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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, conocer la incidencia de plagas sobre las mismas y comprobar la
efectividad de los productos fitosanitarios que aplican, asi como las estrategias
que utilizan para el manejo de las mismas. Por todas estas razones la tesis
presentada por la estudiante Fanny Oliva Cruz posee un gran valor cientifico, por
el aporte dado al tratamiento de los fitopatdgenos, utilizando un producto
bioldgico, 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 obtener un
mayor porciento de germinacion y desarrollo saludable de las plantas. La
estudiante mostré independencia, dedicacion y esfuerzo en la ejecucién de su

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

Profesor: Roberto Ledn Aguilar



RESUMEN

El frijol comdn (Phaseolus vulgaris L.), es la especie de leguminosa 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), el cual
debido a la incidencias de diferentes organismos patdégenos, no es posible
superar la produccion. Los hongos antagonistas resultan importantes para el
control bioldgico de los fitopatdgenos. En este sentido, las especies del género
Trichoderma se destacan entre las mas utilizadas para el biocontrol de
patogenos fangicos del suelo. Estas especies presentan diferentes modos o
mecanismos de accion que le permiten el control de los fitopatégenos. En este
trabajo, se evaluo la actividad “in vitro”, antagénica de Trichoderma harzianum
cepas A-34 y A-53, Trichoderma viride cepa TS-3, sobre los hongos patdégenos
Fusarium solani, Sclerotium rolfsii y Pseudocercospora griseola. El ensayo se
desarroll6 en placas de Petri (x 9 cm) en papa dextrosa agar, sembrando el
patdgeno y Trichoderma en cultivo dual. Obteniéndose como resultado que las
cepas TS-3 y A-34 no mostraron una alta eficiencia como antagonistas de los
aislamientos F. solani y Ps. griseola con 28,0 y 28,1 % de inhibicién
respectivamente, esta misma cepa alcanzé un 53,9 % sobre S. rolfsii y la cepa
A-34 un 49,4 % sobre Ps. griseola resultados que pueden ser alentadores.
Resultaron muy positivos los resultados obtenidos con la cepa A-53 con 67,1 %
de inhibicion del aislamiento de S. rolfsii y 59,2 % para Ps. griseola algo inferior
fue el resultado para F. solani con un 44,0 %, sobre este fitopatdgeno de suelo,

se obtuvieron los menores por ciento de inhibicién.



INDICE

LINTRODUGCCION. ...ttt e, 10
1. REVISION BIBLIOGRAFICA. ...ttt 14
2.0 Caracteristicas del CUIIVO. .........cviiiiii e 14
/2200 I T T o 14
2.2. Principales organismos NOCIVOS...........ouiiriiiii e, 15
2.2.1. Principales plagas insectileS y ACar0S...........ccceviiriiiiiiiiiiei e 15
2.2.2. MOIUSCOS. . ..ttt 15
2.2.3. Principales plagas fungoSas. .......ouvuiiiiiiii e 15
2.2.4. Principales plagas bacterianas............ccooviiiiiiiiii i, 21
2.2.5. Principales plagas Virales. ...........ccoeiiiiiii i 22
2.3.0 Trichoderma. Clasificacion TaxonOmiCa............cveiieiniiiiiiiiieiaieneanss 24
2.3.1 Mecanismo de accion de Trichoderma frente a hongos fitopatégenos....... 26
2.3. 0.0, ANTIDIOSIS. ettt 28
2.3.1.2. MICOPAraSItISIMO. ... .ottt e 29
2.3.1.3. COMPEIENCIA. .. ettt e 31

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

AGNCUIUIA. .. e 31

2.3.3. Uso de Trichoderma spp. en lucha biolégica de fitopatbgenos en el

2.3.4. Uso de Trichoderma spp. en la lucha bilégica en la superficie aérea (flores,

frUtOS Y TOIlAJE) ..o 34
2.3.5. Ventajas de Trichoderma spp. en su empleo como antagonista............... 36
2.3.6. Otros biOCONIOIES. ... ..o 39
. MATERIALES Y METODOS ... ..outiiiiitee e 40
3.1. Localizacion del eXperimento. ... .....ooevuiiiiiie e 40
3.2. Trabajo de campo y 1aboratorio. .........coevuiiiii i 40
3.2.1. ODtENCION A COPAS. .. .ttt aee 41
3.1.1. Trabajo de 1ab0ratorio. ... ....ouie e 43
IV. RESULTADOS Y DISCUSION. .....oouiiiiiii e 46
V. CONCLUSIONES. ... o a e 60

VI.RECOMENDACIONES ... .ot e e 61



VII.BIBLIOGRAFIA

VIIILANEXOS .........



INTRODUCCION

La produccién de granos principalmente frijol y maiz crece aceleradamente en el
pais y segun declaraciones a la prensa del Ministro de la Agricultura en el afio
2019, Cuba pretende producir mas del 70 % de sus necesidades para el
consumo y el mayor aporte de estas producciones sera realizado por los
campesinos. Este cultivo posee una extraordinaria importancia para la
alimentacion humana, pues ademéas 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 sittan como un cultivo
estratégico del pais. Sin embargo, existe la necesidad de explotar todos los
recursos posibles para incrementar los niveles de produccidén 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. (1996), 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 produccién 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 dafos directos
importantes disminuyendo el area fotosintética de la planta.

Con frecuencia, estos organismos se convierten en plagas y causan severos
dafos; 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 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.

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 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 indculos o la actividad del fitopatégeno por la presencia
natural de uno o mas antagonista en la rizosfera (Parra, 2012).

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 (Mello, et al., 2006).

Son numerosos los fitopatégenos del frijol en todas las provincias del pais, entre
las que se destacan mancha angular, causada por el hongo Pseudocercospora
griseola (anteriormente identificado como Phaeoisariopsis griseola (Sacc.)
Ferraris) (Muifio et al., 2006), segun reportan (Dominguez et al., 2012), afecta al
frijol y otras fabaceas, es de gran importancia en Cuba por su amplia distribucion
geografica y las pérdidas que causa. El in6culo proviene principalmente de los
restos contaminados de la cosecha anterior y de semilla contaminada con el
patdgeno.

Esta enfermedad es favorecida por temperaturas moderadas entre 16 y 28°C,
con un 6ptimo de 24°C. La Mancha angular es mas severa cuando ocurren
periodos alternos de alta y baja temperatura, alta y baja humedad relativa y
mucha y poca luz solar.

En la actualidad se trabaja en la busqueda de cepas de Trichoderma que sean

eficaces en la lucha biologica de diferentes patégenos 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. 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, su aplicacion en el
cultivo del frijol pudiera reforzar su actividad antagonica y disminuir la incidencia
de diferentes fitopatdgenos.

Los antagonistas contribuyen a la atenuacion de los dafios que causan las
enfermedades, en los agroecosistemas donde existan condiciones para su
desarrollo y conservacion. Para lograr este objetivo los microorganismos
beneficiosos presentan diferentes modos de accion que les permitan ejercer su
efecto biorregulador. Estos atributos, de conjunto con la capacidad de
multiplicarse abundantemente, se encuentran entre los de mayor importancia
para su seleccion como agentes de control bioldgico (Fernandez, 2001).

Desde los primeros estudios en esta tematica y hasta el presente, entre las
especies mas ampliamente estudiadas y aplicadas como control bioldgico, se
encuentran las del género Trichoderma, debido a su eficaz control, capacidad
reproductiva, plasticidad ecoldgica, efecto estimulante sobre los cultivos y
recientemente se detectd su acciobn como inductor de resistencia sistémica en la
planta a diferentes patégenos (Cervantes, 2007).

Segun Cruz-Triana et al., 2018. Las especies de Trichoderma spp. como
controladores bioldgicos y antagonistas naturales de fitopatbgenos muestran 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.

La capacidad de producir diversos metabolitos y de adaptacion a diversas
condiciones ambientales y sustratos, confiere a Trichoderma spp. la posibilidad
de ser utilizado en la industria biotecnolégica para la obtenciéon de cepas y

productos comerciales mas eficaces.



Problema cientifico

La incidencia de hongos fitopatdgenos en el cultivo del frijol, ocasionan
importantes pérdidas en este cultivo y las aplicaciones de fungidas, ademas de

encarecer el mismo contaminan el ambiente.
Hipotesis
La busqueda de cepas de Trichoderma spp. que tengan efectos antagonistas

resultara una alternativa econdmicamente viable, con un minimo impacto

ambiental.

Objetivo General

Evaluar la eficiencia biolégica de cepas de Trichoderma spp. como antagonista
frente a tres hongos fitopatégenos Fusarium solani, Sclerotium rolfsii Sacc.
Pseudocercospora griseola Sacc. Feraris). en el cultivo del frijol (Phaseolus

vulgaris L.

Objetivos especificos:
Aislar cepas puras de los hongos fitopatogenos Fusarium solani, Sclerotium
rolfsii y Pseudocercospora griseola en el cultivo del frijol (Phaseolus vulgaris

L.) en plantaciones de la CCSF “Victoria de Girén”.

Comparar el crecimiento micelial de los hongos fitopatdgenos Fusarium solani,
Sclerotium roflsii, Pseudocercospora griseola. frente a las cepas T. harzianum
cepas A-34 y A-53 y T. viride cepa TS-3.

Determinar el efecto antagénico de las cepas T. harzianum cepas A-34 y A-53 y
T. viride cepa TS-3, frente a los hongos fitopatégenos F. solani, S. rofisii, Ps.
griseola aisladas en el cultivo del frijol (Phaseolus vulgaris L.) en plantaciones
de la CCSF “Victoria de Girén”.

Analisis realizados

La determinacion de la actividad antagonista se realizé a partir del calculo del
porciento de inhibicion segun Rapilly (1968), y que ha sido utilizado por varios
investigadores. Ademas, fue estimado el crecimiento del micelio y crecimiento

micelial medio, utilizdndose las formulas recomendadas para ello.



Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.0 Caracteristicas del Cultivo

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es entre las leguminosas de grano
alimenticias, la especie mas importante por el elevado contenido de nutrientes
gue posee. Este grano proporciona una fuente esencial de proteinas, vitaminas
y minerales a la dieta de las poblaciones en América, sobre todo en los paises
en vias de desarrollo (Buruchara, Mukankusi y Ampofo, 2014; Rodriguez., et al.
(1990), plantean que este grano puede ser consumido como vaina fresca o tierna
y también sus granos secos.

2.1. 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 afios.

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 préacticas 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 Colon les llamo faxénes y
favas 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
biéticos (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, ayudara a mejorar su comportamiento
agronémico mediante la incorporacion de caracteres relacionados con la
tolerancia a la sequia, en los nuevos cultivares.

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

2.2. Principales organismos Nocivos

Algunas de las principales plagas que atacan al cultivo del frijol (Phaseolus
vulgaris L.) en Cuba segun Martinez et al., (2007) son las siguientes:

2.2.1. Principales plagas insectiles y acaros

e Mosca blanca (Bemisia tabaci, Gennadius)

e Salta hojas (Empoasca kraemeri, Ross y Moore)

e Acaro blanco (Polyphagotarsonemus, latus)

e Acaro rojo (Tetranychus tumidus, Banks)

e Crisomélidos (Andrector ruficornis) y (Diabrotica balteata, Le Conte)
e Falso medidor (Trichoplusia ni)

e Gorgojos de los granos (Acanthoscelides obtectus, Zabrotes
subfasciatus).

2.2.2. Moluscos
e Vaginulus plebeius
e Sirasinula plebeia

2.2.3. Principales plagas fungosas

La mayoria de los hongos fitopatégenos asociados al frijol emplean las semillas
como vehiculos de introduccién en nuevas areas donde bajo condiciones
favorables pueden causar pérdidas considerables en el cultivo. 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, identific6 679 aislados fungicos 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, identificd nueve especies de Fusarium y seis de Aspergillus.
Detect6 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.

Roya del frijol (Uromyces appendiculatus, [Pers.] Unger), se considera en Cuba,
una de las principales plagas del frijol, sobre todo cuando las siembras se
realizan tardiamente, es una plaga fungosa, de mucha importancia en el cultivo
de frijol, los sintomas que causa pueden afectar cualquier parte aérea de la
planta, ya sea en el tallo o vainas, pero es mas comun en las hojas, tanto en el
haz como en el envés. Se inician como pequefios puntillos de color blanco-
amarillento levantados, que posteriormente se incrementan y rompen la
epidermis formando una pustula que puede alcanzar un diametro de un
milimetro. Al madurar liberan una cantidad de polvillo color rojizo, que
corresponde a las esporas del hongo. Las condiciones ambientales favorables
para la aparicion del patégeno son los periodos prolongados de 10-18 horas de
alta humedad relativa (mayor de 90 %) y temperaturas moderadas de 17-27°C.

Antracnosis: es causada por el hongo Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. et
Mag.) (Scrib). Es una plaga fungosa de importancia econémica del cultivo de
frijol. Es muy frecuente en localidades con clima fresco a frios y alta humedad
relativa. El hongo es favorecido a temperaturas entre 13y 26°C, con una éptima
de 17-18°C vy lluvias moderadas a intervalos frecuentes. Las lluvias
acompafiadas de vientos son favorables para la diseminacion de las esporas del
patbgeno a corta distancia. Antracnosis es frecuente en localidades con
elevaciones superiores a 1000 msnm., rara vez ocurre en lugares con climas
secos y calientes. La semilla infectada es el medio mas comun de diseminacién
del patégeno. La transmision del hongo en la semilla es alta. El agente patdgeno
tiene la capacidad de atacar la planta en cualquier etapa del desarrollo. En el
estado de plantula, los sintomas se observan en el hipocotileo como pequefas

lesiones de color marrén oscuro, de aspecto acuoso, ligeramente hundidas y de



forma ovalada. A medida que la planta se desarrolla, estas lesiones se pueden
observar sobre el tallo principal y en el pedunculo de las hojas.

En las hojas, los sintomas estdn muy bien definidos, sobre todo en el envés. El
hongo avanza por las venas primarias o secundarias, causando necrosis en los
tejidos. Los sintomas mas caracteristicos de Antracnosis se encuentran en las
vainas. Estas se inician con lesiones pequefias, redondas, color marrén rojizo,
de borde definido, que crecen y presentan un borde hundido. Como
consecuencia del ataque de las vainas, el agente patdgeno infecta la semilla
causandole decoloracion o deformacion. En la vaina los sintomas podrian
confundirse con los producidos con la Mancha Angular; sin embargo, la lesion
que ésta causa es de color grisaceo y no tiene el centro hundido. La enfermedad
se disemina principalmente con el salpique de la lluvia, insectos y el paso de
personas o animales. La semilla es un importante medio de transmision y
sobrevivencia del hongo. En el campo, el patégeno permanece infeccioso en
residuos de las cosechas.

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 fitopatdégeno 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
fitopatdogenos del suelo, que producen la pudricion 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 mas diverso ya que tiene mas de 30 especies.



Diferentes autores han investigado la accion de distintas cepas de Trichoderma
sobre F. solani asi plantean Stefanova, et al., (1999) 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 7,50 y 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 patdégeno
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,
T523y 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 patégenos 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.

Sclerotium rolfsii Sacc. es un hongo fitopatégeno habitante del suelo con méas 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 descomposicion (Pineda y Polanco, 2005). En este
aspecto, la incorporacion de material organico al suelo incrementa segun Corréa
et al., (2007) el potencial de inéculo, lo que constituye un serio problema,
especialmente en areas donde la rotacion se hace basada en la alternancia de
cultivos susceptibles.

Segun, Negrone (2008). Durante épocas secas y 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. El tratamiento de la semilla con
Trichoderma constituye una alternativa para disminuir su incidencia.

En frijol comun (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 (Negrone et al., 2008) 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
grisaceas que mas tarde se tornan de color marrén y carecen de coloracién 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 marron-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.

El hongo produce estromas oscuros en las lesiones y, en climas humedos, los
coremios pueden desarrollar muchos conidios.

Numerosos autores han plateado, su variabilidad morfolégica y lo han
demostrado a través de cultivos monobasidiospéricos en papa-dextrosa-agar
(PDA), ademas, se ha visto que los medios de cultivo y la temperatura pueden
influir tanto en la morfologia del micelio como en la produccion de esclerocios,
los cuales son estructuras de supervivencia y constituyen la principal fuente de
in6culo primario (Hernandez-Jiménez et al., 2013) y (Martinez et al., 2014).

En trabajos de laboratorio (Hernandez-Jiménez et al., 2013) demostraron con
varios aislamientos de S. rolfsii su crecimiento radial en cinco medios de cultivos
diferentes: Jugo de verduras V8-Agar (V-8), papa-dextrosa-agar (PDA), extracto
de malta-agar (EMA), extracto de cebolla-agar (ECA), y extracto de ajo-agar
(EAA). con hifas laxas en V-8, PDA, ECA, y EAA; en tanto que, en EMA, este
crecimiento radial presento variantes con hifas compactas a manera de bandas,
o formando circulos concéntricos a manera de anillos en la mayoria de los
aislamientos.

Especies de Trichoderma se han reportado como hiperparasitos de un gran
namero de hongos fitopatdégenos al atacar directamente y producir la lisis de
micelios y también de esclerocios de hongos (Benhamou y Chet, 1996). Los
resultados de Lima et al. (1997) evidenciaron la accién de una quitinasa en la
pared celular de S. rolfsii y de Rhizoctonia solani. El-Katatny et al. (2001)
demostraron la actividad de enzimas quitinasa y 3-1,3-glucanasa contra S. rolfsii
en medio de cultivos con las enzimas purificadas a partir de filtrados de colonia
del antagonista. Otros importantes mecanismos de accién que usan estos
hongos, en dependencia de la especie y aun de la cepa utilizada dentro de una
especie, estan relacionados con la secrecion de diversos antibioticos,
competencia por nutrientes y espacio, induccién de resistencia en la planta y
tolerancia a estrés (Harman, 2000; Howell, 2003). Tales mecanismos pueden
operar de manera independiente o simultanea en las interacciones microbianas
(Howell, 2003). Por otra parte, la efectividad en controlar un hongo fitopatégeno

en particular puede variar para un aislamiento del antagonista en la medida de



su peculiaridad en términos de adaptacion a las condiciones bidticas y abioticas
especificas.

En trabajos realizados por Sueli Corréa et al., 2007 investigando de la actividad
antagonica de cepas de Trichoderma por el método de cultivo dual obtuvo que
todas las cepas inhibieron el crecimiento del hongo patégeno cuando se aislaron
en cultivo dual, en la proporcion de 18,97 hasta 44,12%, comparado con el
crecimiento del testigo. Las cepas CEN220, CEN249, CEN260, CEN262 y
CEN266 fueron las que presentaron actividad antagonica y parasitica mas
elevada, al mostrar una colonizacion total sobre S. rolfsii a las 120 h, por lo que
recibieron calificacién de 1 en la escala de clasificacion de Bell et al. (1982). Una
vez alcanzada la zona de demarcacion entre los indculos, estas cepas
continuaron su crecimiento hasta invadir totalmente la superficie de la colonia del
hongo patégeno, sobre el que produjeron esporas.

Este colectivo de autores cuando evalu6 el antagonismo a S. rolfsii mediante
incorporacion de filtrados de colonias de Trichoderma al medio el porcentaje de
inhibicién del crecimiento de S. rolfsii frente al testigo, fue distinto con las cepas
de Trichoderma ensayadas. El valor medio mas elevado se obtuvo con la cepa
CEN252 (PICR = 72,35%).

La mancha angular causada por el hongo Pseudocercospora griseola
(anteriormente identificado como Phaeoisariopsis griseola (Sacc.) Ferraris)
(Muifio et al., 2006), segun reportan (Dominguez et al., 2012) es una enfermedad
de gran importancia en las zonas tropicales y subtropicales. Las condiciones que
favorecen el desarrollo de la enfermedad son: temperatura moderada (15° C a
25° C), lluvias frecuentes durante un intervalo de 48 horas o mas, alternadas con
periodos de baja humedad y viento, que favorecen la esporulacién y dispersion
de esporas.

Esta enfermedad, que afecta el cultivo de frijol, es de gran importancia en Cuba,
por su amplia distribucion geogréafica y las pérdidas que causa. El in6culo
proviene principalmente de los restos contaminados de la cosecha anterior y de
semilla contaminada con el patégeno.

Cuando la enfermedad se manifiesta en el follaje del frijol, lo hace primero en
forma de manchas tipicamente angulares. Al aumentar éstas de tamafo se
hacen coalescentes, presentandose mas tarde un amarillamiento general de la

planta y posteriormente una defoliacion parcial o total Si las condiciones



ambientales le son favorables, el hongo (Ps. griseola), forma sobre dichas
lesiones, en el envés de las hojas, los cuerpos fructiferos llamados coremios. en
los cuales se originan las esporas que son diseminadas por el viento o la lluvia
0 permanecen en los residuos de las cosechas, para producir mas tarde nuevas
infecciones.

Esta enfermedad es favorecida por temperaturas moderadas entre 16 y 28°C,
con un Optimo de 24°C. La Mancha angular es mas severa cuando ocurren
periodos alternos de alta y baja temperatura, alta y baja humedad relativa y
mucha y poca luz solar. Bajo estas condiciones fluctuantes de clima, una
epidemia de Mancha angular se puede desarrollar muy rapidamente, causando
una severa defoliacién o pérdidas de hojas prematura con altas pérdidas en el
rendimiento y calidad del grano y de las vainas.

El patégeno afecta todas las partes aéreas de la planta de frijol, pero los
sintomas tipicos que caracterizan y le dan el nombre a la enfermedad son las
lesiones 0 manchas angulares observadas en las hojas. Cuando el ataque es
severo, las lesiones en los trifolios se unen produciendo un amarillamiento de las
hojas.

En la vaina, los sintomas iniciales se observan como pequefias manchas
circulares de color rojo marrén, éstas aumentan hasta convertirse en manchas
grandes que se unen entre si, causando vainas mal formadas, generalmente con
poca o ninguna semilla o semillas pequefias, arrugadas, mal formadas y
manchadas. El fitopatdgeno, puede sobrevivir en la semilla, la cual es un medio
eficiente para su diseminacion.

Pata negra: es una enfermedad transmitida por el hongo Rhizoctonia solani
(Thanatephorus cucumeris). Frank (Donk), conocida también como Mustia,
Telarafia, Quemazoén, Hielo Negro, segun el pais donde se presente, es una
enfermedad que se presenta en zonas célidas 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.



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
tamafo 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 marron a partir de la lesién 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 pequefas,
casi circulares de color café con un borde rojizo ladrillo.

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

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

2.2.4. Principales plagas bacterianas

Bacteriosis comun (Xanthomonas campestri pv. Phasioli [Smith] Vauterin) es una
plaga bacteriana (Xanthomonas campestris pv. phaseoli) (Smith) Dye). Esta
enfermedad se conoce con otros nombres: Bacteriosis, tizon comun y bacteriosis
comun. Bacteriosis Comun tiene una amplia distribucion geogréfica, por su
importancia econdmica se considera una de las principales enfermedades del
frijol. La enfermedad causa dafios en zonas calientes (28°C) con alta humedad
relativa. La bacteria puede sobrevivir por periodos cortos en residuos de cosecha
infectados.

Los sintomas se presentan en las hojas, tallos, vainas y semillas. Inician con
manchas humedas o exudacion en el envés de las hojas; luego las manchas

aumentan irregularmente de tamafo, uniéndose una con la otra.



2.2.5. Principales plagas virales

Virus del Mosaico Comun del Frijol (VMCF) es el patdégeno viral mas importante
de este cultivo, debido a que puede ser transmitido en un alto porcentaje por via
mecanica, por la semilla y por varias especies de afidos en el campo. Las
condiciones ambientales favorables para la aparicion del virus son: temperaturas
medias entre 18 a 25°C y altas de 28°C, las coinciden con humedades relativas
altas, permiten una rapida diseminacién de la plaga. Los sintomas causados por
el VMCF dependen de la variedad, de la cepa del virus y de las condiciones
ambientales. En las variedades susceptibles, los sintomas se manifiestan con
areas verdes claras y oscuras delimitadas por la nervadura de las hojas y las

cuales se enrollan hacia el envés.

Virus del Mosaico Dorado del Frijol (VMDF). Es la enfermedad mas importante
en el cultivo de frijol en el trépico, es transmitida por el insecto conocido
comunmente como mosca blanca (Bemisia tabaci), la enfermedad no se trasmite
por semilla. Esta enfermedad se registra en el pais en condiciones ambientales
de temperaturas medias de 18-25°C y altas de 28°C y altitudes no mayores de
1200 msnm. Las plantas infectadas presentan en las hojas un color amarillo
intenso, debido al desarrollo desigual de las areas sanas y enfermas, las hojas
pueden deformarse. Si las plantas han sido infectadas antes de la floracion, hay
aborto prematuro de las flores y deformaciones de las vainas. Las semillas
presentan manchas y deformaciones y el peso disminuye. Las pérdidas por esta

enfermedad pueden alcanzar hasta el 100%.

Virus del Mosaico Severo del Frijol (VMSF). La enfermedad es transmitida por
especies de coledpteras de los géneros Diabrotica y Epilachna. También el virus
es transmitido en forma mecéanica por herramientas contaminadas. Los sintomas
inducidos son severos, deforman las hojas, causan enanismo de la planta y
pueden producir necrosis en algunas variedades de frijol.

Sefala Murguido, (2015) que el prondstico de la poblacién de saltahojas de los
frijoles Empoasca kraemeri. Insecto que incide desde los primeros dias de
germinado el frijol puede ser calculado, mediante la simulacion de la poblacion
por algoritmos de su ciclo bioldgico y célculo por computadora para fijar la fecha
probable del tratamiento quimico, y no realizar el mismo solo sobre la base de la

fecha de siembra y los dias de germinado el frijol que son los parametros que



muchas veces toman los productores para iniciar las medidas de lucha quimicas,
encareciendo la produccion y contaminando en medio, porque muchas veces los
niveles poblacionales no justifican la aplicacion.

Asi segun Centro Nacional de Sanidad Vegetal (CNSV). (2013) el umbral de
dafios economicos (UDE) por saltahojas: debe relacionar clima-plaga para el
frijol y la soya con fenologia de hasta 50 dias, el Umbral de dafios (UD) por
conteo directo es de 0.5-0,8 individuos/hoja; mediante pase de red es 0,5
individuos/red y con fenologia de mas de 50 dias el Umbral de Dafios por conteo
directo es de 1-2 individuos/hoja, mediante pase de red es de 1-1,5
individuos/red.

Esta especie de insecto que ha sido reportada como una de las plagas insectiles
mas importantes, para las distintas regiones de produccién de frijol en Cuba
también lo es para Colombia y otros paises centroamericanos. Las hembras de
este insecto opositan introduciendo los huevos en el tejido de la hoja, las venas,
peciolos o tallos de la planta afectada. La ninfa recién salida es color blanco
palido; luego pasa a amarillo palido y finalmente al verde de los adultos; atraviesa
por cinco instares ninfales tardando alrededor de 13 dias; las ninfas se alimentan
en el envés de las hojas cerca de las venas.

2.3.0 Trichoderma. Clasificacion TaxonOmica

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
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 anamaorfico. 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
(L6pez-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 micologos
como un gasteromicetes, y un siglo después se realiz6 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 aquellos 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 aerobico y puede estar en los suelos con pH neutro hasta acido. La
versatilidad, adaptabilidad y facil manipulacién de los hongos del género
Trichoderma ha permitido su uso en el control biolégico. 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
germinacién de las esporas hasta la esporulacion. El parasitismo puede ocurrir
mediante la penetracion, 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
aquellos que penetran rapidamente (Villegas, 2005).

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 biologico 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 econdémica (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 esporulaciéon asexual ocurre en conidios unicelulares
de color verde, generalmente tienen 3 a 6 um de diametro.

2.3.1. Mecanismo de accion de Trichoderma frente a hongos fitopatégenos
Como mecanismo de accién 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
patdgenos (Infante Danay 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, ademas 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 defensas 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 detoxificacion 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 estres.

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 Induccion 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 accién de enzimas de Trichoderma (Woo, 2007).
En otros estudios se ha demostrado que la colonizacion 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 patdgeno o por



la activacion de rutas de sefalizacion implicadas en defensa como la del acido
salicilico, acido jasmonico 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 Epll 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.

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 observé 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). Aun
se esclarecen y amplian los conocimientos acerca de Trichoderma como
inductor de resistencia, pero es indiscutible su funcién 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:

2.3.1.1. Antibiosis

La antibiosis es la accion directa de antibiéticos o metabolitos téxicos 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 antibiético
(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 antibiético 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
volatiles, 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
1971) fueron los pioneros en esta tematica, con la realizacion de los trabajos mas
completos acerca de la funcién de los antibioticos producidos por hongos del
género Trichoderma sobre patdgenos de las plantas. Ellos relacionaron la
actividad antibiotica de Trichoderma spp. con compuestos no volatiles, entre los
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 vy
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 méas activos poseian un fuerte olor a coco,
posiblemente relacionado con la actividad antagonista. Los antibiéticos volatiles
tienen un efecto esencialmente fungistatico, debilitando al patdgeno y lo hacen
mas sensible a los antibidticos no volatiles, lo que se conoce como un
"hiperparasitismo" de origen enziméatico (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 y 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 inhibicion significativa del crecimiento radial de estos patdogenos.
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 interaccién sobre R. solani.



2.3.1.2. Micoparasitismo

El micoparasitismo es definido como una simbiosis antagdnica entre organismos,
en el que generalmente estan implicadas enzimas extracelulares tales como
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
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 (Carsolio Carolina., et al, 2009), que conlleva al debilitamiento
casi total del fitopatdégeno.

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 accion 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 fungicas 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 4-1,3-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 (Ledn.,
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.



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.

2.3.1.3. 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
ecolégica de este hongo y de su habilidad como excelente competidor por
espacio y recursos nutricionales, aunque la competencia depende de la especie.
Trichoderma esté biol6gicamente 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 esporulacion 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 saprofito y ain mas como agente de control
biolégico (Pérez, 2004).

La competencia por nutrientes puede ser por nitrdgeno, carbohidratos no
estructurales (azucares y polisacaridos como almidon, 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
la viabilidad de los esclerocios por la accién de diferentes aislamientos de

Trichoderma spp.



2.3.2. Importancia de Trichoderma spp. Como alternativa de lucha en 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).

Existe un grupo de hongos y bacterias que presentan efectos antagonicos contra
hongos fitopatdgenos de suelo y esta accién 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).

Entre los hongos més 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).

Para conocer el efecto antagonico de varias cepas de Trichoderma spp. in vitro
(Gonzélez, 2004), utilizé aislamientos de Sclerotium rolfsii Sacc., Rhizoctonia
solani Kihn 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) encontré el mayor
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 patdogeno M. phaseoli. Obtuvo una efectividad con los métodos de
tratamiento a la semilla que oscil6 entre 96,5 y 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 actien 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)
destac6 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 accién, 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 nutricién del cultivo.



2.3.3. Uso de Trichoderma spp. en lucha bioldgica de fitopatégenos en el
suelo.

Segun Chet et al., (1999) al realizar observaciones microscépicas 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 patdgenos 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 filésfera. De hecho, el control biolégico con Trichoderma ha sido més
exitoso en la rizosfera que en otros ambientes (Olivera Costa y Rodriguez, 2014).
La lucha bioldgica dirigida al suelo y en las semillas esta 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 aplicacion
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 degradacién 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. (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 atencién. La introduccién de
diferentes enmiendas organicas al suelo previo a la siembra y a la aplicacion de
Trichoderma condiciona un ambiente favorable para la multiplicacion y
colonizacion de éste. Se ha comprobado que la efectividad es aun mayor si
Trichoderma se incorpora como parte de un compost Marin, (2012).

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).

2.3.4. Uso de Trichoderma spp. en la lucha bilogica en la superficie aérea
(flores, frutos y follaje).

Aunque la lucha biologica de los fitopatdgenos fungosos en la superficie aérea
de las plantas puede ser posible aplicando principios semejantes a los que se
aplican para la lucha biolégica de las enfermedades de las raices éste difiere del
altimo en aspectos esenciales, en primer lugar ha sido menos estudiado entre
otras causas debido a su efectividad moderada, que con frecuencia es menor
del 50 %, a un espectro de accién estrecho y velocidad de accion lenta (Olivera
Costa y Rodriguez, 2014); y por otra parte, a la disponibilidad de fungicidas
relativamente efectivos contra la mayoria de los patégenos fungosos foliares
(Kurioka, et al., 2013).

La efectividad moderada puede deberse a que el ambiente en la filésfera es un
habitat mas hostil para los microorganismos que el suelo. La escasa
disponibilidad de nutrientes, las temperaturas extremas, el polvo y la intensidad
de la radiacion solar son condiciones que dificultan el establecimiento de los
antagonistas (Ahmad, et al., 2012), so6lo aquellos muy agresivos pueden
establecerse por si mismos antes de la llegada de los patdgenos y por tanto ser
capaces de frenar el desarrollo de la enfermedad; entre los antagonistas con
esas caracteristicas se encuentran especies pertenecientes al género
Trichoderma (Devi, et al., 2012).

Las formulaciones disefiadas para aplicaciones en la filésfera generalmente
contienen aditivos (nutrientes y adherentes) para facilitar la colonizacion por
Trichoderma. Se ha de tener en cuenta que esos aditivos no estimulen al
patégeno bajo las condiciones de escasez de nutrientes que existe en ese lugar.
En trabajos realizados en Colombia por (Jaworska J,. 2007) encontraron que en
pruebas de antagonismo in vitro, Trichoderma spp. inhibio el crecimiento de F.
oxysporum f. sp. phaseoli, deteniendo su crecimiento a los tres dias y a los siete
dias se present6 una invasion total del micelio del fitopatogeno. Trichoderma spp.
se caracterizo por un crecimiento radial, capaz de inhibir 64% el crecimiento de
F. oxysporum, en tanto que P. fluorescens ocasion6 una inhibicion parcial del
crecimiento de Fusarium oxysporum, sin formacién del micelio aéreo

caracteristico y sin tomar la coloracion tipica de la colonia.



Hasta hace poco tiempo las investigaciones realizadas sobre lucha biologica de
los fitopatdgenos foliares estaban centradas en el control de patégenos
bacterianos. El hecho de que en los ultimos afios se haya incrementado el
namero de casos de fungo-resistencia, por ejemplo, a los benzimidazoles y
dicarboximidas (Seibel, et al., 2012), la preocupacion por los efectos negativos
de los fungicidas sobre el agroecosistema y el elevado costo de obtencion de
nuevos productos plantea la necesidad de desarrollar estrategias de luchas
alternativas y por tanto se ha incentivado el interés en el lucha biolégica de los
fitopatdgenos foliares causadas por hongos.

Inicialmente las investigaciones se concentraron en el uso de Trichoderma spp.
y Gliocladium spp., para el control de Botrytis cinerea, en uva y fresa (Wilson y
Backman, citados por Pérez, 2004). B. cinerea es uno de los patdgenos mas
nocivos para una amplia variedad de cultivos, T. harzianum ha sido usado
exitosamente en el control de éste en numerosos paises (Olivera Costa y
Rodriguez, 2014).

Segun reportan (Cruz-Triana et al.,, 2018) el porcentaje de incidencia de F.
oxysporum en los tratamientos con  Trichoderma  asperellum,
independientemente del momento de la evaluacion, fue significativamente menor
con respecto al tratamiento sin aplicacion. Una tendencia similar se observé al
evaluar U. appendiculatus a los 54 dias; sin embargo, a los 69 dias después de
la germinacion, solo se logré reducir la incidencia de este hongo con el
tratamiento quimico y cuando se realizaron las tres aplicaciones del biocontrol.
Estos mismos autores plantean que con la aplicacién del biopreparado al cultivo
del frijol, y marcadamente cuando se realizaron las tres aplicaciones del mismo,
se logré la disminucién de la incidencia y severidad de ambos agentes
fitopatbgenos en comparacién con el tratamiento sin aplicacién, lo que evidencio
el potencial del producto para el manejo de estas dos enfermedades fungicas.
Se debe destacar que, en la mayoria de los tratamientos con el producto
bioldgico, los resultados fueron similares o mejores que los del tratamiento con

productos quimicos.



2.3.5. Ventajas de Trichoderma spp. en su empleo como antagonista.
Las ventajas de los productos comerciales o artesanales de Trichoderma spp.
que hoy estan demostradas, con la utilizacion de numerosas cepas de este
agente de lucha biolégica en diferentes patologias de las plantas son multiples:

e Mejora la germinacién de las semillas.

e Actla como protector contra los hongos que atacan las raices de estas

plantas.
e Estimula la resistencia de la planta, incrementa su crecimiento y la
consecuente produccion.

¢ Respeta el ambiente con microorganismos benéficos.
Entre las ventajas, destaca su inocuidad a los seres humanos, ya que no deja
efectos residuales en el follaje, los frutos y las semillas, una diferencia
fundamental al aplicarse fungicidas u otros agroquimicos. Ademas, posee un
rapido crecimiento y desarrollo, puede proliferar en una amplia gama de suelos,
es tolerante a condiciones ambientales extremas, puede tolerar altas
concentraciones de agroquimicos y es capaz de parasitar, controlar y destruir
hongos, nematodos y otros fitopatdgenos (patégenos de plantas).
Es por estas propiedades que se le considera uno de los principales agentes
para la lucha bioldgica en diferentes sistemas de produccién. Es un agente
natural, no agresivo con plantas o suelos. Aumenta la capacidad de crecimiento
de las plantas y les confiere mayor resistencia a condiciones de estrés (mayor
desarrollo radical).
Carece de toxicidad sobre las partes comestibles de los cultivos, asimismo
aminora el dafio al medio ambiente por la ausencia de quimicos persistentes en
el suelo. Se aplica facilmente mediante formulacion liquida o sdlida,
pulverizandolo sobre el terreno o sobre la planta; no requiere de equipamiento
especial para su aplicacion.
Posee bajo costo de produccion, comparado con productos alternativos
(extractos vegetales). Compatible con inoculantes de leguminosas; es posible
aplicarlo a semillas que han sufrido un tratamiento fungicida quimico.
Disminuye y, en algunos casos, elimina la necesidad de tratar con fungicidas
guimicos, con lo cual se reducen los costos y el uso de fertilizantes, pues las

plantas tienen mas raices y las utilizan mejor.



Por ser un habitante natural del suelo, su registro comercial suele ser mas facil
que el de un producto quimico. Es considerado un producto no toxico ni
alergénico, no presenta toxicidad en mamiferos y es inocuo para abejas y
abejorros.

En la actualidad los plaguicidas de origen biologico tienen muchas ventajas con
relacion a los quimicos ya que no causan deterioro al ambiente, no afectan el
desarrollo de las plantas, su produccion es mas barata y su uso no conlleva al
surgimiento de nuevas plagas o de plagas secundarias (Karas et al., 2011).

El género Trichoderma constituye un buen ejemplo de hongo no ligninolitico con
gran habilidad de colonizacién, dicho hongo también es capaz de degradar
plaguicidas al igual que los géneros Fusarium y Penicillium (Stamatiu, 2013)
También se plantea que el género Trichoderma ha constituido una buena
alternativa para el ahorro de fertilizantes quimicos y plaguicidas.

Este bioagente forma asociaciones con micorrizas, aumentando de manera
significativa la rizosfera del suelo, permitiéndole a las plantas hacer una mayor
extraccion de nutrientes y con un alto grado de asimilacion. Se ha demostrado
también que este hongo antagonista es compatible con el biofertilizante a base
de Azotobacter chroococcun, una bacteria que fija nitrégeno en el suelo; por lo
gue se establecen relaciones de ayuda mutua, con el consiguiente beneficio para
la nutricién de los cultivos (Andrade, 2012).

Otros investigadores han demostrado como numerosas especies de
Trichoderma spp. facilitan la asimilacion de fésforo en plantas. Esta es una
problematica en la agricultura, bajo nivel de fésforo disponible en el suelo. El
fosfato, principal forma asimilable del fésforo, es un macro nutrimento esencial
para el desarrollo y crecimiento vegetal; un constituyente necesario para la
divisién celular, la fotosintesis, la produccion de proteinas y acidos nucleicos;
también para la fijacion de nitrégeno, la biosintesis de azUcares y almidones y
otros procesos del metabolismo.

Pero la movilidad y concentracion de fosforo en los suelos es muy baja, por lo
gue se requiere la aplicacién de grandes cantidades de fertilizantes fosfatados,
gue ademas de ser muy costoso para la produccién, propician efectos negativos
para el ambiente. Se conoce que cerca del 90 % del fosfato aplicado se precipita
en formas insolubles con calcio y metales, como hierro y aluminio, que no pueden

ser asimilados, limitando la produccién de los cultivos a nivel mundial.



Ante esta situacion, se reporta que Trichoderma spp. es eficaz en la
solubilizacion del fosfato a través de la produccion de acidos organicos que
reducen el pH del suelo haciéndolo méas biodisponible, la liberacion de
metabolitos quelantes y enzimas especializadas en la degradacion de
compuestos organicos de fésforo como las fosfatasas acidas y alcalinas.
Algunas cepas de Trichoderma spp. tienen habilidad para competir en la
rizosfera y son capaces de colonizar la raiz y el espacio adyacente a ésta a partir
de la semilla tratada (Olivera Costa y Rodriguez, 2014), siendo este uno de los
métodos mas utilizados por las ventajas que ofrece.

2.3.6. Otros biocontroles

Pérez, (2017) desarroll6 experimentos en condiciones de laboratorio,
semicontroladas y de campo para evaluar la efectividad de medios biologicos y
productos naturales en la proteccion de plantas de frijol comun frente a la
enfermedad causada por S. rolfsii. En las evaluaciones in vitro comprobé el
efecto antagdénico de las rizobacterias Pseudomonas aeruginosa, Bacilus
subtilis, Burkholderia cepacia y Pseudomonas fluorescens frente y T. viride, a
este fitopatégeno; mientras las dos primeras inhibieron completamente el
crecimiento in vitro del patégeno, las dos ultimas sélo lo hicieron en un 80,72 %
y 40,97 % respectivamente usando el método del cultivo dual.

Durante sus trabajos experimentales comprobé que, el efecto del tratamiento a
la semilla con organismos antagonistas y sustancias naturales sobre las
afectaciones por S. rolfsii en condiciones semicontroladas, mostré l0s mejores
resultados con los tratamientos de P. fluorescens, P. aeruginosa y B. subtilis; estos
resultados fueron similares estadisticamente a los logrados con el control
quimico (TMTD 80 % PH). Estos tres tratamientos resultaron significativamente
superiores al control, a B. cepaea y a los productos naturales evaluados en la

reduccion de la proporcion de plantas enfermas, los cuales no difirieron entre si.



lll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion del experimento.

En una plantacion de frijol (Phaseolus vulgaris (L.) en condiciones de produccion
y secano de la Cooperativa de Créditos y Servicios Fortalecida “Victoria de Girén”
del municipio Unién de Reyes. Poblado Juan G. Gémez, sobre un suelo pardo
pedregoso, que tuvo como cultivo precedente maiz, utilizando un campo de 4,5
ha, que fue sembrado entre los dias 16 y 17 de octubre de 2018, de la variedad
Tomeguin 93, empleandose una sembradora confeccionada por el propio
campesino, que posee un marco de siembra de una planta cada 5 centimetros

(cm), con 30 cm de camellén.

3.2. Trabajo de campo y laboratorio

El primer muestreo, se realiz6 siete dias después de germinado el cultivo, que
mostraba las primeras hojas trifoliadas, se seleccionaron diferentes puntos para
la toma de las muestras, en cada uno de ellos eran revisadas 20 plantas,
aproximadamente un metro lineal del surco, las plantas fueron revisada
completamente, en esta fase fenoldgica tan temprana del cultivo, ya fueron
observados crisomélidos, minadores y salta hojas, no se observaron plantas
afectadas por hongos.

Con una frecuencia decenal, a partir del 29 de octubre de 2018, se mantuvieron
los muestreos hasta los 72 dias, cuando el cultivo mostraba incidencia
combinada de diferentes plagas insectiles y fungosas.

El segundo muestreo fue realizado el ocho de noviembre de 2018, el cultivo se
encontraba en la fenofase V3, comenzaban a aparecer los segundos trifolios, en
este momento aun el cultivo no presenta sintomas de enfermedades fungosas,
durante estos primeros dias no se produjeron precipitaciones y el cultivo se
desarrollaba en condiciones de secano.

A los diez dias posteriores se efectuo el tercer muestreo, 19 de noviembre de
2018, 32 dias después de sembrado el frijol, se observaba un incremento en los
niveles de las plagas insectiles, pero aun el cultivo se encontraba libre de
fitopatdgenos, en los diez puntos de muestreo, no se contabilizd ni una sola
planta, con la presencia de hongos o bacterias. Durante las fenofases

vegetativas V3 y V4 solo se observaron plagas insectiles, moscas blancas,



crisomélidos, saltahojas y larvas de lepiddpteros, y se observaron los primeros
sintomas fungosos producidos por Fusarium en la base de las plantas
muestreadas.

3.2.1. Obtencion de cepas

El sistema radical de cinco plantas de cada uno de los puntos muestreados en
el campo, se lavé con agua corriente y se corté en fragmentos de un centimetro
de longitud, los cuales fueron desinfestados con hipoclorito de sodio al 1%
(NaOCI 1%) por un minuto y se lavaron con dos pases de agua destilada estéril.
Se colocaron cinco fragmentos de aproximadamente 5 mm en placas Petri con
medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA) y se encubaron a temperatura
ambiente (23-26) °C en la seccién de fitopatologia, del laboratorio Provincial de
Sanidad Vegetal, las placas fueron se revisaron al microscopio compuesto a las
24, 48 y 72 horas para observar el crecimiento de hongos, surgiendo de los
fragmentos puntas de hifas y grupos de hifas desarrolladas de las raices, se
colocaron en tubos de ensayos con PDA, el crecimiento y desarrollo de las
colonias fue seguido al microscopio a partir de las 48 horas, para realizar
transferencia hacia nuevos tubos hasta alcanzar un aislamiento totalmente puro.
Nunca se observo algun tipo de variacion, en las colonias que se desarrollaron
de los grupos de hifas que crecieron de las raices, que sugiriera el crecimiento
de dos a mas hongos distintos. Después se transfirieron a placas Petri para
obtener las colonias e identificar microscépicamente a F. solani.

El 29 de noviembre, fue efectuado el cuarto muestreo, para esta fecha el cultivo
se encontraba en pleno desarrollo vegetativo, comenzaban a observarse los
primeros botones florales y se contabilizan las primeras plantas afectadas por
Rhizoctonia spp. y Sclerotium rolfsii, de esta ultima son tomadas varias plantas
afectadas las que son colocadas en bolsas de nylon y trasladadas al Laboratorio
Provincial de Sanidad a su seccion de Fitopatologia.

Aqui las muestras fueron registradas y se procedio al aislamiento del hongo S.
roflsii, se tomaron muestras de las plantas afectadas, las que fueron lavadas
cuidadosamente debajo de la llave, después 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.



Cuando se observo la germinacion de las primeras esporas y micelio
caracteristico del hongo, se realizaron las siembras en tubo de ensayos, con
papa dextrosa agar (PDA), cuando se produjo el crecimiento del hongo, fue
reaislado nuevamente a tubo de ensayo hasta que se logré6 una colonia
totalmente pura del hongo.

Posteriormente se realizd una siembra en placas Petri y se estudio el crecimiento
del hongo durante cinco dias: se observo el tipo de micelio, color, forma y tamafio
de las esporas, estas fueron comparadas con el cepario existente en el
Laboratorio provincial de Sanidad vegetal, para proceder a comparar su
crecimiento con tres cepas diferentes de Trichoderma spp. y posteriormente su
enfrentamiento In Vitro, para evaluar las posibilidades de uso de este antagonista
en la lucha bioldgica de esta importante plaga fungosa del frijol.

El ocho de diciembre de 2018, fue efectuado el quinto muestreo, se procedio a
la revisién de cada uno de los puntos sefialados en el campo y se observo varias
plantas afectadas por Rhizoctonia spp, S. rolfsii, F. solani y Ps. griseola. Se
tomaron muestras de estas dos ultimas, las que igualmente habiamos decidido
evaluar junto a Sclerotium en su enfrentamiento ante tres cepas diferentes de
Trichoderma spp.

Algunas de las plantas muestreadas mostraban sintomas de Sclerotium y
Fusarium, mientras, que Sclerotium estaba mas distribuido por toda la planta, en
los dos casos las muestras que mostraban las sintomatologias caracteristicas de
los hongos fueron situadas en bolsa de nylon identificadas con el punto de
aparicién, teniendo en cuenta que el campo presenta un relieve ligeramente
ondulado, con pendiente hacia la zona sureste, para donde se produce la
escorrentia y se acumulaba la mayor humedad del suelo, en la parte superior del
campo, la que drena rapidamente después de las precipitaciones y en solo dos
o tres dias desaparece el exceso de humedad no asi en la parte mas baja, la
gue se mantiene durante varios dias por la acumulacion del agua.

Las muestras igualmente fueron trasladada al Laboratorio Provincial de Sanidad
Vegetal a su Seccion de Fitopatologia, fueron registradas he identificadas segun
el punto de aparicion y la finca del campesino. Las muestras fueron conservadas
en refrigerador hasta el siguiente dia, cuando se procedio, al lavado de las
plantas, la seleccion de las muestras y el montaje de las camaras humedas.

Estas eran observadas diariamente hasta que se observd la aparicion del



desarrollo del micelio del hongo, para estas dos especies de hongo se procedio,
al igual que las anteriores muestras, se llevaron tubos de ensayo, hasta obtener
una cepa totalmente pura del hongo fitopatégeno.

Cuando, se tuvieron los cultivos puros de S. rolfsii, F. solani y Ps. griseola, se
sembraron en placas Petri y se compararon con las cepas conservada en el
laboratorio y se procedi6 al enfrentamiento de cada una de ellas ante tres cepas
diferentes de Trichoderma spp.

3.2.2. Trabajo de laboratorio

Después de obtenidas las cepas puras de cada uno de los hongos se realizaron
los siguientes ensayos y mediciones para comprobar los posibles efectos
antagonicos de las tres cepas de Trichoderma seleccionadas para la segunda
parte del experimento y plantear una estrategia de lucha, contra tres importantes
organismos nocivos del frijol.

Para el enfrentamiento de estos microorganismos, se procedid segun la
metodologia propuesta por Johnson et al., (1960) la que ha sido empleada en
multiples trabajos posteriores, ya permite utilizando medios de cultivos que
pueden ser poco costosos y una metodologia sencilla, evaluar el efecto
antagonico de diferentes cepas de antagonistas contra fitopatdégenos.

Se uso para la siembra el medio de cultivo Papa dextrosa Agar (PDA) que como
seflalamos anteriormente es un medio de cultivo poco costoso y constituye uno
de los sustratos mas utilizados e idéneos para el cultivo de estos hongos
fitopatdégenos.

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

Primeramente, se determind el crecimiento micelial de las tres cepas de hongos
antagonicas y las tres especies de hongos seleccionadas. Para ello se
prepararon placas madres a partir de aislamientos monospdricos de los hongos
T. harzianum cepas A-34 y A-53, T. viride cepa TS-3 y de los fitopatégenos: F.
solani, S. rolfsii, Ps. griseola.

Las pruebas de antagonismo mediante la técnica de enfrentamiento en placas
Petri con medio (PDA) papa-dextrosa-agar, colocando el aislamiento del
fitopatdgeno en un disco de PDA de 5,0 mm de didmetro a 10 mm del borde de

la placa, y de manera equidistante, en forma opuesta se coloc6 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 X 100.

Posteriormente, se sembrdé cada microorganismo por separado y también se
depositd en lados opuestos de la placa (cultivo dual) un disco de agar con micelio

de 5 mm de didmetro, de cada uno de los microorganismos a enfrentar. Se

incubaron a 28 °C y se determind diariamente el crecimiento radial en las cuatro
repeticiones. Se describieron las caracteristicas morfologicas de las colonias y

se observaron en el microscopio éptico.

Las observaciones se realizaron diariamente, hasta los siete dias cuando
algunos de los fitopatégenos y los antagonistas alcanzaron el borde de la placa
los 90 mm (9 cm) de didmetro de la misma.

Tabla 1. Indicadores y variables empleadas en la medicién y comparacion de cepas de

Trichoderma spp.

Indicadores Variables medibles U/M
Crecimiento de TS-3 sobre F. solani, S. roflsii, Ps.
griseola mm
Antagonismo C_recimiento de A-53 sobre F. solani, S. roflsii, Ps. mm
griseola
Crecimiento de A-34 sobre F. solani, S. roflsii, Ps. mm
griseola

La determinacion de la actividad antagonista se realizd a partir del célculo del
porciento de inhibicion segun Rapilly (1968), y que ha sido utilizado por varios
investigadores. Las expresiones utilizadas se muestran en la Tabla 2, donde
todas las determinaciones dependen del crecimiento diario y el nimero de dias

del experimento.

Debido a que el control quimico de estos fitopatégenos del suelo es costoso v,
en algunos casos, infructuoso, el control cultural es dificil de aplicar y se carece
de variedades resistentes, el presente trabajo de diploma tiene como objetivo
evaluar el efecto de tres cepas de Trichoderma spp. En condiciones de
laboratorio In vitro como alternativa en la proteccion de plantas de frijol comun

frente a los hongos F. solani, S. rolfsii, Ps. griseola.



Tabla 2. Ecuaciones utilizadas en la cuantificacion del antagonismo.

Parametro Ecuacion Nomenclatura
Estimado del crecimiento del _ L:_ Cr_e,c:|m|ento del mlce_llo(mm)
micelio L=(D-d D: qumetro de Ia.colonla (mm)
2 d : Didmetro de siembra (mm)
V: Media del crecimiento del micelio
(mm/dia)
Crecimiento micelial medio V=2 (Lh—Ln-1) Ln, Ln-1: Crecimiento del micelio por
n dia (mm)
n : Numero de dias
I: Por ciento de inhibicion del
crecimiento (%)
_ o | = (Lw — L) *100 Lw: Crecimiento del micelio aislado
Por ciento de inhibicion LW (mm)
L : Crecimiento del micelio enfrentado
(mm)

Se realiz6 el calculo econdmico, de las aplicaciones de los plaguicidas

empleados por el campesino durante la primera siembra de octubre a diciembre

de 2018.




IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Comportamiento del crecimiento hifal de S. rolfsii, F. solani y Ps.
griseola y las cepas de Trichoderma spp. A-34, A-53 y TS-3 en medio de

cultivo papa-dextrosa-agar (PDA).

Como se observa en la tabla 3, a las 48 horas se mostraba un crecimiento
diferenciado de los tres aislamientos de las especies de hongos fitopatdgenos y
las tres cepas de los antagonistas en estudio. F. solani asumia el liderato entre
los patégenos del frijol con un crecimiento de 10,5 mmy la Cepa A-53 de T. viride
dentro de los antagonistas con 12 mm, en su crecimiento en papa-dextrosa-agar
(PDA), destacandose T. harzianum cepa A-53 por crecer con mayor rapidez,
logrando colonizar la mayor parte del sustrato en el menor tiempo.

Son muchos los investigadores que utilizan este medio de cultivo en pruebas in
Vitro, para el crecimiento de diferentes especies de hongos, ya sean
fitopatdgenas 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 interaccién 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 los microorganismos.

U/M = Crecimiento de las colonias en mm.

Organismos < ifsii  F. solani Ps. TS-3 A-53  A-34
Tiempo griseola
1 dia 1 1 1 1 1 1
2 dias 5 10,5 6 1 12 10
3 dias 21 20,5 10 32 42 365
4 dias 51 29,5 43 515 79 51
5 dias 90 385 90 83 90 645
6 dias 90 47 90 90 90 90

Elaboracion propia.



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 microscépicas 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).

A las 72 horas las tres cepas de Trichoderma mostraban el mayor crecimiento
micelial; la cepa A-53 de T. harzianum alcanzaba 42,0 mm, seguida de la cepa
A-34 con 36,6 mm y la cepa TS-3 con 32,0 mm de T. viride; el aislamiento del
fitopatdgeno S. rolfsii con 21,0 mm superaba al de F. solani con 20,5 mm. Este
resultado coincide con (Martinez, 2015). El que sefiala que Trichoderma puede
crecer y ramificar sus hifas rapidamente las que pueden medir entre 3 a 12 um
de didmetro, segun las condiciones del sitio donde se esté reproduciéndose. La
esporulacion asexual ocurre en conidios unicelulares de color verde,
generalmente tienen 3 a 6 um de didmetro.

Igualmente, queda demostrado lo planteado por Pérez, 2004 donde encontrd
que Trichoderma posee una alta velocidad de crecimiento, abundante
esporulacion 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 saprofito
y ain mas como agente de control bioldgico.

A los cuatro dias (96 horas), la cepa A-53 de T. harzianum alcanzaba los 79 mm
de crecimiento radial superando ampliamente a las cepas A-34y TS-3, con 51,0
mm y 51,5 mm respectivamente. Los tres aislamientos de los fitopatdgenos
mostraron un crecimiento mucho mas lento, S. rolfsii, alcanzaba los 51,0 mm a
los cuatro dias, F, solani y Ps. griseola solo median de crecimiento radial 29,5y
43,0 mm respectivamente.

Cinco dias (120 horas) después de realizada la siembra, tres de los seis
aislamientos alcanzaban el borde de las placas Petri utilizadas. S. rolfsii y Ps.
griseola dos de los aislamientos fitopatdgenos conseguian los 90,00 mm de
crecimiento radial y la cepa A-53 de T. harzianum. El aislamiento de F. solani a



los cinco dias solo alcanzaba, los 38,5 mm, los aislamientos anteriores obtenian
mas del doble en su crecimiento.

A los seis dias (144 horas), ultimo intervalo en que fueron evaluados los seis
aislamientos, las tres cepas de los antagonistas alcanzaron su maximo
crecimiento posible, en las placas Petri utilizadas, los 90 mm de su crecimiento
micelial radial, igual comportamiento se observaba en los aislamientos de S.
rolfsii y Ps. griseola que ya habian alcanzado este crecimiento desde el dia
anterior a los cinco dias, el aislamiento de F. solani solo alcanzo los 47 mm.
Asi este resultado coincide con lo plateado por (Hernandez-Jiménez et al.,2013)
y (Martinez et al., 2014), los que sefalaron que la variabilidad morfoldgica, de
Fusarium puede estar influenciada por los medios de cultivos y la temperatura,
en sus investigaciones estos autores utilizaron cultivos monobasidiospéricos en
papa-dextrosa-agar (PDA), ademas, también pueden influir en la produccion de
esclerocios los cuales son estructuras de supervivencia y constituyen la principal
fuente de indculo primario en las condiciones naturales del cultivo de frijol.

En lo que respecta a las cepas de Trichoderma spp. se corroboré 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 diametro.

El resultado de los célculos del crecimiento del micelio y el crecimiento medio
diario o velocidad media del crecimiento, calculado a los cinco dias cuando los
aislamientos de S. rolfsii y Ps. griseola y la cepa A-53 de T. harzianum
alcanzaron el borde de la placa, maximos crecimientos posibles se muestran en
la Tabla 4. Para estos tres aislamientos el crecimiento del micelio fue de 44,5
mm, la cepa TS-3 de T. viride le siguié con 41,0 mm y la cepa A-34 de T.
harzianum con 31,75 mm, donde se reafirma el menor crecimiento lineal del
micelio para F. solani, con solo 18,75 mm.

El crecimiento medio diario o velocidad media de crecimiento, fue igualmente
mayor para los aislamientos de S. rolfsii y Ps. griseola y la cepa A-53 de T.

harzianum con 17,8 mm, con solo 7,5 mm para F. solani.



Resultados similares encontraron Samuels, et al., (2005) los que trabajando con
seis aislamientos de T. harzianum (T813, T622, T121, T412, T523 y T212), se
desarrollaron a una velocidad mayor a la de R. solani, S. rolfsiiy 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 patdgenos mostraron un crecimiento limitado en cultivo dual, con un
promedio de 2,3 cm en todos los casos.

Tabla 4.- Comportamiento de los parametros calculados para 5 dias de crecimiento in

vitro contra hongos fitopatégenos.
U/M = Crecimiento de las colonias en mm

Pardmetro TS3 A-53 A-34 S.rolfsii  F.solani Ps. griseola

L (mm) 41 44,5 31,75 44,5 18,75 44,5

V (mm/dia) 16,4 17,8 12,7 17,8 7,5 17,8

Elaboracion propia

En el ensayo de enfrentamiento de la cepa TS-3 de T. viride se observé un menor
crecimiento del antagonista, aunque frente a F. solani. Se observé el
hiperparasitismo de esta cepa a los seis dias de los enfrentamientos duales. (Ver
tabla 5).

4.2 Eficiencia biolégica de cepas de Trichoderma spp. como antagonista
frente a fitopatégenos.

En la Tabla 5 se muestran los resultados alcanzados de las pruebas de
antagonismo in Vitro de la cepa TS-3 de T. viride, contra los tres aislamientos de
los fitopatdgenos, a las 48 horas, el mayor crecimiento lineal del micelio era de
S. rolfsii, con 19,3 mm frente a solo 4,6 mm de la cepa TS-3, este si superaba a
Ps. griseola y F. solani.

A las 72 horas el aislamiento de S. rolfsii continuaba con el mayor crecimiento
lineal del micelio con 22,0 mm, aunque en este intervalo se produjo un rapido
crecimiento de la cepa TS-3 frente este fitopatdgeno, pero no lo superoé. Siguio
mostrado similar crecimiento lineal del micelio frente a Ps. griseolay F. solani. A
los cuatro dias se observo un crecimiento diferente del antagonista frente a F.
solani con una velocidad media de crecimiento muy rapida para este intervalo

entre las 72 y 96 horas del enfrentamiento, donde alcanzo los 27,5 mm.



Cinco dias después del enfrentamiento esta cepa TS-3 de T. viride continuaba
mostrando su mayor crecimiento lineal del micelio frente al aislamiento de F.
solani con 42,5 mm aproximandose al borde del micelio de este fitopatdgeno,
donde al siguiente dia se produjo el hiperparasitismo, solo en el borde de la

colonia del fitopatdgeno.

Tabla 5. Pruebade antagonismo in Vitro de lacepa TS-3 de Trichoderma viride contra
hongos fitopatégenos. U/M = Crecimiento de las colonias en mm.
TS-3 S rolfsii | TS-3 F.solani  TS-3 Ps.
Cepa griseola

2 dias 4,6 19,3 8,5 6 5 2

3 dias 15,6 22 14 12 9,5 S

4 dias 21 39,5 27,5 21 14 19,5

5 dias 36 41 42,5 27 23 33,5

6 dias = 36 43 52,5+ 29 26,5 425

* Hiperparasitismo deTrichoderma solo en el borde de la colonia del fitopatégeno.

Elaboracion propia

Como se observa en la Tabla 5 la cepa TS-3 en los primeros tres dias superé en
crecimiento lineal del micelio, al aislamiento de Ps. griseola 9,5 mm contra 5,0
mm, sin embargo, a las 96 horas (4 dias), se observé un comportamiento
totalmente diferente del fitopatdgeno, alcanzé los 19,5 mm y superaba a la cepa
TS-3 que consiguid 14,0 mm, a partir de este momento siempre este aislamiento
superd en crecimiento lineal del micelio a esta cepa, sin que se produjera
parasitismo alguno, a los seis dias (144 horas), el aislamiento de Ps. griseola
alcanzaba los 42,5 mm por solo 26,5 mm de la cepa TS-3.

Similar comportamiento presentd esta cepa frente a S. rolfsii, aunque esta
siempre la superd en su crecimiento lineal del micelio donde alcanzaron a los
seis dias los 43,0 y 36,0 mm respectivamente. Este resultado difiere del obtenido
por (Jaworska J,. 2007) en Colombia donde encontraron que en pruebas de
antagonismo in vitro, Trichoderma spp. inhibi6 el crecimiento de F. oxysporum f.
sp. phaseoli, deteniendo su crecimiento a los tres dias y a los siete dias se
presentd una invasion total del micelio del fitopatdgeno. Trichoderma spp. se
caracterizo por un crecimiento radial, capaz de inhibir 64% el crecimiento de F.
oxysporum. Este trabajo no especifica la especie, ni la cepa de Trichoderma

utilizada.



Cinco dias después del enfrentamiento esta cepa TS-3 de T. viride continuaba
mostrando su mayor crecimiento lineal del micelio frente al aislamiento de F.
solani con 42,5 mm aproximandose al borde del micelio de este fitopatdgeno,
donde al siguiente dia se produjo el hiperparasitismo, solo en el borde de la
colonia del fitopatdgeno.

También difiere de los resultados alcanzados (Gonzalez, 2004), el que utilizo
aislamientos de Sclerotium rolfsii Sacc., Rhizoctonia solani Kuihn vy
Macrophomina phaseoli Tassi. Encontré que todas las cepas de Trichoderma
spp. estudiadas presentaron antagonismo por competencia sobre Rh. solani, S.
rolfsii y M. phaseoli. EI mayor efecto antagdnico 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) mostrd, el mayor hiperparasitismo sobre S. rolfsii, mientras que contra R.
solani el mayor hiperparasitismo lo observé 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 %.

Los resultados del enfrentamiento de la cepa A-53 de T. harzianum se muestran
en la Tabla 6, donde el antagonista evidencié un buen crecimiento lineal del
micelio, inhibiendo el crecimiento micelial de los hongos fitopatégenos,
incluyendo los que presentaron similares velocidades medias de crecimiento,
como ya los discutimos en la Tabla 4. Este comportamiento revela una accién
controladora en el enfrentamiento de los hongos fitopatégenos.

Tabla 6. Prueba de antagonismo in Vitro de la cepa A-53 de T. harzianum contra los
aislamientos de los hongos fitopatégenos.

U/M = Crecimiento de las colonias en mm

Cepal/ Tiempo | A-53 | S. rolfsii | A-53 | F. solani | A-53 | Ps. griseola
Dos dias 5,0 2,0 8,0 5,6 5,6 8,6

Tres dias 14,3 19,3 240 |10,6 22,6 |26,0

Cuatro dias 41,3 | 22,3 44,3 | 14,6 41,0 | 37,0

Cinco dias 52,6 | 31,0 57,0 | 22,3 42,0 | 38,3

Seis dias 64,0” | 31,0 63,0” | 23,0 52,6™ | 38,3

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

Elaboracion propia



Como se observa en la Tabla 6 a los tres dias (72 horas) la cepa A-53 mostraba
mayor crecimiento lineal micelial que los aislamientos de S. rolfsii y F. solani con
14,3 y 24,0 mm sobre 9,3 y 10,6 respectivamente para los dos aislamientos
fitopatdgenos, no asi para Ps. griseola, cuyo aislamiento a los tres dias superaba
en crecimiento lineal del micelio a la cepa A-53, 26,0 mm por 22,6 mm.

A los cuatro dias todos los enfrentamientos de la cepa A-53 superaban a los tres
aislamientos de los fitopatdogenos, con similares digitos de 41,3 mm frente a S.
rolfsii, 44,3 mm frente a F. solani y en este tiempo también superaba el
aislamiento de Ps. griseola 41,0 mm por 37,0 mm.

Cinco dias después del montaje de los enfrentamientos, ya se observaba el
parasitismo de la cepa A-53 de T. harzianum sobre F. solani y S. rolfsii, con un
crecimiento lineal micelial de 57,0 mm, en esta fecha este ultimo aislamiento era
inhibido su crecimiento del micelial y mostraba los sintomas del parasitismo de
T. harzianum cepa A-53 sobre S. rolfsii.

En la Tabla 6 se muestra como a los seis dias (144 horas) en la cepa A-53 de T.
harzianum, se observaba un hiperparasitismo sobre los tres aislamientos de los
hongos fitopatdgenos, observandose una zona de inhibicion del crecimiento de
los tres fitopatdgenos, aqui también se encontré6 como esta cepa ejercia uno de
los principales mecanismos de accion de Trichoderma, su competencia por el
sustrato y el espacio.

Los resultados obtenidos corroboran lo plateado por (Carsolio Carolina., et al,
2009), donde sefala 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 fitopatdgeno.

Los resultados experimentales también confirman los obtenidos por Sueli Corréa
et al.,, (2007), los que investigando la actividad antagonica de cepas de
Trichoderma por el método de cultivo dual, obtuvieron que todas las cepas
inhibieron el crecimiento del hongo patégeno cuando las situaron en cultivo dual,
en la proporcién de 18,97 hasta 44,12%, comparado con el crecimiento del
testigo. Las cepas CEN220, CEN249, CEN260, CEN262 y CEN266 fueron las

que presentaron actividad antagonica y parasitica mas elevada, al mostrar una



colonizacion total sobre S. rolfsii a las 120 h, por lo que recibieron calificacién de
1 en la escala de clasificacion de Bell et al. (1982), es esta otra metodologia para
encarar y medir el efecto de inhibicién por Trichoderma.

Este resultado también confirma lo planteado por (Carreras 2011), cuando
plante6 que algunas especies de Trichoderma tienen la habilidad de producir
enzimas que atacan o inhiben a hongos fitopatégenos por lo que lo convierten
en un excelente agente de biocontrol.

Similares resultados obtuvieron (Sandoval et al., 2002) los que plantean que 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.

En estudios realizados en Cuba (Villegas, 2005). Esbozan que el parasitismo
puede ocurrir mediante la penetracion, engrosamiento de las hifas, produccion
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 aquellos que penetran rapidamente.

Otros autores como (Infante Danay et al., 2009). Plantean que las especies de
Trichoderma poseen 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 patégenos. En las investigaciones realizadas se ratifica como la Cepa A-
53 de T. harzianum mostré un efecto de hiperparasitismo sobre S. rolfsii, F. solani
y Ps. griseola demostrandose en nuestros resultados su antagonismo para los
tres fitopatdégenos del frijol en investigaciones in Vitro.

Las especies y cepas de Trichoderma, también se distinguen y asi ha sido
demostrado por varios investigadores, que presentan no solo efectividad como
antagonista de hongos, sino también efectivas contra nematodos. Se considera
un fungicida bioldgico 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 fitopatégenos del suelo de la mayoria de los cultivos, plantas
ornamentales y forestales. Tiene un efecto de parasitismo al asociarse con las
colonias de hongos patdgenos 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.

Los resultados obtenidos reafirman lo planteado por (Martinez, 2015) cuando
sefal6 que 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 econémicas.

En estudios realizados por (Lorenzo N, 2001) plateé que la accion
biocontroladora de Trichoderma es descrita por diferentes mecanismos de
accion que regulan el desarrollo de los hongos fitopatégenos. 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,
los resultados que se obtuvieron asi lo demuestran.

En el ensayo de enfrentamiento de la cepa A-34 de T. harzianum se observo un
pobre crecimiento del antagonista para todos los casos, mientras los patégenos
presentaron un buen crecimiento lineal del micelio, como se muestra en la Tabla
7. Este comportamiento resulta similar al observado en la cepa TS-3 de T. viride,
donde la interaccion del antagonista y el patdgeno no mostraron un saldo
positivo.

Este resultado también viene a fortalecer lo planteado por (Leon et al., 2014),
cuando estudiaron seis cepas de mas de 200 aislamientos obtenidos de dos
ecosistemas diferentes de la provincia de Matanzas y mostraron acciones
antagonicas totalmente diferente. Por 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.

Como se puede observar en la tabla 7 a los dos dias (48 horas) el crecimiento
hifal no era significativo en ninguno de los aislamientos, ni la cepa del
antagonista, ni tampoco los aislamientos de los tres fitopatégenos. EI mayor
crecimiento lineal micelial era para la cepa A-34 en su enfrentamiento con el
aislamiento de Ps. griseola que alcanzaban ambos los 4,6 mm, pobre era el
crecimiento de los aislamientos de F. solani y S. rolfsii con solo 1,6 mm.

Aspecto este, que reafirma una vez mas la busqueda constante de nuevos

aislamientos de este antagonista.



Tabla 7. Pruebade antagonismo in Vitro de la cepa A-34 de T. harzianum contra hongos

fitopatogenos. U/M = Crecimiento de las colonias en mm.

Tiempo Cepa  A34 g olfsii A-34 F.solani A-34 Ps.griseola
2 dias 4,3 1,6 2,6 1,6 4,6 4,6
3 dias 12,6 10,3 9,0 10,3 16,3 17,6
4 dias 19,3 22,3 14,6 22,3 17,8 18,8
5 dias 23,6 27,3 17,6 27,3 18,2 19,3
6 dias 370 530 182 530 26,0 47,0

Elaboracion propia.

A los tres dias (72 horas) igualmente el enfrentamiento de la cepa A-34 vy el
aislamiento de Ps. griseola mostraron el mayor crecimiento lineal micelial, con
16,3 mmy 17,6 mm respectivamente, pero bien distante de lo que en este mismo
intervalo de tiempo alcanzaban la cepa A-53 en su enfrentamiento con Ps.
griseola con valores de 22,6 y 26,0 mm respectivamente tabla 6. También era
muy superior el crecimiento de esta cepa en su enfrentamiento con F. solani con
24,0 mm de crecimiento lineal micelial.

En las mediciones realizadas a los cuatro dias (96 horas) el crecimiento lineal
micelial era muy similar en los tres enfrentamientos {(cepa A-34 vs S. rolfsii),
(cepa A-34 vs F. solani) y (cepa A-34 vs Ps. griseola)} y sobresalia el aislamiento
de F. solani con 22,3 mm, igual crecimiento mostraba el aislamiento de F. solani.
Cuando se comparé este crecimiento con las mediciones realizadas a cada uno
de los aislamientos y las tres cepas de Trichoderma, encontramos un crecimiento
mucho mayor, al ser evaluados independientemente cada uno de ellos sobre el
medio de cultivo (PDA), la cepa A-53 alcanzaba los 79,0 mm y este aislamiento
que se utilizé para el enfrentamiento dual media 51,0 mm.

Cinco dias (120 horas) después de montados los enfrentamientos se observo el
mayor crecimiento micelial lineal para los aislamientos de S. rolfsii y F. solani con
idénticas mediciones de 27,3 mm, la cepa A-34 manifestaba un pobre
crecimiento frente a los tres fitopatdgenos, con 19,3, 17,6 y 14,8 mm, similar

comportamiento al obtenido por la cepa TS-3 de T. viride.




Todo hace indicar que la interaccién que se produce entre los tres fitopatdgenos
y esta cepa A-34 limita su crecimiento micelial lineal, pues cuando se comprobo
el crecimiento de cada uno de los aislamientos y las tres cepas de Trichoderma
gue serian utilizadas como antagonista en los cultivos dual en (PDA) a los cinco
dias la cepa A-34 alcanzaba un crecimiento micelial lineal de 64,8 mm ver tabla
3. Esto puede estar motivado por la secrecion de enzimas de estos hongos al
igual que lo hacen las especies de Trichoderma que estan limitando su
crecimiento micelial.

En el dltimo dia de las observaciones seis dias después del montaje de los
enfrentamientos duales (144 horas), se mantenia el mismo comportamiento,
mayor crecimiento micelial lineal de los aislamientos de los fitopatdégenos, S.
rolfsii llegaba hasta los 53,0 mm por solo 37,0 mm la cepa A-34, igual resultado
mostraba F. solani por solo 18,3 mm de la cepa A-34, un poco menor era el
crecimiento de Ps. griseola 47,0 mm, pero también superior a la cepa A-34 con
26,0 mm. Segun los resultados obtenidos, la cepa A-34 de T. harzianum no
mostré buena accién como biocontroladora o antagonista de los aislamientos de
S. rolfsii, F. solani y Ps. griseola de este campo de frijol.

La determinacion del por ciento de inhibicién utilizando la formula propuesta por
Rapilly (1968) y también propuesta por (Rivero Deyanira et al. 2008), se calcul6
que el mayor efecto inhibitorio es producido por la cepa A-53 de T. harzianum.
Esta cepa alcanzo6 un 67,1 % de inhibicion frente S. rolfsii, con 59,2 % y 44,0 %
ante los aislamientos de Ps. griseola y F. solani respectivamente como se
muestra en la Tabla 8. Estos valores son similares a los mayores valores
alcanzados por Benzohra (2011) con T. harzianum frente a aislados de

Ascochyta rabiei, donde se alcanzaron valores desde 20 % hasta un 65 %.

Tabla 8. Inhibicién del Crecimiento in Vitro de las cepas de Trichoderma ensayadas contra
los aislamientos de los hongos fitopatégenos. (U/M = %)

Antagonista S. rolfsii F. solani Ps. griseola
T. viride. cepa TS-3 53.9 % 28.0 % 28.1 %
T. harzianum. cepa A-53 67.1 % 44.0 % 59.2 %
T. harzianum. cepa A-34 44.9 % 32.5% 49.4 %

Elaboracion propia




Entre las primeras investigaciones en Cuba para estudiar el efecto antagénico
de cepas de Trichoderma estan las desarrolladas por (Stefanova., et al. 1999)
informaron la presencia de metabolitos no voléatiles con actividad antifungica en
cuatro aislamientos de Trichoderma y concluyeron que los mismos reducen el
crecimiento micelial de Phytophthora nicotianae Breda de Haan y Rh. 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, coagulacion, desintegracion vy lisis.

Muchos autores plantean que son numerosos los aspectos por investigar sobre
el antagonismo de las especies de Trichoderma por ejemplo el micoparasitismo
como mecanismo de accion antagonica en Trichoderma spp. ha sido
ampliamente estudiado, no obstante (Pérez, 2004). Planted, que 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 biotréfica o
necrotrofica del antagonista. Este resultado asi lo demuestra, esta cepa A-34 de
T. harzianum utilizada no presenté ninguno de los mecanismos de accion
planteados sobre estos tres aislamientos de frijol.

Igualmente, no son coincidente los resultados con lo planteado por (Sandoval.,
et al.2002), los que sefalaron que 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.

Si bien las cepas TS-3 y A-34 no mostraron una alta eficiencia como antagonistas
de los aislamientos F. solani y Ps. griseola con 28,0 % 28,1 % de inhibicién, esta
misma cepa alcanz6 un 53,9 % sobre S. rolfsii y la cepa A-34 un 49,4 % sobre
Ps. griseola resultados que pueden ser alentadores. Resultaron muy positivos
los resultados obtenidos con la cepa A-53 con 67,1 % de inhibicion del
aislamiento de S. rolfsii y 59,2 % para Ps. griseola algo inferior fue el resultado
para F. solani con un 44,0 %, sobre este fitopatdogeno de suelo, se obtuvieron los
menores por ciento de inhibicién.

Varios investigadores plantean la presencia de un grupo importante de hongos y
bacterias que presentan efectos antagonicos contra hongos fitopatdgenos de

suelo y esta accion puede ser aprovechada como una forma de control bioldgico



de patdégenos vegetales, si queremos obtener producciones mas limpias y
alcanzar una produccién sostenible. Entre estos microorganismos se encuentran
algunas bacterias de los géneros Pseudomonas y Bacillus, y hongos de los
géneros Gliocladium y Trichoderma los que reporta (Fernandez, 2001). Otros
autores como (Corréa et al., 2007) y (Reyes, et al., 2007). Plantearon que estos
antagonistas le confieren proteccion a semillas, plantulas y hortalizas, en contra
del ataque de hongos fitopatdgenos como Rhizoctonia, Fusarium, Sclerotium,
Phythophthora y Pythium.

Diferentes resultados confirman la eficacia y resaltan la necesidad de continuar
estas investigaciones e introducirlas a las condiciones de produccion para
disminuir la alta incidencia de enfermedades en el frijol y las pérdidas que por
este concepto se producen. Los resultados alcanzados por (Gonzalez, 2004),
también lo demuestran, este investigador utilizé aislamientos de S. rolfsii, Rh.
solaniy M. phaseoli, y obtuvo aislados de semillas y plantas enfermas del cultivo
del frijol, y evalu6 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
que sobre R. solani lo observé con T. harzianum (cepa A-34), Trichoderma spp.
y Trichoderma spp. (cepa A-61). Trichoderma spp. (cepa-66) encontrd el mayor
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 96,5 y 97,5%.

El frijol es atacado por diferentes hongos presentes en el suelo, que atacan la
semilla desde que se produce la siembra, pero también pueden atacar la base
del tallo en los inicios de su desarrollo, ademas muchos de estos hongos estan
presentes en la semilla y al llegar al suelo encuentran las condiciones ideales,
para que se produzca la germinacion de sus esporas, estas realidades estan
demostradas por investigaciones realizadas en el Centro Nacional de Sanidad
Vegetal y Animal (CENSA), donde (Martinez et al., 2014), investigaron 102 lotes



de semilla de frijol, de 16 variedades provenientes de las provincias de Pinar del
Rio, Mayabeque y Artemisa.

Identificd 679 aislados fangicos pertenecientes a 34 especies de 20 géneros. Las
especies de mayor frecuencia de aparicion fueron Penicillium spp. (78.4%),
Rhizoctonia solani (77.5%), Aspergillus niger (68.6%) y Fusarium solani (51.0%).
Ademas, identificé 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 constituyé el primer informe de la
incidencia de S. sclerotiorum en semillas cubanas de frijol.

En otros resultados también se demuestra la alta incidencia de organismos
fitopatdgenos sobre el frijol y el significado de sus pérdidas: En Colombia donde
el frijol al igual que en Cuba es uno de los principales granos cultivados. Negrone
(2008). Plantea que 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 tltimo sintoma marca la diferencia de la marchitez por
Fusarium. Y recomienda el tratamiento de la semilla con Trichoderma el que
constituye una alternativa para disminuir su incidencia.

Los resultados obtenidos por (Hernandez et al., 2012), también incitan a la
necesidad de la busqueda de alternativas para el manejo de los organismos
fitopatdgenos de frijol, estos autores reportaron alta incidencia de Fusarium en
frijol, atacando el cuello de la raiz, produciendo una lesion necrética, y sobre los
tejidos afectados un crecimiento micelial blanco los que se tornan a color marrén

oscuro posteriormente.



V. CONCLUSIONES

» Se obtuvieron los aislamientos monosporicos de los hongos T. harzianum
cepas A-34 y A-53, T. viride cepa TS-3 y de los fitopatégenos: F. solani,
S. rolfsii, Ps. griseola. Todos mostraron buen crecimiento en papa-
dextrosa-agar (PDA), excepto F. solani con 47,0 mm de crecimiento
micelial lineal a los seis dias después de la siembra.

» La cepa A-53 de T. harzianum mostré el mejor comportamiento de
crecimiento micelial lineal, frente a los tres aislamientos de los
fitopatdgenos logrando el hiperparasitismo en la totalidad de la colonia a
los seis dias de enfrentamiento.

» La cepa A-53 mostré el mayor porciento de Inhibicién del Crecimiento in
Vitro contra los aislamientos de los hongos fitopatégenos, con 67,1 % para
S. rolfsii, 44,0 % para F. solani y 59,6 % para Ps. griseola.

» Son necesarios estudios de campo con las cepas mas promisorias
encontradas en este trabajo, con el fin de conocer su comportamiento

frente a las condiciones ambientales en el sistema agroecologico.



VI. Recomendaciones

» 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 antagonica sobre diferentes fitopatégenos de

este cultivo.
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VIIl. Anexos

1. Fotos del crecimiento radial en placa Petri de las cepas del Hongo

Antagonista Trichoderma spp.

Trichoderma viride
TS-3

Trichoderma harzianum
A-34

Trichoderma harzianum
A-53

2. Fotos del crecimiento radial en placa Petri de los Hongos fitopatégenos

ensayados.

Fusarium solani

Sclerotium rolfsii

Pseudocercospora
grisseola




3. Fotos del crecimiento de las cepas de Trichoderma en el medio papa-

dextrosa-agar.

T. viride cepa TS-3 T. harzianum cepa A-53 T. harzianum cepa A-34

4. Antagonismo in Vitro de la cepa TS-3 de trichoderma harzianum contra

hongos fitopatdgenos.

11/01/2008

TS-3vs F. TS-3vs S.

5. Antagonismo in Vitro de la cepa A-53 de Trichoderma harzianum contra

hongos fitopatdgenos.

A-53 vs S. A-53 vs F. A-53 vs Ps.



6. Antagonismo in Vitro de la cepa A-34 de Trichoderma harzianum contra

hongos fitopatégenos.

HI01/2008

A-34 vs Ps.

7. Comportamiento de los parametros calculados para 5 dias de crecimiento
in Vitro de las cepas de Trichoderma ensayadas contra hongos

fitopatdgenos.




