaciones realizadas por (Cruz-Triana et al., 2018) reportan que los
primeros sintomas de Fusarium solani (Mart.) Sacc. f. sp. phaseoli (Burk.) Snyd.
y Hans. se manifestaron en el cultivo de frijol, a partir de 24 dias después de
germinado; observaron la marchitez y amarillamiento prematura de las plantas,
con lesiones longitudinales de color café rojizo en la raiz primaria. A los 54 dias
después de germinado lo encontraron sobre el haz de las hojas se observaron

pustulas de color pardo-rojizo.

Sclerotium rolfsii Sacc. es un hongo fitopatdégeno habitante del suelo con mas de
500 hospederos, donde el frijol en Cuba constituye uno de los principales. Su
distribucion es mundial, con mayor presencia en las regiones tropicales y
subtropicales. Ataca desde plantulas, plantas herbaceas, plantas lefiosas, raices
carnosas, bulbos o frutos en contacto con el suelo. Se considera importante en
el sureste de Estados Unidos en algoddn (Gossypium hirsutum L.), mani (Arachis
hypogaea L.), tomate (Solanum lycopersiconMill.), y remolacha (Beta vulgaris L.)
(Johnson et al., 1999).

Otro de los hongos aislados de la semilla de frijol fue Rhizoctonia solani, es una
enfermedad que se presenta en zonas calidas y humedas, cuando las siembras
de frijol coinciden con lluvias abundantes. En condiciones favorables este hongo
puede destruir completamente el cultivo de frijol en pocos dias. La lluvia es
necesaria para que los esclerocios y micelios presentes en el suelo sean
diseminados por el salpique a la parte inferior de la planta, iniciAndose asi el ciclo

de la enfermedad con la penetracion en las hojas de la planta.

La capacidad de producir diversos metabolitos y de adaptaciéon a diversas
condiciones ambientales y sustratos, confiere a Trichoderma spp la posibilidad
de ser utilizado en la industria biotecnolégica para la obtencién de cepas y
productos comerciales mas eficaces.Asi también podra ser utilizado en el
tratamiento de semillas de frijol, con una técnica muy sencilla que seria peletizar

las simientes con las cepas mas efectivas que se obtengan de esta investigacion.



Problema cientifico

La incidencia de hongos fitopatdbgenos en las semillas de frijol comun
((Phaseolus vulgaris L), ocasionan importantes pérdidas en este cultivo, desde
el mismo momento en que se produce su siembra, y las aplicaciones de fungidas

en su tratamiento, ademas de encarecer el mismo contaminan el ambiente.
Hipotesis

La busqueda de cepas de Trichoderma spp que tengan efectos antagonistas
para el tratamiento de las semillas, resultar4 una alternativa econémicamente
viable, con un minimo impacto ambiental.

Objetivo General

Evaluar la eficiencia biolégica de cepas de Trichoderma spp como antagonista
frente a diferentes aislamientos de hongos fitopatégenos presentes en las
semillas de frijol coman (Phaseolus vulgaris L).

Objetivos especificos:

Aislar cepas puras de seis especies de hongos fitopatogenos de un lote de
semilla de frijol (Phaseolus vulgaris L), comprado por los campesinos a la

Empresa Provincial de semillas de Jovellanos. Matanzas.

Evaluar tres cepas de Trichoderma en enfrentamiento in Vitro contra hongos

fitopatdgenos aislados de semillas de frijol comun (Phaseolus vulgarisL).

Comprobar el efecto de tres cepas de Trichoderma en la germinacion y

proteccion de las semillas de frijol coman (Phaseolus vulgarisL).
Comprobar la compatibilidad de Trichoderma con el fungicida TMTD.

A los resultados de las observaciones se les realiz6 andlisis de varianza simple
mediante el uso del paquete estadistico Stargraphic version 5,0 y se les hizo la
prueba de comparaciones multiples de Duncan con un 95 % de confiabilidad.



ll. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas del Cultivo
El frijol coman (Phaseolus vulgaris L.), es la especie de fabacea mas importante

para Cuba, durante el 2018 se cosecharon en el pais 118 410 ha para una
produccion de 132 174 toneladas del grano, (FAOSTAT, 2018) y la provincia de
Matanzas fue una de las que mas contribuy6 a este resultado, fundamentalmente
a partir de las producciones de los campesinos, muchos de los cuales no
adquieren una semilla certificada, lo que trae como consecuencia disminucién
en los porcientos de germinacion y pérdidas en sus producciones.

El frijol comdn (Phaseolus vulgaris L.), es unode los cultivos mas antiguos
cosechados en el mundo, con una gran importancia desde el punto de vista
social, econémico y alimenticio en muchos paises, principalmente en Centro y
Suramérica (Torres et al., 2009). Es dentro del grupo de las leguminosas
comestibles, la especie mas importante para Cuba y junto con el arroz (Oryza
sativa L.) conforma la base de la dieta diaria del cubano (Nerey et al., 2010).
Ademas, para el pais es uno de sus principales cultivos; el tercero con mayor
area sembrada después del arroz y el maiz (Zea mays L.). Es el frijol comuan el
de mayor importancia debido a su adaptabilidad a los diferentes climas y suelos
de nuestro pais. Constituye una fuente proteica de alta digestibilidad, constituida
por varios aminoacidos esenciales para el metabolismo humano entre ellos
isoleucina, leucina, fenilalanina, metionina, triptéfano y varia entre 20 y 30%.
Ademas, puede considerarse también como alimento de alto valor energético, ya
que contiene de 45 a 70% de carbohidratos totales por aportar cantidades
importantes de minerales. En las distintas variedades no existen diferencias
notables de estos contenidos.

Este cultivo posee una extraordinaria importancia para la alimentacion humana,
pues ademas de constituir una fuente esencial de proteina, forma parte de los
habitos alimentarios de la poblacién. En Cuba, las condiciones edafoclimaticas

son favorables para su cultivo, se produce en todo el territorio nacional.

En Cuba, el consumo de frijol goza de una larga tradicion y gran demanda.
Constituye uno de los granos fundamentales en la alimentacion del pueblo,
siendo un alimento de preferencia en la dieta diaria, al menos en una de las

comidas. Su aceptable contenido de proteinas lo sitian como un cultivo



estratégico del pais. Sin embargo, existe la necesidad de explotar todos los
recursos posibles para incrementar los niveles de produccion actuales si se
quiere mantener los indices de consumo establecidos sin incrementar los niveles
de importacion, Urge entonces aumentar los rendimientos del cultivo.

Una estrategia clave en la agricultura sostenible es la de restaurar la
biodiversidad agricola, perdida con la agricultura moderna, la cual constituye un
problema serio en la actualidad, que tiene su maxima expresion en la forma de
monocultivos. Los investigadores han advertido en reiteradas ocasiones acerca
de la extrema vulnerabilidad que tiene la uniformidad genética. En ninguna parte
es mas evidente la consecuencia de la reduccion de la biodiversidad que en el
ambito del control de plagas de los cultivos.

2.2. Origen
Los frijoles comunes segun plantea la literatura comenzaron a cultivarse hace

aproximadamente 7000 afios A.C. en el sur de México y Guatemala y es uno de
los alimentos més antiguos que el hombre conoce; ha formado parte importante

de la dieta humana desde hace miles de afos.

En México, los nativos cultivaron los frijoles blancos, negros, y todas las demés
variedades de color. También semillas pequefias y semillas grandes. Puesto que
las culturas Mesoamericanas de México cruzaron al continente americano, estos
frijoles y las practicas de cultivo se propagaron poco a poco por toda Suramérica

a medida que exploraban y comercializaban con otras tribus.

Cuando los conquistadores de la Peninsula Ibérica llegaron al Nuevo Mundo,
florecieron diversas variedades de frijoles. Cristobal Col6n les llamé faxénes y
fabas por su parecido a las habas del viejo mundo; los aztecas los llamaron etl,
los mayas buul y quinsoncho, los incas purutu, los cumanagotos de Venezuela
caraotas, en el Caribe les denominaban cunada y los chibchas jistle o histe. Los
primeros exploradores y comerciantes llevaron posteriormente las variedades de
frijol americano a todo el mundo, y a principios del siglo XVII, los frijoles ya eran
cultivos populares en Europa, Africa y Asia (Trevifio y Rosa, 2013). Estos mismos
autores platean que Independientemente de la variedad, la produccion del frijol

comun se ve comprometida por una serie de factores que se clasifican como



bidticos (seres vivos con los que se relaciona) y abidticos (ambientales, fisicos y

quimicos.

Son numerosas las variedades de frijoles comerciales en Cuba entre las mas
destacadas estan: "GUIRA 89”, “CUBA C 25-9", "Velazco Largo", Tomeguin 93,
‘BAT-58’, ‘BAT-93’ y ‘Delicia-365 entre otras muchas que se cultivan en Cuba.

Cardona., et al (2013) plantean que el conocimiento sobre los procesos y
mecanismos de tolerancia a factores de estrés de tipo abidtico (sequia) y los
efectos perjudiciales en especies cultivadas, particularmente en aquellas
sometidas a condiciones de déficit hidrico, ayudard a mejorar su comportamiento
agrondmico mediante la incorporacion de caracteres relacionados con la

tolerancia a la sequia, en los nuevos cultivares.

2.3. Incidencia de fitopatégenos en el frijol
Durante mucho tiempo se ha ido buscando soluciébn a los problemas

fitosanitarios de este cultivo con vistas a elevar su produccion. Esto ha incitado
a los productores introducirse en la busqueda de vias sostenibles, que responda
de forma eficiente en este empefio. Uno de los métodos que ha tomado auge se
basa en la reduccion de in6culos o la actividad del fitopatégeno por la presencia

natural de uno o mas antagonista en la rizosfera (Willer y Kilcher, 2008).

Proteger el medio ambiente, asi como intensificar las interacciones biolégicas y
los procesos naturales beneficiosos, son alternativas que hoy se defienden con
el objetivo de disminuir las altas cargas toxicas que reciben los productos
alimenticios, que utilizamos en nuestra dieta familiar por ello, es que frente a una
agricultura basada en subsidios energéticos, ha surgido la corriente de la
restauracion y conservacion de los agroecosistemas, aplicando los principios

biolégicos que lo generaron (Leyva y Pohlan, 2005).

Las semillas constituyen para un gran numero de cultivos el punto de partida que
marca el futuro de la cosecha por lo que su sanidad es cuestion de primer orden.
Las semillas infectadas son la via principal de diseminaciéon de hongos, virus y
bacterias, los que pueden ocasionar pérdidas entre 40-60 % en los rendimientos
y sobrevivir desde meses hasta mas de 25 afios en condiciones de

almacenamiento.



Entre los principales hongos que afectan las semillas se encuentran Alternaria
solani (Ell.et Mart.), Alternaria alternata Nees, Alternaria spp., Fusarium
oxysporum Schlecht, Fusarium solani (Mart), Fusarium spp., Phoma sp.,
Rhizoctonia solani Kihn, Phytophthora spp., Pythium spp. y especies de los
géneros Aspergillus, Penicillium y Rhizopus. Estos patdégenos pueden localizarse
en la parte exterior e interior de la semilla, produciendo diferentes sintomas como
enanismo, exudaciones y bajo poder germinativo. En ocasiones, la semilla puede
estar infectada y no presentar sintomas.

Existen diferentes métodos para el control depatdégenos en semillas y se conoce
gue la aplicacion de Trichoderma sp. a las mismas ocasiona la multiplicacion del
antagonista en el suelo y/o en la zona radical de la planta para inhibir al patégeno
por medio de competencia, micoparasitismo y/o antibiosis.

Entre los factores bioticos mas desfavorables para alcanzar altos niveles de
produccion estan las plagas, las que en este cultivo son numerosas y producen
dafios cuantiosos en las diferentes fases fenoldgicas del cultivo.

En investigaciones realizadas por (Cruz-Triana et al., 2018) reportan que los
primeros sintomas de Fusarium solani (Mart.) Sacc. f. sp. phaseoli (Burk.) Snyd.
y Hans. se manifestaron en el cultivo de frijol, a partir de 24 dias después de
germinado; observaron la marchitez y amarillamiento prematura de las plantas,
con lesiones longitudinales de color café rojizo en la raiz primaria. A los 54 dias
después de germinado lo encontraron sobre el haz de las hojas se observaron

pustulas de color pardo-rojizo.

En observaciones de campo pudimos comprobar como este fitopatdgeno puede
destruir la semilla antes y después de la germinacion, las partes afectadas
presentan lesiones de color café rojizo que cubren todo el grano, los haces
vasculares son afectados y cuando la lesién es severa en el interior del tallo
aparecen masas de micelio de color amarillo-rosado o café. Las plantas atacadas
se marchitan empezando por un amarillamiento de las hojas inferiores para luego
secarse y morir.

En Cuba el frijol coman (Ph. vulgaris) es atacado por un grupo importante de
fitopatdgenos del suelo, que producen la pudricién de la raiz y la base de la planta

de frijol, la que es causada por un complejo de hongos, entre los que se
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encuentran Fusarium, Rhizoctonia y Sclerotium. Fusarium es un habitante

comun del suelo y el méas diverso ya que tiene méas de 30 especies.

Sclerotium rolfsii Sacc. es un hongo fitopatdogeno habitante del suelo con mas de
500 hospederos, donde el frijol en Cuba constituye uno de los principales. Su
distribucion es mundial, con mayor presencia en las regiones tropicales y
subtropicales. Ataca desde plantulas, plantas herbaceas, plantas lefiosas, raices
carnosas, bulbos o frutos en contacto con el suelo. Se considera importante en
el sureste de Estados Unidos en algoddn (Gossypium hirsutum L.), mani (Arachis
hypogaea L.), tomate (Solanum lycopersicon Mill.), y remolacha (Beta vulgaris
L.) (Johnson et al., 1999).

En frijol coman (Ph. vulgaris) este patdgeno ocasiona amarillamiento, marchitez,
caida de las hojas y finalmente la muerte de la planta. En el cuello de la raiz se
observa una lesion necrética y, sobre los tejidos afectados, un crecimiento
micelial blanco conteniendo los esclerocios del hongo, inicialmente blancos que

se tornan color marrén oscuro posteriormente (Hernandez et al., 2012).

También (Araya et al., 2009) exponen la sintomatologia caracteristica de este
hongo es: en las hojas: manchas que se originan en el envés y que estan
delimitadas por las nervaduras, luego evolucionan hasta convertirse en lesiones
grishceas que mas tarde se tornan de color marron y carecen de coloracion en
los bordes. La ausencia de color en la hoja y la angularidad de las manchas
constituyen caracteristicas inequivocas para un diagndéstico de esta enfermedad.
Las lesiones pueden ser tan numerosas como para causar una defoliacion
prematura.

En los tallos, ramas, peciolos: las lesiones son elongadas y marrones. En las
vainas: las lesiones, que son menos frecuentes que en las hojas, son
superficiales al principio y tienen margenes casi negros con centro marrén-rojizo,
siendo ambos netamente definidos.

Rhizoctonia solani Frank (Donk), conocida también como Mustia, Telarafia,
Quemazon, Hielo Negro, segun el pais donde se presente, es una enfermedad
gue se presenta en zonas cdlidas y humedas, cuando las siembras de frijol
coinciden con lluvias abundantes. En condiciones favorables este hongo puede

destruir completamente el cultivo de frijol en pocos dias. La lluvia es necesaria

11



para que los esclerocios y micelios presentes en el suelo sean diseminados por
el salpiqgue a la parte inferior de la planta, iniciandose asi el ciclo de la
enfermedad con la penetracion en las hojas de la planta.

Las lesiones causadas por el micelio aparecen en las hojas primarias como
pequefias areas necréticas (5 a 10 mm de didmetro) con el centro marréon y
bordes verde claro. Posteriormente, se desarrollan y forman lesiones de mayor
tamafio en forma irregular, borde definido y lineas oscuras finas en la periferia
de la lesion. En condiciones de alta humedad relativa (80%), temperaturas de
25-27° C se desarrolla un micelio marrén a partir de la lesiébn que avanza sobre

la superficie de la hoja, los peciolos, flores y vainas.

Se puede observar que las hojas se adhieren entre si por medio del micelio; asi
mismo, cuando éstas mueren, se mantienen colgando por los hilos del micelio.
El avance de la enfermedad llega y seca completamente las flores, las vainas y
la planta. Las basiodiosporas, que son las esporas producidas por el estado
asexual del hongo, producen en las hojas y en las vainas los sintomas conocidos
como ojo de gallo. Estos sintomas se caracterizan por ser lesiones pequefias,

casi circulares de color café con un borde rojizo ladrillo.

El patégeno puede sobrevivir sobre residuos de la cosecha o en hospederos
alternos vy tiene la capacidad de transmitirse por la semilla. Dependiendo del

grado de severidad de la enfermedad la planta puede llegar a morir.

En general, las ventajas del control biolégico incluyen el nulo o reducido riesgo
que representan para el productor y los trabajadores de campo que los aplican,
asi como la carencia de residuos en el producto vendido y bajo riesgo de
contaminacion ambiental (Lenteren, 2000). El hecho de que el consumidor
demande alimentos libres de plaguicidas también estimula el uso del control

bioldgico (Lenteren, 2000).

Una de las alternativas para superar la incapacidad de la mayoria de agentes de
control biologico para ser efectivos bajo diversas condiciones ambientales es
aplicarlos en mezcla o en alternacion con fungicidas quimicos o aplicar mas de
un agente de biocontrol en un mismo tiempo (Shtienberg y Elad, 2002). Esta
integracion se puede conseguir considerando los factores bidticos y abiéticos en

los sistemas agricolas (Shtienberg y Elad, 2002). Otra propuesta para superar la
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variabilidad del control biolégico es aplicar agentes de control biolégico que
presenten diversos modos de accion que sean complementarios (Shtienberg y
Elad, 2002).

En la actualidad a nivel internacional se comercializan muchos microorganismos
tales como especies de bacterias, levaduras y hongos filamentosos para el
control de fitopatégenos del suelo, foliares y de pos cosecha de frutas
principalmente. El nimero de microorganismos comercializados ha crecido en
los ultimos afios y en el mercado se encuentran ahora alrededor de 52 productos
biologicos de este tipo, desarrollados y registrados en diferentes paises del
mundo (EPA).

La rotacion de cultivos es un método de control utilizado que sdélo proporciona
una reduccién parcial del in6culo del patégeno. El tratamiento quimico de las
semillas puede eliminar parcialmente el problema al controlar el inéculo presente
en ellas, pero sin ocasionar mayor efecto contra el patdégeno en el suelo. La
resistencia genética como alternativa de control, a pesar de ser la de mas féacil
aplicacién, es una solucion de dificil desarrollo, en especial para hongos
vasculares, por la complejidad del medio en que se presenta la interaccion
patégeno-hospedero y por el tiempo que toma la obtencién de variedades
resistentes.

Por ello, ante las limitaciones en el manejo de la enfermedad,surge la necesidad
de plantear alternativas sustitutivas o complementarias a las existentes, como el
control biol6gico, importante para la recuperacién del equilibrio de los
agroecosistemas y para el aprovechamiento del potencial antagonista natural de
ciertos microorganismos contra fitopatégenos vulnerables.

La mayor parte de los hongos fitopatdégenos que afectan al frijol emplean las
semillas como via de introduccién en nuevas areas donde bajo condiciones
favorables pueden causar pérdidas considerables en el cultivo. A pesar de que
en Cuba se han realizado varios estudios relacionados con la micobiota asociada
a semillas de frijol (Sandoval y L6pez, 2000; Diaz et al., 2005; Nerey et al., 2010),
ninguno refleja la incidencia por variedad de las diferentes especies fungicas
asociadas a este tipo de semilla, lo que permitiria la seleccién de variedades con
el objetivo de reducir la incidencia de estos patégenos y disminuir los costos de

produccion dirigidos al control fitosanitario.
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Los hongos asociados a las semillas provocanla pérdida de su calidad, ya que
afectan la viabilidad y reducen su germinacion (Ghangaokar y Kshirsagar, 2013).
Estos hongos inciden principalmente en el campo (fitopatdégenos) o durante su
almacenamiento o conservacion (de almacén). Los hongos que contaminan las
semillas en el campo usualmente permanecen inactivos durante su
almacenamiento. Sin embargo, los que inciden en almacén, producen
afectaciones debido asu capacidad de crecer en condiciones de bajahumedad
en la cuales la mayoria de los hongos no consiguen desarrollarse.

En estudios realizados por (Martinez et al., 2014), donde evalu6 102 lotes de
semilla de frijol, de 16 variedades provenientes de las provincias de Pinar del
Rio, Mayabeque y Artemisa. identifico 679 aislados fangicos pertenecientes a
34 especies de 20 géneros. Las especies de mayor frecuencia de aparicion
fueron Penicillium sp. (78.4%), Rhizoctonia solani (77.5%), Aspergillus niger
(68.6%) y Fusarium solani (51.0%). Ademas, identific6 nueve especies de
Fusarium y seis de Aspergillus. Detecto la presencia de Sclerotinia sclerotiorum
en las variedades ‘BAT-58’, ‘BAT-93’ y ‘Delicia-365. De estas ‘BAT-93’ fue en la
que se detectd mayor porciento de semillas infectadas (3%). Este trabajo
constituy6 el primer informe de la incidencia de S. sclerotiorum en semillas

cubanas de frijol.

En otros resultados (Martinez et al.,, 2014), reportaron los géneros,
Penicilliumsp., Aspergillus sp. y Alternaria sp., los que son considerados hongos
de incidencia en almacén (Amadi y Adeniyi, 2009) los cuales no tienen gran
importancia durante el ciclo del cultivo, pero afectan negativamente la calidad de
la semilla y su germinacion. En el estudio realizado Penicillium sp. Fue
identificado en el 78,4% de las muestras analizadas con porcientos de infeccion
entre un 1.5-23% y alcanz6 el valor maximo en la variedad ‘Delicia-364’.
Detectaron dos especies de Alternaria (A.alternata y A. tenuissima) y seis de
Aspergillus. A pesar de que A.alternata puede ser considerado un hongo de
almaceén, tiene incidencia en campos de frijol y ocasiona manchas foliares
(Sandoval y Lépez, 2000).

También reportan seis especies de Aspergillus, la de mayor incidencia fue A.
niger (68.6%) seguida por A. ochraceus (37.3%), Aspergillus fumigatus (33.3%),
A. candidus (17.6%), Aspergillus flavus(10.8%), y A. terreus (7.8%),
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respectivamente. Estos resultados coinciden con lo informado por Marino y
Mesquita (2009) quienes plantearon que Aspergillus y Penicillium son los hongos
de almacén de mayor incidencia en semillas de frijol. Al igual que con
(Ghangaokar y Kshirsagar, 2013) quienes afirmaron que, de las especies
asociadas a semillas de frijol, A. niger, A. fumigatus y A. flavus fueron de las mas
comunmente detectadas. Los valores mas elevados de semillas infectadas por
variedad correspondieron a A. candidus en ’Delicia 364’, A. fumigatusen ‘Velazco
Largo’, A.flavusen ‘Bountiful’, A. niger, A. ochraceusy A. terreusen ‘BAT-304.

En Cuba el frijol comun (Ph. vulgaris) es atacado por un grupo importante de
fitopatégenos del suelo, que producen la pudricién de la raiz y la base de la planta
de frijol, la que es causada por un complejo de hongos, entre los que se
encuentran Fusarium, Rhizoctonia y Sclerotium. Fusarium es un habitante

comun del suelo y el mas diverso ya que tiene mas de 30 especies.

Sclerotium rolfsii Sacc. es un hongo fitopatégeno habitante del suelo con mas de
500 hospederos, donde el frijol en Cuba constituye uno de los principales. Su
distribucion es mundial, con mayor presencia en las regiones tropicales y
subtropicales. Ataca desde plantulas, plantas herbaceas, plantas lefiosas, raices
carnosas, bulbos o frutos en contacto con el suelo. Se considera importante en
el sureste de Estados Unidos en algoddn (Gossypium hirsutum L.), mani (Arachis
hypogaea L.), tomate (Solanum lycopersicum Mill.), y remolacha (Beta vulgaris
L.) (Johnson et al., 1999).

La supervivencia del patégeno en el suelo es de extrema importancia
epidemioldgica y estd relacionada a la formacién de esclerocios, que
permanecen viables por varios afios, en condiciones de baja humedad con
amplio rango de pH y temperatura (Polanco y Castro, 2005). Por otra parte, la
actividad micelial de este microorganismo es bastante elevada en sustratos
vegetales en proceso de descomposicién (Pineda y Polanco, 2005). En este
aspecto, la incorporacion de material organico al suelo incrementa segun Corréa
et al., (2007) el potencial de indculo, lo que constituye un serio problema,
especialmente en areas donde la rotacion se hace basada en la alternancia de

cultivos susceptibles.
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Segun, Araya (2008). Durante épocas secas Yy calientes las pérdidas pueden
llegar a un 25 %. Se presentan parches de plantas amarillentas y caida temprana
de hojas. Puede haber marchitez repentina de plantas,
cerca del suelo se notan lesiones oscuras y acuosas, que avanzan hacia las
raices; sobre estas lesiones se observa una masa de color blanco con
estructuras redondas (tamafio de la cabeza de un alfiler). Este Ultimo sintoma la

diferencia de la marchitez por Fusarium.

En frijol comdn (Ph. vulgaris) este fitopatdgeno ocasiona amarillamiento,
marchitez, caida de las hojas y finalmente la muerte de la planta. En el cuello de
la raiz se observa una lesidn necrotica y, sobre los tejidos afectados, un
crecimiento micelial blanco conteniendo los esclerocios del hongo, inicialmente
blancos que se tornan color marron oscuro posteriormente (Hernandez et al.,
2012).

También (Araya et al., 2009) exponen la sintomatologia caracteristica de este
hongo es: en las hojas: manchas que se originan en el envés y que estan
delimitadas por las nervaduras, luego evolucionan hasta convertirse en lesiones
grishceas que mas tarde se tornan de color marron y carecen de coloracion en
los bordes. La ausencia de color en la hoja y la angularidad de las manchas
constituyen caracteristicas inequivocas para un diagnéstico de esta enfermedad.
Las lesiones pueden ser tan numerosas como para causar una defoliacion
prematura.

En los tallos, ramas, peciolos: las lesiones son elongadas y marrones. En las
vainas: las lesiones, que son menos frecuentes que en las hojas, son
superficiales al principio y tienen margenes casi negros con centro marrén-rojizo,
siendo ambos netamente definidos.

Las vainas infestadas presentan semillas mal desarrolladas o arrugadas. Las
manchas varian en tamafio, y pueden ser tan numerosas que se superponen 'y

ocupan el ancho de las vainas.

2.4- Trichoderma. Clasificacion Taxonémica
La Taxonomia de este género es complicada. En 1794, Persoon describio el

género Trichoderma y aun en la actualidad se continta profundizando en este
aspecto. Segun Villegas (2012), el género Trichoderma se ubica en la clase

Hyphomycetes, orden Moniliales, familia: Moniliaceae. Su fase sexual (estado
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Teleomorfo) se encuentra ubicado en la clase Ascomycetes, serie
Pyrenomycetes, orden Hypocreales, género Hypocrea. Las especies del género
Trichoderma son un grupo de derivados clonales de Hypocrea que han perdido
la capacidad de completar un ciclo sexual.

Segun Samuels, (2006) Trichoderma se clasifica como un hongo anamérfico. El
estado teleomorfo se ha detectado en pocas especies. En este sentido se han
identificado: Hypocrea lixii Chaverri como el estado teleomorfo de T. harzianum
Rifai, Hypocrea atroviridis Dodd como el teleomorfo de T. atroviride P.karst
(Bissett) e Hypocrea virens Kullnig Gradinger como el teleomorfo de T. virens
(Lépez-Bucio et al., 2015).

Trichoderma es un hongo que pertenece a la clase Deuteromycetes y al Orden:
Moniliales (clasificacion asexual), entre las especies mas destacadas de este

género estan T. harzianum, T. viride, T. koningii, y T. hamatum.

Este hongo fue descrito por primera vez hace mas de 200 afios por los micélogos
como un gasteromicetes, y un siglo después se realizd el andlisis de su
estructura y caracteristicas para ser clasificado como un género entre los hongos
filamentosos, con propiedades y actividades biolégicas. Su habilidad como

antagonista fue descubierta hace 50 afios.

El género Trichoderma se ha descrito como un hongo cosmopolita, habitante
natural del suelo que se presenta en diferentes zonas y habitat, especialmente
en aguellos que contienen materia organica o desechos vegetales en
descomposicion, asi mismo en residuos de cultivos, especialmente en aquellos
gue son atacados por otros hongos. Algunas de sus especies tienen la habilidad
de producir enzimas que atacan o inhiben a hongos fitopatégenos por lo que lo

convierten en un excelente agente de biocontrol (Carreras, 2011).

El género Trichoderma se encuentra en suelos abundantes en materia organica,
es aeroObico y puede estar en los suelos con pH neutro hasta acido. La
versatilidad, adaptabilidad y facil manipulacion de los hongos del género
Trichoderma ha permitido su uso en el control bioldgico. Trichoderma spp.
produce tres tipos de propagulos: hifas, clamidosporas y conidios, estas son
activas contra fitopatogenos en diferentes fases del ciclo de vida, desde la
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germinacion de las esporas hasta la esporulacion. El parasitismo puede ocurrir
mediante la penetracidn, engrosamiento de las hifas, produccién de haustorios y
desorganizacion del contenido celular. La competencia por el espacio y los
nutrimentos es mas favorable, principalmente para los hongos que se desarrollan
en la superficie de las hojas antes de efectuar la penetracion, no actuando sobre

aguellos que penetran rapidamente (Orietta et al., 2015).

En la actualidad se comercializan numerosos productos comerciales de distintas
especies y cepas de Trichoderma, las que han demostrado no solo su efectividad
como antagonista de hongos, sino también efectivas contra nematodos. Se
considera un fungicida biolégico natural que coloniza y protege la raiz de los
cultivos contra enfermedades del suelo. Compite y produce compuestos
organicos que inhiben el desarrollo de los patégenos del suelo de la mayoria de
los cultivos, plantas ornamentales y forestales. Tiene un efecto de parasitismo al
asociarse con las colonias de hongos patdégenos para después inhibir su
desarrollo en los sustratos, en el suelo o dentro de las raices. Favorece la
produccion de fitoalexinas que activan los mecanismos de defensa de las plantas
(L6pez-Bucio et al., 2015).

El género Trichoderma es un tipo de hongo anaerobio facultativo que se
encuentra de manera natural en varios tipos de suelos agricolas y otros tipos de
medios. De este microorganismo hoy se reportan mas de 100 especies, todas
con efectos benéficos para la agricultura y otras areas econémica (Martinez,
2015). Este mismo autor sefiala que el hongo crece y se ramifica en hifas que
pueden medir entre 3 a 12 um de didmetro, segun las condiciones del sitio donde
se esté reproduciendo. La esporulacién asexual ocurre en conidios unicelulares

de color verde, generalmente tienen 3 a 6 um de diametro.

Algunos géneros de hongos tales como Trichoderma, Gliocladium, Coniothyrium,
Taloromyces y Ampelomyces también han mostrado su habilidad para inducir
resistencia sistémica en una gran variedad de cultivos (De Meyer et al., 2018;
Harman,2011; Howell, 2013). Algunos de estos hongos pueden igualmente tener
un efecto positivo sobre el crecimiento y la cosecha al aumentar la solubilidad y
la toma de los nutrientes. La defensa sistémica adquirida ha sido ampliamente

estudiada y varios genes han sido identificados.
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2.5- Mecanismo de accion de Trichoderma frente a hongos fitopatdogenos
Como mecanismo de accidon Trichoderma al ser aplicado a las raices forma una

capa protectora, haciendo una simbiosis: el hongo se alimenta de los exudados
de las raices y las raices son protegidas por el hongo; al mismo tiempo, reduce
o elimina las fuentes de alimento del patdgeno, y actia como una barrera para

prevenir la entrada de patdgenos a las raices.

Tiene una accion de hiperparasitismo, que es la accion del microorganismo que
parasita a otro organismo de su misma naturaleza; es decir, lo utiliza como
alimento y lo destruye. Compite por espacio y nutrimentos con los hongos
patogenos (Infante et al., 2012).

En la accion biocontroladora de Trichoderma se han descrito diferentes
mecanismos de accion que regulan el desarrollo de los hongos fitopatégenos
dianas. Entre estos, los principales son la competencia por espacio y nutrientes,
el micoparasitismo y la antibiosis, los que tienen una accion directa frente a los

hongos fitopatégenos, asi es portado por (Lorenzo N, 2001)

Estos mecanismos se ven favorecidos por la habilidad de los aislamientos de
Trichoderma para colonizar la rizosfera de las plantas. Otros autores han
sugerido distintos mecanismos responsables de su actividad biocontroladora,
que incluyen, ademéas de los mencionados, la secrecion de enzimas y la

produccion de compuestos inhibidores (Harman., et al 2010).

Ademas, se conoce que Trichoderma presenta otros mecanismos, los que
también son reportados por este autor cuya accion biorreguladora, es de forma
indirecta. Entre estos se pueden mencionar los que elicitan o inducen
mecanismos de defensa fisioldgicos y bioquimicos como es la activacion en la
planta de compuestos relacionados con la resistencia (Induccion de
Resistencia). (Harman., et al 2010), con la detoxificacién de toxinas excretadas
por patdgenos y la desactivacion de enzimas de estos durante el proceso de
infeccion; la solubilizacién de elementos nutritivos, que en su forma original no
son accesibles para las plantas. Tienen la capacidad, ademas, de crear un
ambiente favorable al desarrollo radical lo que aumenta la tolerancia de la planta

al estrés.
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Estudios recientes a niveles celular y molecular explican la diversidad de vias y
mecanismos de accion de este hongo (Harman, 2014). Segun este autor, se
descubrid, que algunas cepas de Trichoderma pueden activar un mecanismo
nativo de defensa en las plantas, conocido como Induccién de Resistencia
Sistémica (por sus siglas en inglés IRS). Esto supone que puedan controlar a
patégenos distantes del lugar donde se encuentra fisicamente el antagonista.
Prueba de ello, fue que la colonizacién de las raices de pepino con T. asperellum,
indujo resistencia a Pseudomonas syringae pv. lachrymans (Shoresh y Harman
2010) en el follaje. También existen evidencias de este modo de accion frente a

nematodos (Sharon., et al 2011).

Diversas clases de compuestos pueden ser liberados por Trichoderma en la zona
de la rizosfera y estar relacionados con la IRS en las plantas. La primera clase
son proteinas con actividad enzimatica o de otro tipo. Algunas de las proteinas
secretadas por Trichoderma al parecer inducen solo respuestas locales y
necrosis (Brotman., et al 2008), otras activan mecanismos de defensa en plantas
como los productos de los genes de avirulencia (Woo, 2007). Otra clase de
elicitores de defensa en las plantas incluye oligosacaridos y compuestos de bajo
peso molecular, liberados por la accion de enzimas de Trichoderma (Woo, 2007).
En otros estudios se ha demostrado que la colonizacién de la raiz por
Trichoderma ejerce un efecto multifuncional en la biologia de los cultivos como
maiz, jitomate y soya, por mencionar algunos. Por ejemplo, se incrementan las
defensas y las plantas se hacen mas resistentes a las enfermedades causadas
por hongos y bacterias. Este fendmeno puede ser ocasionado por la induccion
de compuestos quimicos llamados fitoalexinas, los cuales se acumulan en altas
concentraciones en la planta y ayudan a limitar la dispersion del patdégeno o por
la activacion de rutas de sefalizacion implicadas en defensa como la del acido
salicilico, acido jasménico o etileno.

Dos grupos independientes de investigadores describieron un gen que codifica
para una proteina elicitora en dos especies de Trichoderma, SM1 en T. virens
(Djonovia., et al, 2006) y Epl1 en T. atroviride, con estos genes se transformaron
protoplastos de aislamientos de dichas especies y posteriormente se aplicaron
en plantas de tomate, las que a su vez fueron inoculadas con Alternaria solani
Sor.
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Las plantas tratadas con las cepas transformadas sufrieron menos dafio por la
presencia del patdgeno, y presentaron mayor crecimiento que las plantas
controles. Adicionalmente, se observdé que los genes de defensa en tomate
(chitinasa, 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA reductasay b -1,3 glucanasa) durante
la interaccién con las cepas de Trichoderma, se indujeron en mayor grado en las
plantas tratadas con las cepas transformadas, que en aquellas que recibieron la
cepa silvestre, y en menor grado en las plantas sin inocular (Salas, 2007). Aln
se esclarecen y amplian los conocimientos acerca de Trichoderma como
inductor de resistencia, pero es indiscutible su funcion en la defensa de las

plantas.

Este hongo antagonista es reconocido por sus diferentes mecanismos de accion
sobre aquellas especies donde ha sido estudiado, diferentes autores asi lo

refieren:

2.4.1. Antibiosis
La antibiosis es la accion directa de antibidticos o metabolitos toxicos producidos

por un microorganismo sobre otro sensible a estos. Algunos autores opinan que
la antibiosis no debe ser el principal mecanismo de accién de un antagonista, ya
que existe el riesgo de aparicion de cepas del patdgeno resistente al antibidtico
(Vero, 1999). En la practica uno de los antecedentes ha sido el caso de la
aparicion de cepas de Agrobacterium tumesfaciens Smith y Townsend
resistentes al Agrosin 84, un antibidtico producido por una cepa de
Agrobacterium radiobacter Beijerinck y van Del- den (Campbell R, 1989).

Muchas cepas de Trichoderma producen metabolitos secundarios volatiles y no
volétiles, algunos de los cuales inhiben el desarrollo de otros microorganismos
con los que no hacen contacto fisico. Tales sustancias inhibidoras son

consideradas "antibioticos". (Hjeljord L., et al, 1998).

Al inicio se estim6 que la actividad inhibidora de aislamientos de Trichoderma
sobre otros hongos se debia solo a compuestos no volatiles. (Dennis y Webster
2010) fueron los pioneros en esta tematica, con la realizacion de los trabajos mas
completos acerca de la funcién de los antibidticos producidos por hongos del
género Trichoderma sobre patdégenos de las plantas. Ellos relacionaron la

actividad antibiotica de Trichoderma spp. con compuestos no volatiles, entre los
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gue se encontraban uno identificado como Trichoderma y otros metabolitos
peptidicos. En investigaciones posteriores determinaron que Trichoderma spp.
produce dos antibiéticos mas: gliotoxina y viridina. Mas tarde (Martinez., et al
2010) informaron que T. harzianum Rifai produce numerosos antibioéticos como
son: trichodermina, suzukacilina, alameticina, dermadina, trichotecenos y

trichorzianina.

Posteriormente, se ha detectado que la actividad antibidtica de algunos
aislamientos se debia también a la produccion de compuestos volatiles, y
notaron que los aislamientos mas activos poseian un fuerte olor a coco,
posiblemente relacionado con la actividad antagonista. Los antibiéticos volatiles
tienen un efecto esencialmente fungistatico, debilitando al patégeno y lo hacen
mas sensible a los antibiéticos no volétiles, lo que se conoce como un

"hiperparasitismo" de origen enzimatico (Martinez, 2011).

Desde el siglo pasado en Cuba (Stefanova., et al. 1999) informaron la presencia
de metabolitos no volatiles con actividad antifingica en cuatro aislamientos de
Trichoderma y concluyeron que los mismos reducen el crecimiento micelial de
Phytophthora nicotianae Breda de Haan y R. solani en medios de cultivo
envenenado con filtrados liquidos donde se habian cultivado las cepas
antagonicas. Plantean, ademas, que al parecer estos causan a nivel celular:
vacuolizacién, granulacion, coagulacién, desintegracion vy lisis. Por otro método,
(Rivero Deyanira et al. 2008) evaluaron el efecto de antibiosis de dos aislados
de Trichoderma en cultivo dual con A. padwickii, B. oryzae, C. lunata y Phoma

spp, obteniendo inhibicién significativa del crecimiento radial de estos patdégenos.

Por ejemplo, (Martinez et al., 2008) en experimentos desarrollados en el Centro
Nacional de Salud Animal y Vegetal (CENSA) observaron al evaluar 59
aislamientos de Trichoderma, competencia por el sustrato, micoparasitismo y
antibiosis. En casi todos los aislamientos determinaron al menos un tipo de
interaccion hifal bien definida, y algunos de ellos presentaron hasta cuatro tipos

de interaccion sobre R. solani.

2.4.2. Micoparasitismo
El micoparasitismo es definido como una simbiosis antag6nica entre organismos,

en el que generalmente estan implicadas enzimas extracelulares tales como
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quitinasas, celulasas, y que se corresponden con la composicion y estructura de

las paredes celulares de los hongos parasitados.

Las especies de Trichoderma durante el proceso de micoparasitismo crecen
quimiotrépicamente hacia el hospedante, se adhieren a las hifas del mismo, se
enrollan en ellas frecuentemente y las penetran en ocasiones. La degradacion
de las paredes celulares del hospedante se observa en los estados tardios del
proceso parasitico (Carsolio Carolina., et al, 2009), que conlleva al debilitamiento

casi total del fitopatdgeno.

El micoparasitismo como mecanismo de accidén antagénica en Trichoderma spp.
Ha sido ampliamente estudiado, (Pérez, 2012). No obstante, existen aspectos
en el mismo que no estan totalmente esclarecidos. Este es un proceso complejo
que para su estudio se ha separado en cuatro etapas. El desarrollo de cada
etapa depende de los hongos involucrados, de la accidn biotréfica o necrotréfica
del antagonista y de las condiciones ambientales.

Las especies de Trichoderma tienen un elevado potencial parasitico, con una
actividad metabdlica muy particular, que les permite parasitar eficientemente las

estructuras fangicas de los hongos (Sandoval., et al.2002).

Aislamientos de Trichoderma eficaces en el control de patégenos vegetales eran
capaces de producir glucanasas, quitinasas y proteasas, por lo que recomienda
que los aislamientos de Trichoderma spp. pueden ser seleccionados como
agentes de control biol6gico en base a su capacidad de producir &-1,3-D

glucanasa y quitinasa en presencia de glucano y quitina, respectivamente.

Por los resultados que se han obtenido hasta el momento, se ha llegado a la
conclusion que la produccion del factor inhibidor en Trichoderma depende mas
del aislamiento que de la propia especie. Aspecto este, que reafirma una vez
mas la busqueda constante de nuevos aislamientos de este antagonista (Leon.,
et al 2008) plante6 que el micoparasitismo de Trichoderma sobre R solani es el
responsable de la disminucién de la densidad de indculo de este patdgeno y que

se corresponde con un incremento en la densidad de poblacion de Trichoderma

Spp.
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Rivero Deyanira., et al. 2008), evaluaron cuatro aislamientos de Trichoderma
sobre Alternaria padwickii (Ganguly) Ellis, Bipolaris oryzae (Breda de Haan)
Shoemaker, Curvularia lunata (Wakker) Boedijn y Phoma spp. y obtuvieron una
alta capacidad competitiva, con dos o mas tipos de interaccion hifal, excepto en

Phoma spp.

2.4.3. Competencia
La competencia constituye un mecanismo de antagonismo muy importante. Se

define como el comportamiento desigual de dos o mas organismos ante un
mismo requerimiento (sustrato, nutrientes), siempre y cuando la utilizacion de
este por uno de los organismos reduzca la cantidad o espacio disponible para

los demas.

Este tipo de antagonismo se ve favorecido por las caracteristicas del agente
control biolégico como plasticidad ecoldgica, velocidad de crecimiento y
desarrollo, y por otro lado por factores externos como tipo de suelo, pH,
temperatura, humedad, entre otros (Hjeljord., et al, 1998).

La presencia de forma natural de Trichoderma en diferentes suelos (agricolas,
forestales y en barbechos), se considera una evidencia de la plasticidad
ecologica de este hongo y de su habilidad como excelente competidor por
espacio y recursos nutricionales, aunque la competencia depende de la especie.
Trichoderma esta biolégicamente adaptado para una colonizacion agresiva de
los sustratos y en condiciones adversas para sobrevivir, fundamentalmente, en
forma de clamidosporas, hasta mas de 30 afios Luis Pérez Vicente (2019). La
alta velocidad de crecimiento, abundante esporulacién y la amplia gama de
sustratos sobre los que puede crecer, debido a la riqueza de enzimas que posee,
hacen que sea muy eficiente como sapréfito y ain mas como agente de control
bioldgico (Pérez, 2004).

La competencia por nutrientes puede ser por nitrdgeno, carbohidratos no
estructurales (azucares y polisacaridos como almidén, celulosa, quitina,

laminaria, y pectinas, entre otros) y microelementos (Stefanova., et al 1999)

Un ejemplo fehaciente de estas interacciones es el notificado por (Durman., et

al. 2003) quienes encontraron una disminucion del crecimiento de R. solani y de
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la viabilidad de los esclerocios por la accion de diferentes aislamientos de

Trichoderma spp.

2.6. Importancia de Trichoderma spp. Como alternativa de luchaen la
agricultura.

La necesidad de encontrar mecanismos que eleven la productividad de los
cultivos ha impulsado la busqueda de estrategias de lucha contra numerosas
plagas de los cultivos agricolas, que sean alternativas eficientes al control
quimico y que ademas implique bajar el riesgo ambiental y sanitario sin arriesgar
la salud humana, constituye hoy en dia un gran reto para la agricultura y su

desarrollo, asi coinciden (Gallegos et al., 2006).

En estudios realizados por Guedes et al., (2012), para determinar el parasitismo,
como posible mecanismo antagonista contra diferentes patégenos en tomate
obtuvieron que el aislamiento T-121 tuvo un crecimiento levemente mayor que
los otros aislamientos de este hongo; sin embargo, no obtuvieron diferencias
significativas (p<0,005) entre los 6 aislamiento de T. harzianum estudiados. El
hecho de que los aislamientos de T. harzianum tuvieran contacto rapidamente

con los hongos patdgenos en un lapso de 3 dias, indica que existe agresividad.

En Cuba, el uso de biofertilizantes y microorganismos en la agricultura por los
campesinos no es muy utilizado por la mayoria, debido a que no se conocen los
multiples beneficios que ellos proveen; en la planta podria mejorar la sanidad y
nutricion y por ende el rendimiento, ademas que no causan dafio al ser humano
ni al medio ambiente. Es por ello, que es necesario realizar investigaciones para
generar alternativas de produccion bajo un enfoque de manejo biol6gico desde

la semilla hasta la produccion.

En investigaciones desarrolladas en Peru por (Coaquira et al., 2017), utilizando
diferentes combinaciones de Trichoderma y biofertilizantes, encontr6 como, los
rendimientos obtenidos utilizando, los microorganismos como Trichoderma vy
Rhizobium obtuvieron incrementos de 16.33 % y 14.03%, a diferencia del
tratamiento en el cual se utilizé la inoculacién de Rhizobium, Trichoderma

aplicado al suelo y via foliar y la mezcla de Alopes + Fertigigas aplicados via
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foliar, en el cual se obtuvo un incremento en rendimiento de grano seco de
5.92%.

Existe un grupo de hongos y bacterias que presentan efectos antagdnicos contra hongos
fitopatdgenos de suelo y esta accion puede ser aprovechada como una forma de control
biolégico de patdgenos vegetales. Entre estos microorganismos se encuentran algunas
bacterias de los géneros Pseudomonas y Bacillus, y hongos de los géneros Gliocladium
y Trichoderma (Fernandez, 2001). Estos confieren proteccion a semillas, plantulas y
hortalizas, en contra del ataque de hongos fitopatdgenos como Rhizoctonia, Fusarium,
Sclerotium, Phythophthora y Pythium; (Reyes, et al., 2009).

En investigaciones desarrolladas por (Gonzélez M. et al., 2008) utilizando dos
cepas Trichoderma para determinar su accion antagoénica sobre fitopatégenos,
en semillas de frijol, arroz, lechuga y girasol, al diferir siempre el didmetro de las
colonias en el cultivo dual con el del testigo. La mayor acciéon antagonica se
observd sobre Sarocladium oryzae (45,45 % de inhibicidn del crecimiento con
respecto al testigo para la cepa C-66 y 28,5 para A-34), aunque se presento
diferencia estadistica entre ambas cepas. Para el caso de Rhizoctonia solani
aislada de frijol la cepa A-34 tuvo un efecto mayor que la cepa C-66 pero sélo
con un 21 % de reduccion de la colonia con respecto al testigo.

Las investigaciones realizadas en el pasado han demostrado que los
mecanismos de accién de Trichoderma spp., contra diversos fitopatégenos son
muchos, variando para cada cepa y en cada interaccion hospedero-patdégeno
(Howell, 2013); por ello, en la mayoria de los paises la definicion de este aspecto
es fundamental para el registro de las cepas comerciales de Trichoderma.

En relacién con los mecanismos de accién de Trichoderma spp., muchos autores
han atribuido el fendmeno de control al micoparasitismo y a la capacidad de este
antagonista para producir toxinas, lo que ha explicado el control ejercido por
diferentes cepas contra Rh. solani. Recientemente se ha atribuido el fenémeno
de control de diversos fitopatdgenos a la producciéon de enzimas liticas de
Trichoderma spp. del tipo quitinasas y glucanasas. Estas enzimas han
demostrado capacidad para romper los polisacaridos quitina y - glucanos, que
son constituyentes de la pared de los patdogenos y que le confieren la rigidez a
su pared celular (Howell, 2003).

Este mismo autor ha demostrado que cuando se inoculaban semillas de algodén
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con Trichoderma virens o con sus filtrados de cultivo, se inducia en las raices de
las plantulas la sintesis de altas concentraciones de terpenoides altamente
inhibitorios de R.solani.

Es el caso del hongo Trichoderma koningiopsis (cepa Th003), antes identificado
como Trichoderma koningii. Con esta cepa se ha obtenido entre el 70% vy el
100% de controlen los siguientes patosistemas: Pythium splendens en frijol y
pepino (Cotes, 2013); R. solani en frijol(Cotes, 2013); R. solani en papa (Beltran
et al.,2007), R. solani y Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersicien tomate (Cotes
et al.,, 2013); B. cinerea y Oidium spp. en tomate (Moreno, 2014); S.
sclerotiorumen lechuga. Dichos modelos han involucradoactividades a nivel de
laboratorio, pruebasexperimentales en invernadero bajo condicionescontroladas
y a nivel de cultivos comerciales encampo abierto e invernadero.

Algunas cepas se conocen con el nombre de rizobacterias promotoras del
crecimiento de plantas o PGPR (del inglés plant-growth-promoting-rhizobacteria)
(Wei et al.,2016), las cuales pueden ser usadas como biofertilizantes (Kennedy
et al., 2014). Estas bacterias producen efectos directos e indirectos sobre el
crecimiento y sobre la resistencia enfermedades (Kennedy et al., 2014; Persello-
Cartieaux et al., 2013). resistencia inducida puede ser localizada (en esta el sitio
de induccién es la Unica parte de la planta con elevada resistencia) o puede ser
sistémica (cuando la induccién en una parte de la planta lleva a la proteccion de

la planta entera).

Entre los hongos mas utilizados esta Trichoderma spp. por su versatilidad,
adaptabilidad y facil manipulacién, lo que ha permitido su uso en la lucha
biolégica. Hay reportes que indican que tiene efecto antagonista sobre hongos
del suelo como Phythophthora capsici, Pythium ultimun, Fusarium oxysporum,
Sclerotium roltfi, Mycosphaerella fijiensis, entre otros (Corréa et al., 2007;
Ezziyyani et al., 2004; Sempere et al., 2007, Djonovié et al., 2006).

De forma general los tratamientos realizados a las semillas fueron efectivos
destacandose el tratamiento por peletizacion con la utilizacion de la C-66. Con
estos resultados se corrobora la ventaja que ofrece la proteccion de las semillas
con estos biopreparados, lo cual esta en correspondencia con resultados de

investigaciones realizadas en Argentina con tratamientos a las semillas de
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acelga, espinaca, rabanito y tomate (M6naco et al., 2006) donde se obtuvo mayor
porcentaje de germinacién por proteccion contra los hongos patdégenos. Por otra
parte, respecto a la efectividad técnica, Lopez y Sandoval (2006) obtuvieron una
reduccion de hasta un 96 % de las patologias causadas por Phytophthora ssp.
en plantas de Capsicum annuum y Dianthu ssp. con tratamientos de dos cepas
de Trichoderma.

En investigaciones de campo en la Provincia de Cienfuegos, municipio de
Palmira, sobre un suelo pardo con carbonato tipico Gonzalez et al., (2008)
obtuvieron valores de distribucion de plantas afectadas con Rhizoctonia solani,
altos en el testigo; 16,8 % a los 75 dias y 28 % a los 95 dias; reportando que
estuvo motivado por la alta infestacion por hongos del suelo existente en el area
durante afios, aunque se elevaron también en las variantes con Trichoderma, y
obtuvieron una efectividad técnica al final del ciclo del cultivo superior al 60 %.
En otras investigaciones realizadas por Gonzélez et al., (2008) encontraron en
las mediciones del hiperparasitismo, que la interaccion tratamiento-patdgeno de
las cepas C-66 y A-34 sobre los hongos patdgenos a los siete dias, obtuvieron
diferencias altamente significativas entre ellos, siendo en general mas
hiperparasita C-66 que A-34, cuando evaluaron ambas cepas antagonistas
contra el hongo Alternaria solani Sor. aislado de papa. Observaron el mayor
hiperparasitismo en general sobre Sarocladium oryzae, lo que concuerda con el
resultado de la accién antagdnica. En otros resultados le siguid en orden
descendente Alternaria alternata, y en tercer orden los patégenos Macrophomina
phaseoli y Gerlachia oryzae. En sus investigaciones destacan el bajo nivel de
hiperparasitismo que manifestaron ambas cepas antagonistas sobre la cepa de
R. solani aislada de arroz.

Estos mismos autores reportan la efectividad de Trichoderma spp sobre
diferentes semillas (arroz, frijol, lechuga y girasol) y encontraron efectividades en
los tratamientos realizados a las semillas con indices altos entre 90 % y 95 %,
aunque fue superior el nivel alcanzado por el método de peletizacion. También
Hernandez et al. (2006) han recomendado la peletizacion de las semillas de frijol

con Trichoderma viride para la protecciéon de los hogos patdgenos.
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Diferentes autores han investigado la accion de distintas cepas de Trichoderma
sobre F. solani asi--------------- ) compararon tres aislamientos comerciales (TCC-
001, TCC-005, TCC-006). TCC-001y TCN-014, reportaron ser mas competentes
por nutrientes y espacio, con el mayor radio de crecimiento de 7,50y 7,32 cm el
dia 10, comparado a FSM-011 en el cual solo fue de 2,30 cm. Aunque, TCN-014
mostré micoparasitismo grado 4 con ambos aislamientos de F. solani y TCC-005
Unicamente con FSM-012, el cual fue mas susceptible a ser micoparasitado. En
cuanto al PICR, los tratamientos con mejores porcentajes de inhibicion fueron
TA-9, TA-12 y TA-6 con valores de 70,56, 68,52 y 65,32% respectivamente. El
aislamiento del patégeno mayormente inhibido fue FSM-011. Todos estos
resultados demuestran que hubo antagonismo in vitro al utilizar los aislamientos

nativos y comerciales de T. harzianum sobre F. solani.

Encontraron que los seis aislamientos de T. harzianum (T813, T622, T121,
T412, T523 y T212), se desarrollaron a una velocidad mayor a la de R. solani,
S. rolfsii y F. oxysporum. Los aislamientos de T. harzianum tuvieron un
crecimiento promedio de 6,9; 6,6; 7,1; 6,5; 6,6 y 6,4 cm respectivamente al tercer
dia de enfrentamiento, mientras que los patbgenos mostraron un crecimiento
limitado en cultivo dual, con un promedio de 2,3 cm en todos los casos. La tasa
de crecimiento de Trichoderma y de los fitopatdgenos les permitié determinar si
en los cultivos apareados se debe sembrar uno de ellos antes (1 o 2 dias), para
conocer todo el potencial de produccion de los metabolitos secundarios de los

hongos.

Para conocer el efecto antagonico de varias cepas de Trichoderma spp. in vitro
(Gonzélez, 2004), utilizé aislamientos de Sclerotium rolfsii Sacc., Rhizoctonia
solani Kilhn y Macrophomina phaseoli Tassi, aislados de semillas y plantas
enfermas del cultivo del frijol, asi como la evaluacion de las cepas mas
promisorias para el control de hongos de la semilla y del suelo en condiciones
de campo. Todas las cepas de Trichoderma spp. estudiadas presentaron

antagonismo por competencia sobre Rh. solani, S. rolfsii y M. phaseoli.

El mayor efecto antagonico sobre S. rolfsii lo obtuvo con la cepa C-66, mientras
gue sobre R. solani lo observé con T. harzianum (cepa A-34), Trichoderma spp.

y Trichoderma spp. (cepa A-61). Trichoderma spp (cepa-66) encontr6é el mayor

29



hiperparasitismo sobre S. rolfsii, mientras que contra R. solani el mayor
hiperparasitismo lo observo con las cepas C-66 y T. viride. T. harzianum (cepa
A-34) y C-66 manifestaron mayor nivel de antagonismo e hiperparasitismo sobre
el hongo patégeno M. phaseoli. Obtuvo una efectividad con los métodos de

tratamiento a la semilla que oscil6 entre 96,5y 97,5%.

Es importante destacar que en el mercado mundial ya se cuenta con formulados
comerciales de Trichoderma spp. para el control de diferentes hongos
fitopatdgenos, principalmente de suelo. Sin embargo, estos formulados no tienen
el mismo efecto en todas las regiones agricolas debido a las diversas
condiciones ambientales que existen en la naturaleza, las cuales pueden
aumentar o disminuir la efectividad de los formulados. Por esta razon, es
necesaria la busqueda de otras especies de Trichoderma que actden contra
diferentes hongos fitopatdgenos en diversas condiciones, a fin de obtener

resultados satisfactorios.

Por otra parte, Chavez (2006) afirmé que Trichoderma tiene diversas ventajas
como agente de lucha bioldgica, pues posee un rapido crecimiento y desarrollo,
pero ademas también produce una gran cantidad de enzimas, inducibles con la

presencia de hongos fitopatégenos.

Este bioproducto posee buenas cualidades para el control de enfermedades en
plantas causadas por patégenos fungicos del suelo. Ezziyyani et al. (2004)
destacé que las especies del género Trichoderma son los antagonistas mas
utilizados para el control de enfermedades de plantas producidos por hongos,
debido a su ubicuidad, a su facilidad para ser aisladas y cultivadas, a su
crecimiento rapido en un gran nimero de sustratos y a que no atacan a plantas

superiores.

Son numerosos los beneficios agricolas de Trichoderma spp segun (Paez 2006).
Ofrece un control eficaz de enfermedades de plantas, posee un amplio rango de
accion, elevada propagacion en los suelos, aumentando sus poblaciones y
ejerciendo control duradero en el tiempo sobre hongos fitopatdgenos. Ayuda a la
descomposicion de la materia organica, haciendo que los nutrientes se
conviertan en forma disponible para la planta, por lo tanto, tiene un efecto

indirecto en la nutricion del cultivo.
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2.7. Uso de Trichoderma spp en lucha biologica de fitopatégenos en el
suelo.

Segun Chet et al., (1999) al realizar observaciones microscopicas apreciaron que
el aspecto de las hifas y conidios de A. porri en crecimiento dual con
Trichoderma, estas varian considerablemente con respecto al testigo, las que se
observan desintegradas, parcial o totalmente con una coloracion mas tenue. La
degradacion de hifas y conidios podria provocar una inhibicion de la infeccién

causada por el patégeno y por consiguiente una menor diseminacion.

El mayor énfasis en las investigaciones con Trichoderma spp se ha puesto en la
lucha contra los patdégenos que tienen el suelo como habitat. Una de las razones
fundamentales de esa tendencia es que el ambiente del suelo es mucho mas
favorable para el establecimiento de un antagonista que otros, como por ejemplo
la filosfera. De hecho, el control bioldgico con Trichoderma ha sido mas exitoso
en la rizosfera que en otros ambientes (Olivera Costa y Rodriguez, 2014).

La lucha bioldgica dirigida al suelo y en las semillas estad muy relacionado. Una
gran parte de las aplicaciones de Trichoderma para el control de patégenos que
habitan el suelo se realiza a través del tratamiento de semillas. Otros métodos
para introducir biopreparados de Trichoderma en el suelo son la aplicacién
directa al surco o a voleo, en el momento de la siembra, en estos casos
generalmente como granulos, o incorporado junto con enmiendas organicas
(Hernandez, et al., 2013).

En numerosos ensayos realizados por diferentes investigadores ha quedado
demostrado que la degradacion y ruptura de las paredes celulares de A. solani
por Trichoderma ocurre mediante un proceso enzimatico en el que participan
enzimas extracelulares del tipo quitinazas. (De la Cruz et al., 1995 y Chet et al.
1998).

Gran parte del éxito que se obtiene con el uso de biopreparados en base a
Trichoderma dependen del método de aplicacion, por esa razon a la mezcla con
enmiendas organicas se ha prestado tanta atencion. La introduccion de
diferentes enmiendas organicas al suelo previo a la siembra y a la aplicacion de
Trichoderma condiciona un ambiente favorable para la multiplicacion vy
colonizacion de éste. Se ha comprobado que la efectividad es aun mayor si

Trichoderma se incorpora como parte de un compost Marin, (2012).
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Diferentes razas de T. harzianum han resultado muy efectivas en el control de
Fusarium, Pythium, Phytophthora y Rhizoctonia en maiz, algodon, soya, papa,
tomate, tabaco, remolacha, frijoles, mani y frutales (Olivera Costa y Rodriguez,
2014).

Este fendmeno de proteccion se ha relacionado con varios mecanismos, los
cuales se ilustran a continuacién. Cuando T. koningiopsis (cepa Th003) fue
aplicado en el suelo, se observé una correlacion positiva entre la actividad de las
enzimas exo- -1,3 glucanasa y exoquitinasas producidas por este biocontrolador
y el control del fitopatdgeno del suelo P. splendens en frijol, sugiriendo que las
enzimas producidas por T. koningiopsisen el suelo juegan un rol importante en
la degradacion de las paredes de los patdgenos (Cotes et al., 2014).

De otra parte, en diferentes experimentos se presentd también una correlacion
positiva (coeficiente de correlacion 0,7) entre el tiempo de pre germinacion de
las semillas en presencia del antagonista, la actividad de enzimas de origen
vegetal de tipo endo- 1,3 glucanasas y endoquitinasas, y la proteccion conferida
a las plantas de frijol, mostrando que T. koningiopsis puede estimular la
produccion de estas enzimas en el tejido vegetal, las cuales también podrian
estar relacionadas con la degradacion de la pared celular de los patdgenos
(Cotes et al., 2016).

En investigaciones desarrolladas por Cotes, A. M (2017) induciendo una
pregerminacion controlada de semillas en matriz solida durante 24 horas en
presencia del biocontrolador y estuvo relacionado varios fenébmenos, entre ellos
la colonizacion de los tegumentos por parte de T. koningiopsis mediada por la
capacidad celulitica de esta cepa, el consumo de los exudados de la semilla; la
produccion de enzimas liticas de origen microbiano del tipo celulasas,
exoquitinasas y exo- -1,3 glucanasas, las cuales demostraron su habilidad para
degradar la pared celular del patégeno y la inducciénen el hospedero de
proteinas relacionadas por la patogénesis del tipo endoquitinasas y endo- -1,3
glucanasas que también demostraron su habilidad para degradar la pared celular
del fitopatégeno, sugiriendo asi un fendmeno de induccién de resistencia.

La resistencia inducida es el proceso por el cual las defensas de la planta son
activadas de tal forma que cuando el patdgeno infecta es rapidamente
reconocido por la planta que desarrolla adecuadas defensas para restringir su

desarrollo. La resistencia inducida puede ser localizada (en esta el sitio de
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induccion es la Unica parte de la planta con elevada resistencia) o puede ser
sistémica (cuando la induccion en una parte de la planta lleva a la proteccion de
la planta entera).

La resistencia sistémica se divide en dos: ‘resistencia sistémica adquirida’ (SAR)
o ‘resistencia sistémica inducida’ (ISR). La SAR es elicitada por patdgenos
necrotrofos que causan reaccion hipersensible o por quimicos tales como el
acido salicilico, el acido indol acético (INA) o el acido amino-butirico (BABA)
(Ryuet al., 2003). El tema de induccién de resistencia ha sido ampliamente
estudiado en relacion con las bacterias asociadas a las raices, las cuales han
demostrado que pueden aumentar la resistencia o los niveles de defensa de las
plantas a un amplio espectro de patégenos (Whipps, 2011). Dichas bacterias
viven en o dentro de las raices de las plantas y se nutren de los exudados de las

raices (Pieterse et al., 2012).
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ll. MATERIALES Y METODOS

Fueron seleccionado dos lotes de semilla de frijol comun (Phaseolus vulgaris L),
cosechados en distintos momentos y destinado para la campaifia de siembra de
2018-2019, de los campesinos de la Cooperativa de Créditos y Servicios
Fortalecida (CCSF), “Victoria de Giron” del municipio Unién de Reyes. Poblado

Juan G. Gomez, el que fue sembrado sobre un suelo pardo pedregoso.

Las semillas fueron trasladadas al area de Fitopatologia del Laboratorio
Provincial de Sanidad Vegetal, Matanzas. Fueron analizados dos lotes de semilla
de frijol (Phaseolus vulgaris L.) de 4 variedades cultivadas por los campesinos
De cada lote se analizaron 100 semillas mediante el método de ensayo biolégico
de crecimiento en camara humeda (blotter test) (ISTA, 1996).

3.1. Incidencia, aislamiento e identificacion de hongos filamentosos
Las semillas fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio (NaOCI 1%) por 1

min, colocadas en placas de Petri de 15 cm de diametro con papel de filtro
Whatman N°1, humedecido con agua destilada estéril e incubadas de 8-10 dias
con alternancia de luz oscuridad (ocho horas de luz fluorescente y 16 horas de
oscuridad), a 22-24°C.

Transcurrido el periodo de incubacion, se realizaron observaciones bajo el
microscopio estereoscopico. Se observaron las caracteristicas culturales de
cada tipo de crecimiento fangico y se cuantificé el numero de semillas infectadas
por cada uno. De todos los diferentes se realizaron aislamientos directos en
medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA), se purificaron y se conservaron a
4°C para su identificacion.

Se usO para la siembra el medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA), usado
por Roco y Pérez (2001) para el enfrentamiento y que, segun Lépez (1999), es
uno de los medios mas idéneos para este tipo de ensayos pues constituye uno
de los sustratos mas usados para el cultivo de hongos fitopatdégenos y resulta
menos costoso.

Posteriormente se realizaron preparaciones microscopicas para observar los
caracteres morfologicos de las estructuras vegetativas y de reproducciéon. La
identificacion se llevé a cabo mediante caracterizacion morfométrica y segun los

criterios taxondmicos descritos por Burgess et al. (2006) y Seifert et al. (2011).
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Para la identificacion de las especies de Fusarium, se obtuvieron cultivos
monoconidiales de los diferentes aislados, los cuales se inocularon en placas
con Agar Papa Dextrosa (PDA) las cuales fueron incubadas a 25°C en la
oscuridad.

Transcurridos 5 dias de incubacion los aislados fueron caracterizados
morfoculturalmente y se identificaron segun los criterios taxonémicos descritos
por Leslie y Summerell (2006).

A los aislados de Rhizoctonia sp. cultivados en placas con PDA se les determiné
el numero de ndcleos presentes en las células de las hifas, para lo cual se sigui6
el procedimiento descrito por (Sneh et al., 1991): el micelio tomado de un cultivo
puro fue fijado con una mezcla 3:1:1 de etanol absoluto, 4cido acético glacial y
acido lactico durante 10 min., seguido de lavados con etanol al 95%, etanol al
70%, HCI 1M durante 5 minutos y HCI 1M a 60CC durante 7 min. Se lavo
alternadamente cinco veces con agua destilada y tampén fosfato pH 6.9 y se
coloco en una solucién de colorante Giemsa y tampén fosfato (1:15) donde se
mantuvo por dos horas.

Posteriormente se montd en glicerina y se observé directamente al microscopio
con 400x de aumento. Estos aislados fueron caracterizados morfoculturalmente
y se identificaron segun los criterios taxonémicos descritos por Sneh et al. (1991).
En el caso de Aspergillus, cultivos monoconidiales de los diferentes aislados
fueron inoculados en placas de Petri con Agar Czapek Extracto de Levadura
(CYA; 1g de K2HPO4, 10 ml de concentrado Czapek, 5g de extracto de levadura,
30g de sacarosa, 15g de agar en 1 litro de agua destilada), CYA con 20% de
sacarosa (CY20S; 1g de K2HPO4, 10 ml de concentrado Czapek, 5g de extracto
de levadura, 200g de sacarosa, 15g de agar en 1 litro de agua destilada) y en
Agar Extracto de Malta (AEM; 20g de extracto de malta, 1g de peptona, 20g de
glucosa, 20g de agar en 1 litro de agua destilada) e incubados por 7 dias en la
oscuridad. Las placas con AEM y las de CY20S fueron incubadas a 25°C,
mientras que las de CYA se incubaron a 25°C y a 37°C, respectivamente.
Posteriormente los aislados se caracterizaron morfoculturalmente y se
identificaron segun los criterios taxondmicos descritos por Klich y Pitt (1988).
Las cepas de Trichoderma procedian de la Planta de Bioplaguicidas de

Matanzas.
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Las investigaciones realizadas lo largo de muchos afios con un numero
considerable de cepas de Trichoderma y de especies de hongos fitopatdgenos
han demostrado que estas son efectivas sélo contra patdgenos especificos. El
conocimiento de esta especificidad condujo a la idea de que el reconocimiento
molecular entre Trichoderma y el hospedante es el evento esencial que precede
al proceso antagonista. Esto es un elemento a tener en cuenta para la aplicacion
practica de este hongo, y para la busqueda de nuevos aislamientos mas

adaptados y eficaces como un proceso continuo.

Tablal.- Indicadores y variables empleadas en la medicién y comparacién de cepas de
Trichoderma spp, sobre fitopatégenos aislados de semillas de frijol.

Indicadores Variables medibles Unidad

Crecimiento de TS-3 sobre Fusarium y Sclerotium.
Crecimiento de A-53 sobre Fusarium y Sclerotium.

Crecimiento de A-34 sobre Fusarium y Sclerotium

cm

Germinacién de semillas de frijol con aplicacién de A-53,
EFECTIVIDAD |15 3y TMTD

BIOLOGICA

%

Proteccion de semillas de frijol con aplicaciéon de A-53,
TS-3y TMTD

%

Compatibilidad de A-53 con TMTD

%

Se realizaron ensayos para detectar posibles efectos antagonicos entre tres
cepas de Trichoderma spp y hongos fitopatdégenos aislados de las semillas de
los dos lotes y cuatro variedades de frijol. Para el enfrentamiento de estos
organismos se procedidé segun la metodologia propuesta por Johnson et al.,

(1960). Se uso para la siembra el medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA).

Los medios de cultivos fueron esterilizados en autoclave vertical a 121 °Cy 1,2
kg cm de presion por 20 minutos, posteriormente se extendié en placas Petri
Anumbra de 9 cm de diametro.

Primeramente, se determino el crecimiento micelial de las tres cepas de hongos
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antagonicas y los cinco aislamientos obtenidos de las semillas de frijol. Para ello
se prepararon placas madres a partir de aislamientos monospoéricos de los
hongos T. harzianum cepas A-34 y A-53, T. viride cepa TS-3 y de los
fitopatégenos: F. solani, S. rolfsii, Aspergillus flavus, Aspergillus niger y
Rhizoctonia solani.

Posteriormente, se sembrd cada microorganismo por separado y también se
depositd en lados opuestos de la placa (cultivo dual) un disco de agar con micelio
de 0,5 cm. de diametro, de cada uno de los microorganismos a enfrentar. Se
incubaron a 28°C y se determind diariamente el crecimiento radial en las tres
repeticiones. Se describieron las caracteristicas morfolégicas de las colonias y

se observaron en el microscopio 6ptico.

Las pruebas de antagonismo mediante la técnica de enfrentamiento en placas
Petri con medio (PDA) papa-dextrosa-agar, colocando el aislamiento del
fitopatdogeno en un disco de PDA de 5,0 mm de diametro a 10 mm del borde de
la placa y, y de manera equidistante, en forma opuesta se coloco un disco de
micelio de cada una de las cepas de Trichoderma. Determinandose

posteriormente el antagonismo en porciento. Mediante la formula.

Antagonismo (%)=  (crecimiento  del  antagonista-crecimiento  del
fitopatdgeno/crecimiento del fitopatégeno*100.

Después de realizada la siembra de los microorganismos en estudio. Para
evaluar el hiperparasitismo se continué con la medicion de cada colonia
deTrichoderma sobre el fitopatdbgeno hasta los 7 dias, midiéndose el radio de
solapamiento del antagonista sobre el hongo fitopatdégeno.

Se evaluod la efectividad de los biopreparados de las tres cepas de Trichoderma
en estudio contra los fitopatdégenos de la semilla utilizando un disefio bifactorial
en condiciones de laboratorio con semillas de frijol, empleandose tres variantes
y un testigo con agua destilada y estéril, considerada una cuarta variante.

Cada variante de Trichoderma tuvo dos subtratamientos: inmersion de la semilla
con una suspension de conidios de Trichoderma de 108 conidios/mL (100 gramos
de biopreparado sdlido en un litro de agua) y peletizacion de la semilla en una
pasta de la suspension del biopreparado (al 10%) y como adherente zeolita en

polvo en la proporcion 1:1 en volumen.
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Se utilizaron 4 réplicas para cada variante. Fueron tratadas 50 semillas por

réplica las cuales fueron montadas por el método tradicional de cAmara hiumeda,

incubandose a 25 + 1 °C con alternancia de 8 horas luz y 16 horas oscuridad. Al

concluir este periodo se realizd la evaluacion de la presencia o no de los

patdgenos sobre las semillas.

Tabla 2. Ecuaciones utilizadas en la cuantificacion del antagonismo

Parametro Ecuacion Nomenclatura
L: Crecimiento del micelio(mm)
Estimado del crecimiento del _ D: Diametro de la colonia (mm)
L L=(D-d -, )
micelio > d : Diametro de siembra (mm)
V: Media del crecimiento del micelio
(mm/dia)
Crecimiento micelial medio V=2 (Lh—Ln-1) Ln, Ln-1: Crecwmento del micelio por
n dia (mm)
n : Nimero de dias
I: Por ciento de inhibicion del
crecimiento (%)
Lw: Crecimiento del micelio aislado
. S, l=(Lw—-1)*100 (mm)
Por ciento de inhibicion Lw L : Crecimiento del micelio enfrentado
(mm)

A los resultados de las observaciones se les realizé analisis de varianza simple

mediante el uso del paquete estadistico Stargraphic version 5,0 y se les hizo la

prueba de comparaciones multiples de Duncan con un 95 % de confiabilidad.

3.2. Determinacién de la eficiencia biol6gica de cepas de Trichoderma spp
sobre la germinacion y proteccién de las semillas de frijol coman.

Para determinar

la eficiencia biol6gica de cepas de Trichoderma spp en la

germinaciéon y proteccion de semillas de frijol se realizé el montaje de los

experimentos in Vitro.

Se establecieron cuatro variantes de tratamiento a las semillas:

V-1 Testigo con agua destilada estéril.
V-2 Trichoderma viride cepa (TS-3.)

YV V V V

V-4 TMTD (Estandar quimico).

V-3 Trichoderma harzianum cepas (T-34 y A-53).
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Se evaluaron durante 7 dias para determinar la germinacién y la presencia de

organismos patdgenos de las semillas.

A los resultados de las observaciones se les realizé analisis de varianza simple

mediante el uso del paquete estadistico Stargraphic version 5,0 y se les hizo la

prueba de comparaciones multiples de Duncan con un 95 % de confiabilidad.

3. 3. Compatibilidad de Trichoderma spp en aplicacion con TMTD.

Para evaluar la compatibilidad de Trichoderma harzianum con TMTD se establecieron

cuatro variantes:

>
>
>
>

Ambos mezclados al momento de la siembra.

Trichoderma harzianum (cepa A-53) tres dias después de TMTD
Trichoderma harzianum (cepa A-53) siete dias después de TMTD
Trichoderma harzianum (cepa A-53) 15 dias después de TMTD

Para evaluar la compatibilidad del biopreparado de la cepa A-53 de

Trichoderma harzianum en estudio utilizandose de forma combinada con

TMTD, igualmente fueron montadas cuatro variantes, ambos productos

mezclados en el momento de la siembra, aqui la semilla de frijol fue

peletizada con ambos productos.

El segundo tratamiento se prepar6é una suspension de conidios de

Trichoderma de 108 conidios/mL (100 gramos de biopreparado sélido en un

litro de agua), tal y como se hizo en el experimento anterior al tratar la semilla

y se asperjo a la siembra 72 horas después de haber sido tratada con el

TMTD. De igual forma se procedio en las variantes tres y cuatro asperjado

el biopreparado a los siete dias y los 15 dias
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Comportamiento del crecimiento hifal las cepas de Trichoderma spp
TS-3, A-53 y A-34 en medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA). Y los
fitopatdégenos aislados de las semillas.

Como se observa en la tabla 3, a las 48 horas se revelaba un crecimiento similar
en las tres cepas de los antagonistas y la Cepa TS-3 de T. viride mostraba un
crecimiento ligeramente superior con 2,8 cm. En las observaciones realizadas a
las 72 horas, era la cepa A-53 de T. harzianum la que crecia con mayor rapidez,
24 horas después (96 horas) esta misma cepay la A-34 ambas de T. harzianum
alcanzaron en borde de la placa y los 9,0 cm de crecimiento hifal radial, logrando
colonizar la mayor parte del sustrato en el menor tiempo, a los cinco dias las tres
cepas habian colonizado toda la placa, lo que demuestra el rapido crecimiento
hifal de estas tres cepas de Trichoderma en medio de cultivo papa-dextrosa-agar
(PDA).

Son muchos los investigadores que utilizan este medio de cultivo en pruebas in
Vitro, para el crecimiento de diferentes especies de hongos, ya sean
fitopatbgenas o también especies antagonistas. Asi, por ejemplo, (Martinez et
al., 2008) en investigaciones desarrolladas en el Centro Nacional de Salud
Animal y Vegetal (CENSA) evaluaron 59 aislamientos de Trichoderma,
reproducidos sobre papa-dextrosa-agar (PDA), demostraron su competencia por
el sustrato, al ser evaluadas las diferentes cepas como antagonistas de R. solani.
Encontraron en casi todos los aislamientos al menos un tipo de interaccion hifal
bien definida, y algunos de ellos presentaron hasta cuatro tipos de interaccion
sobre R. solani.

Tabla 3. Resultados de la Prueba in Vitro: Crecimiento radial de las tres cepas de
Trichoderma spp utilizadas en los enfrentamientos microorganismos.

U/M = Crecimiento de las colonias en cm

Organismo TS-3 A-53 A-34
Tiempo
2 dias 2.8 2.7 2.5
3 dias 5.0 5.8 5.6
4 dias 8.2 9.0 9.0
5 dias 9.0 9.0 9.0
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6 dias 9.0 9.0 9.0
Elaboracion propia

Son muchos los investigadores que utilizan este medio de cultivo en pruebas in
Vitro, para el crecimiento de diferentes especies de hongos, ya sean
fitopatbgenas o también especies antagonistas. Asi, por ejemplo, (Martinez et
al., 2008) en investigaciones desarrolladas en el Centro Nacional de Salud
Animal y Vegetal (CENSA) evaluaron 59 aislamientos de Trichoderma,
reproducidos sobre papa-dextrosa-agar (PDA), demostraron su competencia por
el sustrato, al ser evaluadas las diferentes cepas como antagonistas de R. solani.
Encontraron en casi todos los aislamientos al menos un tipo de interaccion hifal
bien definida, y algunos de ellos presentaron hasta cuatro tipos de interaccion

sobre R. solani.

En estudio realizados por (Martinez de la Parte et al., 2014), comparten el mismo
criterio de que este medio de cultivo es ideal para el crecimiento de diferentes
especies de hongos, estos investigadores evaluaron diferentes lotes de semilla
de frijol provenientes de Mayabeque, Artemisa y Pinar del Rio, utilizan dos
medios de cultivo agar-papa-dextrosa (PDA) y Agar hojas de Clavel (CLA),
obtienen los crecimientos fungicos esperados y estudian las caracteristicas
culturales de cada especie y realizan las preparaciones microscopicas para
observar los caracteres morfoldgicos de las estructuras vegetativas y de
reproduccion, obtienen aislados monoconidiales de Fusarium y los caracterizan

morfoculturalmente utilizando como medio de cultivo (PDA).

Al analizar el comportamiento del crecimiento radial hifal de los diferentes
aislamientos de las semillas de frijol A. flavus mostr6é el mas rapido crecimiento
a las 48 horas de realizada la siembra con 1,8 cm, ver tabla 4, el aislamiento de
F. solani fue el que presentdé el menor crecimiento para este intervalo de

muestreo.

Tabla4.- Resultados de laPruebain Vitro: Crecimiento radial de los aislamientos realizados

de las semillas de frijol.

U/M = Crecimiento de las colonias en cm
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Organismo S. roflsii F.solani | A.flavus | A. niger Rh'.
solani
Tiempo
2 dias 1,4 0,6 1,8 1,6 0,9
3 dias 2,7 1,8 3,1 2,9 1,6
4 dias 4,0 3,4 52 4,1 3,4
5 dias 6,0 5,0 7,2 57 52
6 dias 7,5 6,9 8,5 6,4 7,0

Elaboracion propia

A las 72 horas igualmente A. flavus superaba a los restantes cuatro aislamientos
y alcanzaba los 3,1 cm de crecimiento radial hifal, este microorganismo
generalmente presenta un rapido desarrollo sobre diferentes sustratos naturales
sobre los cuales crece y se multiplica. EI menor incremento a las 72 horas lo

mostraba Rh. solani con 1,6 cm como se observa en la tabla 4.

Cuando se realizaron las observaciones a las 96 horas (cuatro dias) A. flavus
superaba, por mas de un centimetro de crecimiento radial hifal al resto de los
aislamientos, para este intervalo de tiempo F. solani y Rh. solani presentaban el
menor crecimiento radial hifal con 3,4 cm en ambos aislamientos. Si se comparan
los aislamientos de los fitopatdgenos con las tres cepas de Trichoderma ver tabla
3 para este intervalo de tiempo, estas ocupaban toda la superficie de las placas
Petri los 9,0 cm de diametro, se manifesté un crecimiento mucho mas rapido

para el antagonista que los fitopatégenos.

En lo que respecta a las cepas de Trichoderma spp se corroboro lo plateado por
(Martinez, 2015). Observandose un crecimiento rapido de las hifas del hongo,
las que se ramifican y pueden medir de 3 a 12 um de didmetro. La esporulacién
asexual ocurrié en conidios unicelulares de color verde las que tenian 3 a 6 um

de didmetro.

Alas 120 horas (cinco dias) igualmente A. Flavus mostraba el mayor crecimiento
radial hifal con 7,2 cm, superando en mas de dos cm lo alcanzado por F. solani,
cuyo aislamiento media exactamente 5,0 cm muy similar a lo alcanzado por Rh.
solani con 5,2 cm, el aislamiento de S. rolfsii tenia 6,0 cm el mas proximo en
cuanto a crecimiento radial hifal y asi se comportd durante todas las

observaciones.
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En la tltima fecha de las observaciones 144 horas (seis dias) A. flavus alcanzaba
los 8,5 cm de crecimiento radial hifal, muy préximo al borde de la placa Petri, el
menor crecimiento en este momento fue para A. niger con 6,4 cm, dos menos
que la especie flavus. También le siguié en crecimiento para el ultimo dia de
muestreo S. rolfsii que midié 7,5 cm. Estos resultados corroboran los planteado
por Ghangaokar y Kshirsagar (2013) quienes afirmaron que, de las especies
asociadas a semillas de frijol, A. niger, A. fumigatus y A. flavus fueron de las mas

comunmente detectadas y de rapida multiplicacion en ellas.

Ademas de las especies que se estudian en este trabajo, otros autores han
reportado numerosos organismos fitopatégenos de la semilla, muchos de los
cueles después estan presentes en las plantaciones y otros solo aparecen en los
almacenes, asi se reportan como los principales hongos que afectan las semillas
se encuentran Alternaria solani (Ell.et Mart.), Alternaria alternata Nees, Alternaria
spp., Fusarium oxysporum Schlecht, Fusarium solani (Mart), Fusarium spp.,
Phoma sp., Rhizoctonia solani Kiihn, Phytophthora spp., Pythium spp. y especies
de los géneros Aspergillus, Penicillium y Rhizopus. Estos patdgenos pueden
localizarse en la parte exterior e interior de la semilla, produciendo diferentes
sintomas como enanismo, exudaciones y bajo poder germinativo. En ocasiones,

la semilla puede estar infectada y no presentar sintomas.

4.2 Eficiencia biol6gica de cepas de Trichoderma spp como antagonista
frente a fitopatdgenos aislados de las semillas de frijol S. rolfsiiy F.
solani.

En la Tabla 5 se muestran los resultados alcanzados de las pruebas de

antagonismo in Vitro de las cepas TS-3 de T. viride y A-53 y A-34 de T. harzianum
contra los dos aislamientos de los fitopatégenos obtenidos de las semillas de
frijol. A las 48 horas, el mayor crecimiento lineal del micelio era de la cepa TS-3
con 2,6 cm frente a solo 1,1 mm del aislamiento de F. solani, a las 48 horas
cuando fue realizada la primera observacion el mayor rango de inhibicion fue
para la cepa A-34 sobre S. rolfsii que solo mostraba 0,6 cm apenas habia podido

iniciar su crecimiento.

Tabla 5. Prueba de antagonismo in Vitro de cepas de Trichoderma spp contra hongos
fitopatégenos.

U/M = Crecimiento de las colonias en cm
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Cepa | TS- S TS- = A- S A- E A- S A- E
Tiempo 3 3 53 53 34 34
2 dias 13109 |26 |11 (19|08 |17 |15 |09 06| 18 | 1,4
3 dias 28 |11 32|12 |42 |14 | 36 |15 |23 |11 22 | 1,2
4 dias 40 (18 | 46 | 1,7 |61 |20 |58 | 20|34 |18| 55| 28
5 dias 58 | 25 |60 | 22 |76"| 21|74 |22]|51|25| 57| 28
6 dias 6,5*| 25 | 6,7 | 2,2 |8,9*| 23 |9,0~| 2,2 | 65* |25 6,2 | 2,8

* Hiperparasitismo de Trichoderma solo en el borde de la colonia del
patégeno ** Hiperparasitismo de Trichoderma en la totalidad de
la colonia del patégeno

Como puede observarse en esta tabla 5, las tres cepas de Trichoderma
manifestaban crecimientos superiores a los dos fitopatdgenos tomados para este
primer enfrentamiento, desde estos momentos, 48 horas, ya se observaba el
efecto inhibidor en el desarrollo de los aislamientos de los fitopatogenos. El
mayor efecto los ejercia la cepa A-34 sobre S. rolfsii. Este resultado puede
confirmar los planteado por (Carreras, 2011) de que las especies de Trichoderma
tienen la habilidad de producir enzimas que atacan o inhiben a hongos

fitopatdogenos por lo que lo convierten en un excelente agente de biocontrol.

En las observaciones realizadas a las 72 horas (tres dias), el mayor crecimiento
radial hifal lo mostraba a cepa A-53 de T. harzianum y alcanzaba los 4,2 cm
sobre S. rolfsii que revelaba 1,4 cm. Las tres cepas de Trichoderma igualmente
en esta etapa del enfrentamiento mostraban el efecto inhibidor en el desarrollo
de los dos aislamientos de las semillas de frijol, con el menor desarrollo para la
cepa A-34 de T. harzianum con 2,2 cm en su enfrentamiento con F. solani que
alcanza un crecimiento de 1,2 cm. Los menores crecimiento para este periodo
de los enfrentamientos aparecian en la cepa TS-3 frente a S. roflsii con solo 1,1
cmy la cepa A-34 frente a este mismo fitopatdégeno con idéntico valor de 1,1 cm.
Este resultado corrobora lo planteado por muchos autores de que distintas cepas
de Trichoderma producen metabolitos secundarios volatiles y no volatiles,
algunos de los cuales inhiben el desarrollo de otros microorganismos con los que
no hacen contacto fisico. (Dennis y Webster 2010) relacionaron la actividad
antibiotica de Trichoderma spp. con compuestos no volatiles, entre los que se

encontraban uno identificado como Trichoderma y otros metabolitos peptidicos.
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En investigaciones posteriores determinaron que Trichoderma spp. produce dos
antibioticos mas: gliotoxina y viridina. Mas tarde (Martinez et al., 2010)
informaron que T. harzianum Rifai produce numerosos antibiéticos como son:
trichodermina, suzukacilina, alameticina, dermadina, trichotecenos vy

trichorzianina.

En otros resultados, coincidente con los obtenidos en este trabajo (Martinez,
2011) detectd que la actividad antibidtica de algunos aislamientos se debia
también a la produccion de compuestos volétiles, y noté que los aislamientos
mas activos poseian un fuerte olor a coco, posiblemente relacionado con la
actividad antagonista. Los antibi6ticos volatiles tienen un efecto esencialmente
fungistatico, debilitando al patdgeno y lo hacen méas sensible a los antibiéticos

no volatiles, lo que se conoce como un "hiperparasitismo" de origen enzimatico.

A los cuatro dias (96 horas) la cepa A-53 de T. harzianum alcanzaba los 6,1 cm
de crecimiento radial micelial, frente al aislamiento de S. rolfsii que solo
conseguia 2,0 cm, Fig. 1, similar comportamiento presentaba esta cepa con 5,8
cm frente F. solani con igual crecimiento radial hifal de 2,0 cm. La cepa A-34 de
T. harzianum era la que mostraba el menor crecimiento para el cuarto dia de las
observaciones con 3,4 cm. La Cepa TS-3 de T. viride exponia menor crecimiento
que la cepa A-34 pero con buen comportamiento de inhibiciébn sobre los dos

fitopatdgenos.

En las observaciones realizadas a los cinco dias (120 horas) la cepa A-53 de T.
harzianum alcanzaba los 7,6 cm y hacia contacto con las hifas del aislamiento
de S. rolfsii y se producia el hiperparasitismo en el borde de la colonia de este
fitopatdgeno y ejercia el mayor efecto inhibitorio de las cepas en estudio,
resultado similar expresaba sobre el aislamiento de F. solani, en este
enfrentamiento se midio 7,4 cm y también se producia el hiperparasitismo en el

borde de la colonia del fitopatdégeno.

Las cepas TS-3 y A-34 manifestaban similar crecimiento, algo superior en la cepa
TS-3, ambas inhibian el crecimiento de los dos fitopatdogenos, pero sin llegar en

este momento a producir el hiperparasitismo que lograba la cepa A-53.
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A los seis dias (144 horas) las tres cepas comerciales que fueron seleccionadas
para los enfrentamientos duales manifestaban efecto antagonista sobre los dos
aislamientos de S. rolfsii y F. solani de semillas de frijol, en ese momento la cepa
A-53 penetraba el micelio de ambos y se enrollaba en las hifas del mismo,
produciendo el hiperparasitismo en la totalidad de la colonia de los dos
fitopatdgenos, alcanzaba 8,9 cm frente a S. rolfsii y 9,0 cm frente a F. solani,
ambos asilamientos solo alcanzaron los 2,3 y 2,2 cm de crecimiento radial

micelial.

Las cepas TS-3 y A-34 a los seis dias penetraban en los bordes de las colonias
de los aislamientos de S. rolfsii y F. solani, demostraban también su efecto
antagonista sobre estos dos fitopatégenos de las semillas del frijol, alcanzaron

ambas los 6,5 cm frente S. rolfsiiy 6,7 y 6,2 cm frente a F. solani.

En los resultados obtenidos se corroboro lo planteado por (Carsolio Carolina., et
al, 2009), Los que plantearon que Trichoderma durante el proceso de
micoparasitismo las hifas del hongo crecen quimiotrOpicamente hacia el
hospedante, se adhieren a las hifas del mismo, se enrollan en ellas
frecuentemente y las penetran en ocasiones. La degradacion de las paredes
celulares del hospedante se observa en los estados tardios del proceso

parasitico que conlleva al debilitamiento casi total del fitopatdégeno.

Los resultados experimentales obtenidos son similares a los reportados
(Gonzalez, 2004), el que evaluando el efecto antagénico de varias cepas de
Trichoderma spp. in vitro utiliz6 aislamientos de Sclerotium rolfsii Sacc.,
Rhizoctonia solani Kiihn y Macrophomina phaseoli Tassi, aislados de semillas y
plantas enfermas del cultivo del frijol, asi como la evaluacién de las cepas mas
promisorias para el control de hongos de la semilla y del suelo en condiciones
de campo. En sus investigaciones todas las cepas de Trichoderma spp.
estudiadas presentaron antagonismo por competencia sobre Rh. solani, S. rolfsii

y M. phaseoli.

En sus resultados el mayor efecto antagénico sobre S. rolfsii lo obtuvo con la cepa C-
66, mientras que sobre R. solani lo observé con T. harzianum (cepa A-34), Trichoderma
spp. y Trichoderma spp. (cepa A-61). Trichoderma spp (cepa-66) encontré el mayor

hiperparasitismo sobre S. rolfsii, mientras que contra R. solani el mayor hiperparasitismo
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lo observo con las cepas C-66 y T. viride. T. harzianum (cepa A-34) y C-66 manifestaron
mayor nivel de antagonismo e hiperparasitismo sobre el hongo patégeno M. phaseoli.
En los resultados que se presentan en esta investigacion, el mayor efecto antagonista
sobre S, rolfsii fue obtenido con la cepa A-53 de T. harzianum la que no fue probada por
este investigador.

Los resultados alcanzados contra estos dos fitopatogenos del frijol difieren de
investigaciones similares desarrolladas por (Guedes et al.,, 2012), cuando
estudiaron el parasitismo, como posible mecanismo antagonista contra
diferentes patdgenos en tomate obtuvieron que el aislamiento T-121 tuvo un
crecimiento levemente mayor que los otros aislamientos de este hongo; sin
embargo, no obtuvieron diferencias significativas (p<0,005) entre los 6
aislamiento de T. harzianum estudiados. En estos resultados el contacto con el
hongo se produjo a los tres dias después del enfrentamiento. En la presente
investigacion el contacto se produjo a los cinco dias, después de colocado el
enfrentamiento. Los mismos plantean que el hecho de que los aislamientos de
T. harzianum tuvieran contacto rapidamente con los hongos patégenos en un

lapso de 3 dias, indica que existe agresividad.

Diferentes autores plantean que el micoparasitismo como mecanismo de acciéon
antagonica en Trichoderma spp. Ha sido ampliamente estudiado, (Pérez, 2012).
No obstante, existen aspectos en el mismo que no estan totalmente esclarecidos.
Este es un proceso complejo que para su estudio se ha separado en cuatro
etapas. El desarrollo de cada etapa depende de los hongos involucrados, de la

accion biotrdéfica o necrotréfica del antagonista y de las condiciones ambientales.

47



Figura 1. Hiperparasitismo de Trichoderma harzianum cepa A-53 sobre S. rolfsii.

4.2.1 Eficiencia bioldgica de cepas de Trichoderma spp como
antagonista frente a fitopatégenos aislados de las semillas de frijol A.
flavus, A. niger y Rh. solani.

Al igual que los dos anteriores fitopatdgenos que estan presentes en las semillas

de frijol, pero que constituyen importantes plagas fungosas durante su
crecimiento vegetativo, se aislaron otras tres especies de hongos que aparecen
fundamentalmente en la semilla, bien cuando son conservadas para la siembra
o cuando se colocan en el suelo, en el momento de su germinacién. Asi fueron
aislados A. flavus, A. niger y Rh. solani, los que también fueron enfrentados en
las mismas condiciones de crecimientos duales a las tres cepas de Trichoderma
seleccionadas para estas investigaciones. En la tabla 6 se muestran los
resultados obtenidos frente a la cepa TS-3 de T. viride. Puedo observarse como
esta cepa presentd un crecimiento hifal similar, frente a los tres asilamientos, a
los dos dias (48 horas) cuando se iniciaron las observaciones, para esta fecha,
el mayor crecimiento hifal radial lo mostro el aislamiento de A. flavus con 1,9 cm,
superior al antagonista que fue de 0,5 cm, el mejor comportamiento de la cepa
TS-3, se observo en el enfrentamiento contra Rh. solani que crecié hasta los 0,9
cm y se observaba la inhibicion de este patdgeno, que solo crecié 0,2 cm en este
intervalo de tiempo.

Tabla 6.- Prueba de antagonismo in Vitro de la cepa TS-3 de T. viride contra tres
hongos fitopatdgenos aislados de semillas de frijol.
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U/M = Crecimiento de las colonias en cm

Cepa TS-3 A. flavus | TS-3 A. niger | TS-3 Rh'.
solani
Tiemp
2 dias 0,5 1,9 0,8 0,6 0,9 0,2
3 dias 1,5 2,2 2,5 1,2 2,8 0,5
4 dias 2,7 3,9 4.1 2,1 4.9 1,5
5 dias 3,9 4.1 55 2,7 6,8 2,3
6 dias 41 43 6,5+ 2.9 7,3" 2,5

* Hiperparasitismo deTrichoderma solo en el borde de la colonia del fitopatégeno.
Elaboracion propia
En las observaciones realizadas a las 72 horas (tres dias), tabla 6, el
enfrentamiento de la cepa TS-3 contra Rh. solani exhibia el crecimiento més
rapido con 2,8 cm y podia notarse la accion inhibidora de esta cepa contra Rh.
solani no asi contra A. flavus y A. niger. Aislamientos que presentaban
crecimientos similares al antagonista. Este resultado que se obtuvo a los tres
dias coincide con lo planteado por (Leo6n et al., 2014) los que esbozaron, que los
resultados que se han obtenido hasta el momento, se ha llegado a la conclusién
que la produccién del factor inhibidor en Trichoderma depende mas del
aislamiento que de la propia especie. Aspecto este, que reafirma una vez mas la
busqueda constante de nuevos aislamientos de este antagonista, plantearon
ademas que el micoparasitismo de Trichoderma sobre Rh. solani es el
responsable de la disminucion de la densidad de in6culo de este patdgeno y que
se corresponde con un incremento en la densidad de poblacion de Trichoderma

Spp.

También coinciden con los resultados obtenidos por (Rivero Deyanira., et al.
2008), cuando evaluaron cuatro aislamientos de Trichoderma sobre Alternaria
padwickii (Ganguly) Ellis, Bipolaris oryzae (Breda de Haan) Shoemaker,
Curvularia lunata (Wakker) Boedijn y Phoma spp. y obtuvieron una alta
capacidad competitiva, con dos o mas tipos de interaccion hifal, y no logran buen

resultado en Phoma spp.
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A los cuatro dias (96 horas), el comportamiento de los enfrentamientos duales
era similar a los observado, un dia antes, con rapido crecimiento de la cepa TS-
3 frente a Rh. solani que alcanzaba los 4,9 cm de crecimiento radial micelial,
similar al enfrentamiento contra A. niger, pero con un crecimiento mas lento y
llegaba hasta los 4,1 cm. En esta fecha no se observaba accion inhibidora de
esta cepa contra A. flavus, este fitopatdgeno aislado de la semilla superaba en

su crecimiento radial hifal a la cepa TS-3 de T. viride 3,9 contra 2,7 cm.

En los muestreos realizados a los cinco dias (120 horas), la cepa TS-3 de T.
viride, alcanzaba los bordes de la colonia de Rh. solani y se producia el
hiperparasitismo en el borde de la colonia de este aislamiento, penetraba en la
colonia y se observé como producia la lisis del micelio por un cambio en el color
del mismo. Un crecimiento mas lento presentd esta cepa contra A. flavus y A.
niger ante el primero no se observaba inhibicion de fitopatbégeno y cuanto al
segundo se acercaba al borde de la colonia, con mayor crecimiento radial hifal y

si lograba inhibir en crecimiento del fitopatégeno.

A los seis dias (144 horas) ultimo dia de las observaciones, se observé como la
cepa TS-3 penetraba en la colonia del micelio de Rh. solani produciendo el
hiperparasitismo en toda la colonia, esta cepa alcanzaba los 7,3 cm de
crecimiento radial micelial (tabla 6), penetrando en el interior de la colonia de Rh.
solani y se producia el enrollado de las hifas de este hongo. A los seis dias esta
cepa TS-3 de T. viride también alcazaba los bordes de la colonia del aislamiento

de A. niger y mostraba 6,5 cm de crecimiento radial hifal.

No se observo inhibicion contra el aislamiento de A. flavus. Este resultado
obtenido contra Rh. solani coincide con los reportados por (Durman., et al. 2003)
quienes encontraron una disminucion del crecimiento de Rh. solani y de la
viabilidad de los esclerocios por la accion de diferentes aislamientos de
Trichoderma spp. También dan crédito a los planteado por (Reyes, et al., 2009).
Los que plantearon que antagonistas como Trichoderma le confieren proteccion
a semillas, plantulas y hortalizas, en contra del atague de hongos fitopatégenos

como Rhizoctonia, Fusarium, Sclerotium, Phythophthora y Pythium.

Otros investigadores han demostrado la accion de Trichoderma sobre Rh. solani

(Howell, 2003). atribuye el fendmeno de control al micoparasitismo y a la
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capacidad de este antagonista para producir toxinas, lo que ha explicado el
control ejercido por diferentes cepas contra este fitopatbgeno en numerosos
cultivos.

En la presente tabla 7, se muestran los resultados obtenidos, en los
enfrentamientos de T. harzianum cepa A-53 sobre A. flavus, A. niger y Rh. solani.
Esta cepa presento efecto inhibicion sobre los tres aislamientos y a los seis dias
se observaba el hiperparasitismo sobre la totalidad de las colonias. A los dos
dias (48 horas) cuando se iniciaron las observaciones, el mayor crecimiento
radial hifal lo mostraba la cepa A-34 en el enfrentamiento contra A. niger con 0,8
cm, similares crecimientos presentaban los dos restantes pruebas, los menores
crecimientos observados a los dos dias correspondian a Rh. solani y A. flavus
con 0,2 cm de crecimiento radial hifal.

A los tres dias (72 horas), se observé un rapido crecimiento de esta cepa A-53
en su enfrentamiento frente a Rh. solani con 2,6 cm, en este momento de las
observaciones se notaba un efecto de inhibicion de esta cepa, contra los
fitopatdgenos. Este resultado difiere en alguna medida del reportado por Guedes
et al., (2012), los que estudiaron el parasitismo, como posible mecanismo
antagonista contra diferentes patégenos en tomate obtuvieron que el aislamiento
T-121 tuvo un crecimiento levemente mayor que los otros aislamientos de este
hongo; sin embargo, no obtuvieron diferencias significativas (p<0,005) entre los
6 aislamiento de T. harzianum estudiados. El hecho de que los aislamientos de
T. harzianum tuvieran contacto rapidamente con los hongos patégenos en un

lapso de 3 dias, indica que existia agresividad.

En estos resultados no se produjo el contacto hasta los cinco dias en el
enfrentamiento de la cepa A-53 contra Rh. solani. Se observé un crecimiento

mas rapido entre los tres y los cinco dias.

Los resultados obtenidos corroboran lo plateado por (Carsolio Carolina., et al,
2009), donde sefalan que las especies de Trichoderma durante el proceso de
micoparasitismo crecen quimiotrépicamente hacia el hospedante, se adhieren a
las hifas del mismo, se enrollan en ellas frecuentemente y las penetran en
ocasiones. La degradacion de las paredes celulares del hospedante se observa
en los estados tardios del proceso parasitico que conlleva al debilitamiento casi

total del fitopatogeno.
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Tabla 7.- Pruebade antagonismo in Vitro de lacepa A-53 de T. harzianum contratres

hongos fitopatdgenos aislados de semillas de frijol.

U/M = Crecimiento de las colonias en cm

Cepa/ A-53 A. flavus | A-53 A. niger | A-53 Rh.

Tiempo solani

Dos dias 0,5 0,2 0,8 0,5 0,6 0,2
Tres dias 2,4 0,9 2,4 1,6 2,6 1,6
Cuatro dias 4,3 2,2 4,4 1,9 51 2,0
Cinco dias 5,6 3,1 5,7 2,3 6,2" 2,9
Seis dias 6,4" 3,1 6,3 2,4 6,6 3,2

** Hiperparasitismo en la totalidad de la colonia del fitopatégeno.

Elaboracion propia

En las observaciones realizadas a los cuatro dias (96 horas), tabla 7, como ya
se mencion6 anteriormente la cepa A-53 de T. harzianum mostré un rapido
crecimiento radial micelial en el enfrentamiento contra Rh. solani y alcanzé los
5,1cm y se observaba practicamente en el borde de la colonia del fitopatégeno,
revelandose un fuerte efecto de inhibicion sobre Rh. solani. En los otros dos
enfrentamientos se obtenian resultados similares del crecimiento radial micelial

de esta cepa con 4,3 y 4,4 cm también se mostraba su efecto de inhibicion.

A los cinco dias (120 horas) se observo el hiperparasitismo de la cepa A-53 en
el borde de la colonia en su enfrentamiento contra Rh. solani y llegdé hasta los
6,2 cm penetrando en el interior de la colonia de este fitopatégeno del frijol. Se
percibié como el antagonista producia un engrosamiento de sus hifas, emitia sus
haustorios y lisis, observandose una descomposicion del micelio del
fitopatdgenos. Para este mismo intervalo de tiempo, se hall6 un rapido
crecimiento de la cepa en los dos restantes enfrentamientos, pero no se

alcanzaba el borde de la colonia, los crecimientos fueron similares 5,6 y 5,7 cm.

Este resultado confirma lo planteado por (Orietta et al., 2015) los que sefialaron
que el parasitismo puede ocurrir mediante la penetracion, engrosamiento de las

hifas, produccion de haustorios y desorganizacion del contenido celular.
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En las observaciones realizada a los seis dias se observo el hiperparasitismo en
los tres enfrentamientos, contra Rh. solani la cepa A-53 de T. harzianum
penetraba en el interior de la colonia y llegaba hasta los 6,6 cm, parasitando toda
la colonia del fitopatégeno, acentuandose los sintomas descritos anteriormente,
engrosamiento de las hifas del antagonista, el desarrollo de los haustorios y la
lisis del micelio, marcado por un cambio de color de este, que se observaba por

el anverso de la placa Petri.

En el enfrentamiento de esta cepa A-53, contra A. flavus, a los seis dias también
se observo que las hifas del hongo penetraban en el interior de la colonia de este
fitopatégeno de la semilla y se producia el hiperparasitismo en toda la colonia,
observandose sintomas similares a los descritos anteriormente, para Rh. solani.
Aqui se obtienen resultados similares a lo planteado por (Infante et al., 2012). Al
decir que la accion de hiperparasitismo, es la accidon del microorganismo que
parasita a otro organismo de su misma naturaleza; es decir, lo utiliza como
alimento y lo destruye. Compite por espacio y nutrimentos con los hongos

patdgenos.

Tabla 8.- Pruebade antagonismo in Vitro de lacepa A-34 de T. harzianum contratres

hongos fitopatégenos aislados de semillas de frijol.

U/M = Crecimiento de las colonias en cm

Cepa A. Rh

A-34  flavus A-34 | A.niger A-34 .

Tiempo solani
2 dias 0,6 0,5 0,3 0,2 0,9 0,4

3 dias 2,2 1,5 2,6 1,4 3,7 1,3

4 dias 3,8 2,3 3,9 2,2 52 2,1

5 dias 5,6 2,5 57 2,3 6,3" 2,8

6 dias 6,1" 3,0 59 3,0 6,7 3,0

*Hiperparasitismo solo en el borde de la colonia. Elaboracion propia

En la tabla 8 se presentan los resultados del enfrentamiento de la Cepa A-34
contra los fitopatogenos aislados de las semillas de frijol A. flavus, A. niger y Rh.
solani. Como puede observarse esta cepa fue la que presento la menor velocidad

de crecimiento medio radial del micelio y fue a los cinco dias cuando se produjo
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el contacto del micelio del antagonista con el borde del patégeno Rh. solani, y se
produjo el hiperparasitismo en el borde de las colonias, aunque se observo en
alguna medida el caracter inhibidor de Trichoderma, no fue tan manifiesto como
el observado con las cepas TS-3 y A-53. A los dos dias (48 horas), se observaron
crecimientos similares en los tres enfrentamientos y alcanzaba el mayor
crecimiento radial micelial la cepa A-34 en el enfrentamiento con Rh. solani con
0,9 cm, similares crecimientos se mostraban en los dos restantes

enfrentamientos con 0,6 y 0,5 cm.

A los tres dias (72 horas) la cepa A-34 de T. harzianum revel6 un rapido
crecimiento y desarrollo de su micelio y alcanzaba los 3,7 cm, frente a 1,3 cm del
fitopatdgeno Rh. solani, observandose la inhibicion de este en su crecimiento.
Son varios los investigadores que plantean que Trichoderma spp presenta un
rapido crecimiento del micelio entre las 48 y 96 horas después de la siembra,
compitiendo por los nutrientes y el espacio y en los enfrentamientos duales
generalmente inhibe el crecimiento de los patdégenos a los que se enfrenta. Asi
lo reportan (Lépez-Bucio et al., 2015) los que plantean que Trichoderma produce
un efecto de parasitismo al asociarse con las colonias de hongos patégenos para
después inhibir su desarrollo en los sustratos, en el suelo o dentro de las raices.
En las condiciones naturales de suelo y planta, favorece la produccion de

fitoalexinas que activan los mecanismos de defensa de las plantas.

En las evaluaciones realizadas en los dos restantes enfrentamientos de esta
prueba en el mismo intervalo de tiempo, el crecimiento de la Cepa A-34 fue algo
mas lento y alcanzaba los 2,2 y 2,6 cm, también el crecimiento de los dos
fitopatdgenos era similar con 1,5y 1,4 cm, la accion de inhibicion frente a estos

dos aislamientos de la semilla de frijol era menor.

En las mediciones ejecutadas a los cuatro dias (96 horas), igualmente en el
enfrentamiento contra Rh. solani la cepa A-34 mostrd el mas rapido crecimiento
radial hifal y media 5,2 cm y se aproximaba al borde de la colonia, se observaba
un efecto de inhibicion del fitopatdgeno y posteriormente se produjo un efecto de
parasitismo. Esta cepa ha sido utilizada en diferentes investigaciones para
comprobar su efecto antagonista ante diferentes fitopatdogenos aislados de

semillas de distintas especies de plantas, por ejemplo, (Gonzélez. M. et al., 2008)
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utilizando dos cepas Trichoderma para determinar su accién antagonica sobre
fitopatdgenos, en semillas de frijol, arroz, lechuga y girasol, encontro diferencias
en el didmetro de las colonias en el cultivo dual con respecto al testigo. La mayor
accion antagonica la observo sobre Sarocladium oryzae (45,45 % de inhibicién
del crecimiento con respecto al testigo para la cepa C-66 y 28,5 para A-34), en
sus resultados obtuvo diferencias estadisticas entre ambas cepas. Para el caso
de Rh. solani aislada de frijol la cepa A-34 tuvo un efecto mayor que la cepa C-

66 pero soélo con un 21 % de reduccion de la colonia con respecto al testigo.

Los enfrentamientos duales de La cepa A-34 contra A. flavus y A. niger tenian
similar comportamiento a las mediciones realizadas anteriormente, los valores
fueron de 3,8 y 3,9 cm de crecimiento radial hifal y se observaba una menor

inhibicion de estos dos fitopatdgenos.

A los cinco dias (120 horas), el enfrentamiento de la cepa A-34 de T. harzianum
contra Rh. solani, se observaba la interaccion del antagonista contra el
fitopatdégeno, las hifas penetraban en el borde de la colonia, y se producia el
hiperparasitismo en esta zona, a los seis dias colonizaba toda la colonia y se
inicié la descomposicion del micelio del patdégeno, se observo un cambio de color
en el borde de la colonia, por la lisis del micelio. En los dos enfrentamientos
contra Aspergillus también se observaba el efecto inhibidor, aunque fuera en
menor grado. La cepa A-34 creci6 hasta los 5,6 y 5,7 cm respectivamente contra
A. flavus y A. niger.

En las observaciones realizadas a los seis dias (144 horas), como ya
comentamos anteriormente en el enfrentamiento de la Cepa A-34 contra Rh.
solani, el antagonista penetraba en el interior de la cepa de este fitopatdogeno y
mostraba el mayor crecimiento micelial con 6,7 cm penetrando en el interior de
la colonia y se producia el hiperparasitismo en toda la colonia, para este intervalo
de las mediciones también el enfrentamiento de esta cepa contra A. flavus hacia
contacto en el borde de la colonia y producia el hiperparasitismo en esta zona
del crecimiento y media 6,1 cm. Muchos autores han atribuido el fenémeno de
control de Trichoderma al micoparasitismo y a la capacidad de este antagonista
para producir toxinas, lo que ha explicado el control ejercido por diferentes cepas

contra Rh. solani. Recientemente se ha atribuido el fenédmeno de control de
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diversos fitopatdgenos a la produccion de enzimas liticas de Trichoderma spp.
del tipo quitinasas y glucanasas. Estas enzimas han demostrado capacidad para
romper los polisacaridos quitina y - glucanos, que son constituyentes de la pared

de los patdgenos y que le confieren la rigidez a su pared celular (Howell, 2003).

4.3. Determinacion de la eficiencia bioldgica de cepas de Trichoderma spp
sobre la germinacion y proteccién de las semillas de frijol coman.
Al comparar y analizar estadisticamente los valores de germinacion de semillas

segun los tratamientos ensayados (Tablas 9), no se hall6 diferencias
significativas entre los tratamientos Testigo (agua destilada estéril), Trichoderma
cepa A-53 y TMTD, aunque se registra una ligera reduccion en el porciento de
germinacion, destacandose negativamente el tratamiento TS-3 de T. viride, que
si presento diferencias significativas con relacion al resto de los tratamientos, en
los ensayos realizados con semillas de frijol, procedentes de dos lotes

conservados para la siembra de campafa 2018-2019.

Tabla 9. Evaluacion de los tratamientos en la germinacion de semillas de frijol comun
(Ph. vulgaris). U/M = (%).

3/4 |5 |6 |Total
0]20 |62 |12 | 942
0[/10|50| 12|72
0[30(64|2 |96
032|612 |952

Dias/Variables

Testigo. Agua destilada y estéril

Tratamiento Cepa TS-3. T. viride

Tratamiento Cepa A-53. T. harzianum

o| O] O] O B~
ol O] Ol O N

Tratamiento Quimico. TMTD.

a, b letras no comunes difieren significativamente para P < 0,01 (Duncan 95 %)

4. 4. Compatibilidad de Trichoderma spp en aplicacién con TMTD
En los cuatro tratamientos realizados se observé compatibilidad del producto

quimico TMTD y la Cepa A-53 de T. harzianum utilizada para el ensayo. En las
cuatro variantes se observo el crecimiento de Trichoderma en las semillas. La
germinacién se comporté de la misma manera del ensayo de TMTD para
comprobar germinacion y se logré un mejor control de los microorganismos

patdgenos de las semillas.
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VALORACION ECONOMICA

Tabla 10. Costos por tratamientos.

_ Consumo kg Precio ($/kg) Costo
Tratamiento / kg de $/aplicacion
semilla MN USD P
TMTD 0.070 - 0.098 2.12 2.12 0.148- 0.207
Trichoderma 0.003 8.95 - 0.027

La Empresa Provincial de Semillas, radicada en Jovellanos, procesa anualmente
alrededor de 113 750 Kg de semillas. El tratamiento con TMTD se realiza
aplicando dosis que varian entre 0.07 y 0.098 kg del producto comercial por
kilogramo de semilla, segun se trata de hortalizas o granos, lo que implica un
costo unitario entre 0.15 y 0.21 peso/kg de semilla tratada con este insumo
importado, mientras que con la variante biolégica a base de Trichoderma, el
costo se reduce a 0.03 peso/kg. de semilla permitiendo un 84% de reduccion de
los costos actuales de la referida Empresa por este concepto, considerando solo

el costo subsidiado del fungicida en moneda nacional.

Para ilustrar con cifras, se trata de que el tratamiento con TMTD a los 113 750
kg de semilla le costaria alrededor de $ 20 247. 50 (cup), -(para lo cual el Estado
cubano debe invertir una cifra similar, pero en moneda libremente convertible)-,

mientras que aplicando Trichoderma el costo se reduce a s6lo $ 3 071.25 (cup)

Estas cifras llegan a ser mas significativas si los calculos se realizan tomando en
cuenta el gasto real en que incurre el Estado cubano al adquirir este producto en
el mercado internacional, convirtiéndose el costo real en algo mas de $ 50
687.50.
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V.CONCLUSIONES

» Fueron aisladas cinco cepas monoconidiales de los hongos S. rolfsii, F.
solani, A. flavus, A. niger y Rh. solani, presentes en las semillas de frijol,
especies afectan la germinacion y posterior desarrollo de la planta.

» Las tres cepas de Trichoderma spp mostraron su eficiencia como
antagonistas de los cinco aislamientos de las semillas de frijol con
destaque para la Cepa A-53 de T. harzianum.

» Se observo la inhibicion y el hiperparasitismo de las tres cepas de
Trichoderma destacandose la cepa A-53 de T. harzianum la que, puede
ser incluida en una estrategia de manejo de plagas fungosas de las
semillas de frijol.

» Las pruebas de compatibilidad demostracion que es posible la utilizacion
combinada de TMTD y la Cepa A-53 de T. harzianum en el control de

fitopatdgenos de las semillas de frijol comun.
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VI.RECOMENDACIONES

» Llevar estos resultados a investigaciones en condiciones de campo y
peletizar las semillas con la cepa A-53 de T. harzianum por su actividad
antagonica sobre diferentes fitopatdogenos de las semillas de frijol comuan
y evaluar sus resultados en el agroecosistema de los campesinos.

» De este estudio se resalta la importancia que tiene la busqueda de otras
alternativas para el manejo de las plagas fungosas en el cultivo de frijol
por lo que se recomienda llevar estos resultados a investigaciones en
condiciones de campo y peletizar las semillas con la cepa A-53 de T.
harzianum por su actividad antagénica sobre diferentes fitopatégenos de

este cultivo.
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