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Resumen

El género Trichoderma se encuentra de manera natural en un nimero importante de
suelos agricolas. Este incluye especies que se usan ampliamente en el sector agricola y
contribuyen a la atenuacion de los dafios que causan las enfermedades en los agroecosistemas.
Por lo tanto, este estudio se enfoco en la obtencion de una cepa nativa de Trichoderma spp. con
potencial biocontrolador para su uso en un cultivo de fresa (Fragaria spp.). Para ello, se hizo un
analisis comparativo con una cepa comercial de Trichoderma spp. Las pruebas in vitro se
realizaron en cultivos duales, comparando la capacidad antagdnica de la cepa autdctona aislada
del suelo en un cultivo de fresa de la Vereda Monteadentro, Norte de Santander (TNO1), una
cepa nativa aislada del suelo en un cultivo de banano en el municipio de Bucarasica Norte de
Santander (TNO2), y de la cepa comercial (TH), frente a una cepa de Botrytis spp., aislada en un
cultivo de fresa en frutos lesionados. Todas las cepas evaluadas in vitro mostraron inhibicion en
el crecimiento radial del fitopatdgeno, encontrandose diferencias significativas entre los
antagonistas. En cuanto a la accién micoparasitica solo la cepa TNO1 y TH presentaron esta
caracteristica con una escala de grado 4. Para evaluar la capacidad protectora en campo abierto
en el cultivo de fresa, se selecciond la cepa TNO1 para comparar con la cepa comercial (TH),
para esta fase se empled un Disefio en Bloques Completamente al Azar (DBCA), con 8
tratamientos y 3 repeticiones. De los resultados obtenidos, se puede concluir que la cepa nativa
TNO1, mostré una eficacia comparable a la observada para la cepa comercial.

Palabras clave: Agricultura sostenible, antagonismo, control biolégico, desarrollo

sostenible, desarrollo enddgeno
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Abstract

The genus Trichoderma occurs naturally in a significant number of agricultural soils.
This includes species that are widely used in the agricultural sector and contribute to mitigating
the damage caused by diseases in agroecosystems. Therefore, this study focused on obtaining a
native strain of Trichoderma spp. with biocontroller potential for use in a strawberry crop
(Fragaria spp.). For this, a comparative analysis was made with a commercial strain of
Trichoderma spp. The in vitro tests were carried out on dual cultures, comparing the antagonistic
capacity of the native strain isolated from the soil in a strawberry crop from Vereda
Monteadentro Norte de Santander (TNO1), a native strain isolated from the soil in a banana crop
in the municipality of Bucarasica Norte de Santander (TN02), and the commercial strain (TH),
against a Botrytis spp. strain, isolated in a strawberry crop in injured fruits. All the strains
evaluated in vitro showed inhibition in the radial growth of the phytopathogen, finding
significant differences between the antagonists. Regarding the mycoparasitic action, only the
TNO1 and TH strain presented this characteristic with a scale of grade 4. To evaluate the
protective capacity in open field in strawberry cultivation, the TNO1 strain was selected to
compare with the commercial strain (TH) For this phase, a Completely Random Block Design
(DBCA) was used, with 8 treatments and 3 repetitions. From the results obtained, it can be
concluded that the native strain TNO1 showed an efficacy comparable to that observed for the
commercial strain.

Keywords: Sustainable agriculture, antagonism, biological control, sustainable

development, endogenous development
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Introduccion

La produccion de fresa (Fragaria spp.) junto a sus derivados ha aumentado tanto a nivel
mundial como nacional, debido a sus caracteristicas nutricionales y organolépticas. Buscando el
desarrollo econdmico, los agricultores han buscado soluciones rapidas, utilizando una gran
cantidad de productos quimicos como lo son los fungicidas e insecticidas. No obstante, esta
medida no ha sido tan eficaz bajo ciertas condiciones, a lo anterior le sumamos la excesiva
contaminacion e impacto ambiental (Zhou et al., 2015); ademas, este cultivo requiere grandes
cantidades de recursos: como adecuada cobertura del suelo que consiste en cubrir las eras, surcos
0 camas, Yy otros materiales para evitar dafos patologicos. Asimismo, requiere de una cantidad
considerable de agua para el establecimiento de las plantaciones, y adicion de fertilizantes de
sintesis quimica, para aumentar su productividad (Rubio et al., 2014).

Desafortunadamente el hombre viene utilizando desde hace décadas productos
fitosanitarios, con la finalidad de aumentar la produccion y proteger los cultivos frente al grave
efecto de maltiples organismos vivos (insectos, hongos, nematodos etc.). Los productos
fitosanitarios una vez aplicados, son absorbidos por las plantas sobrellevando procesos de
volatilizacién, lavado y degradacion biotica y abidtica en el suelo que conducen a la formacion
de nuevos productos, mas maviles, persistentes y mas peligrosos que los compuestos de partida.

Por todo lo anteriormente mencionado, se ha utilizado el control biolégico lo cual ha
logrado reducir el uso indiscriminado de agroquimicos como medio de supresién y erradicacion
de enfermedades, haciendo necesario la incorporacion de tratamientos bioldgicos que sean

rentables y amigables con el medio ambiente (Nava et al., 2012).
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En control biologico se han realizado investigaciones aplicando la accion de hongos
antagonistas, encontrandose diferentes especies de los géneros, y entre ellos el género
Trichoderma spp., que ha sido reconocido por sus habilidades como biocontrolador de bacterias
y patdgenos del suelo (Mishra et al., 2014). Esto coloca a Trichoderma spp., y otros organismos
como los controladores bioldgicos naturales en los ecosistemas ya que es un habitante natural del
mismo (Ramirez et al., 2019).

En investigaciones en control de enfermedades con diferentes especies de Trichoderma
spp., se ha observado que este hongo no solo reduce la severidad sino que también induce la
estimulacion del crecimiento de las plantas (Cubillos et al., 2009), conjuntamente presenta
diferentes mecanismos de accion biocontroladora sobre hongos fitopatdgenos compitiendo por
espacio y nutrientes, micoparasitando y realizando antibiosis, lo cual tiene una accion directa
sobre el hongo patégeno (Infante et al., 2009).

Por lo anterior mencionado, el principal objetivo de la presente investigacion es analizar
comparativamente el uso de una cepa nativa de Trichoderma spp., con un producto comercial
Fitotripen WP (Trichoderma spp.) como agente biocontrolador en un cultivo de fresa de la

vereda Monteadentro del municipio de Pamplona.
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Capitulo |
1. Problema

La vereda Monteadentro del municipio de Pamplona, Colombia, se caracteriza por ser un
territorio agricola, en el que se destaca principalmente el cultivo de fresa. Los productores
locales tradicionalmente han cultivado esta fruta, entre otros alimentos, que inicialmente se usaba
para suplir sus propias necesidades basicas de alimentacion. No obstante, con las dindmicas
demogréficas y de mercado, la produccion se ha incrementado y actualmente se comercializa en
los mercados locales y regionales. En su cotidianeidad, los agricultores locales deben enfrentar a
diferentes agentes biologicos que se constituyen en plagas que afectan al cultivo de la fresa.
Dentro del grupo de agentes fitopatdgenos que afectan la productividad del cultivo, merece
especial atencidn el hongo filamentoso Botrytis spp. (Botryotinia si se refiere a su teleomorfo),
ya que las condiciones climaticas de la zona (clima hiumedo, humedad relativa elevada y
temperaturas entre 15-22°C), favorecen su aparicion. La virulencia de las cepas de este hongo es
tal, que pueden atacar a mas de 200 especies vegetales, siendo la fresa uno de los cultivos de
importancia econémica de la region que se ven afectados con mayor frecuencia. El accionar de
este agente fitopatdgeno se hace notorio cuando la planta comienza su floracion, ya que hasta ese
momento puede permanecer en un estado inactivo o asintomatico. Estas infecciones latentes
pueden activarse durante el desarrollo de la flor o en etapas mas tardias afectando al fruto. En el
caso de la fresa, al tratarse de una fruta blanda, el fruto se convierte también en un reservorio y
sustrato para su crecimiento, por lo que Botrytis spp., ocasiona pérdidas antes y después de la
cosecha, ya que se desarrolla tanto en el campo como durante el almacenamiento y transporte

(Gbmez, 2013).
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El uso de agentes quimicos con actividad fungicida es la herramienta habitual de la
agricultura tradicional para mitigar la incidencia de este hongo fitopatégeno y minimizar las
pérdidas en el cultivo. Debido a que las fresas florecen por un largo periodo, se requiere
aplicaciones multiples a lo largo de la temporada, utilizando productos diversos con distintos
mecanismos de accion para evitar la aparicion de resistencias. Los agricultores deben programar
las aplicaciones para maximizar la proteccion de las flores nuevas y recién abiertas. Cuando el
agricultor hace uso de estos productos, suele incurrir en un uso indiscriminado de fungicidas, los
cuales no solo causan dafio a los hongos fitopatdgenos sino también al medio ambiente. Lo
anterior convierte su uso en un potencial problema del ambito de la salud publica, el cual
requiere de estrategias preventivas. Sin embargo, la escasa asistencia técnica por parte de las
entidades estatales encargadas de ello, la falta de adopcion de tecnologias por parte de los
productores, la baja participacion en los procesos de innovacién, el inadecuado manejo del
cultivo y el poco conocimiento de estrategias bioldgicas en la vereda, han contribuido a que el
agricultor sea dependiente de estos quimicos que les presenta el mercado, dejando de lado los

conocimientos ancestrales y el uso de estrategias biologicas alternativas.

1.1 Justificacion

La fresa (Fragaria spp.) es una fruta muy apetecida en el mercado nacional y extranjero
por su textura, sabor, color, aroma, grados brix y valor nutricional alto, lo que la convierte en una
fruta utilizada para transformacion y elaboracion de productos en la industria alimenticia. Segun
el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural (2020). Para el afio 2019 la produccién de fresa a
nivel departamental y nacional han aumentado de manera considerable, convirtiendo a Norte de

Santander en el tercer departamento con méas produccion de fresa, con un total de 4.775
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toneladas anuales equivalente al 52% de produccion nacional, lo cual trae grandiosos beneficios
para los productores que quieran implementar este cultivo ya que no tendrd mayores dificultades
para poder distribuir y comercializar el producto por la alta demanda en el mercado.

En Colombia, este cultivo es muy apreciado por su alta produccion y precocidad,
convirtiéndose en una de las actividades muy importante del desarrollo sostenible del pais del
sector hortofruticola. Este cultivo se implementa especialmente a campo abierto, lo que genera
algunas limitaciones relacionadas con el ataque de plagas y enfermedades por la exposicion a
condiciones climaticas adversas, lo cual pueden provocar pérdidas importantes en la produccion
(Camara de Comercio de Bogota, 2015). Una de esas enfermedades de gran importancia es la
podredumbre gris del racimo cuyo agente causal es Botrytis cinerea.

Uno de los resultados esperados del presente trabajo es el de instruir a los productores de
fresa a reducir la alta incidencia de Botrytis spp., con alternativas basadas en control bioldgico y
promover el desarrollo agricola de la region, dicha alternativa es el uso de Trichoderma spp.,
como lo demuestra Castellanos, Céspedes y Valdovino (2020), que es un hongo antagonista, de
facil multiplicacion, adaptabilidad, propio del suelo, cuyas cualidades han permitido su uso en
numerosos cultivos de alto impacto econémico, razones que han motivado a corroborar su
potencial y beneficios en el cultivo de fresa. La utilizacion de este hongo ayuda a mitigar el uso
de fungicidas, ya que dichos quimicos ocasionan dafio al medio ambiente y al ser humano

(Pabuena et al., 2015).

1.2 Delimitacion
El cultivo objeto de estudio esta ubicado en la Vereda Monteadentro en la finca “El

Cascajal” propiedad del sefior Gonzalo Granados ubicado a 7°20°46.0” N, -72°39°29.6” W.
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Este trabajo busca, mediante la obtencidn de cepas autdctonas de Trichoderma spp., de la
zona de interés, explorar los beneficios de su aplicacion en un cultivo de fresa, especialmente en
lo referente a la proteccion contra el hongo fitopatogeno Botrytis spp.

A nivel de laboratorio se procedera a realizar el aislamiento de los géneros fungicos de
interés y se verificara in vitro el efecto antagonico de las cepas aisladas, contra el agente
fitopatdgeno. Asi mismo, a nivel de campo se evaluara el efecto controlador de la cepa autoctona
de Trichoderma spp., en comparacién con una cepa comercial Trichoderma spp., (Fitotripen
WP).

El trabajo tiene un enfoque en la utilizacion de cepas nativas para el control biologico del
hongo fitopatdgeno, sirviendo como réplica a los productores de la region del uso del hongo
antagonista. De esta manera, se pretende hacer la transferencia del conocimiento necesario para
que los productores de este importante producto, logren adoptar nuevas técnicas de caracter

técnico- cientifico para mejorar su produccion.

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo general

Analizar comparativamente el uso de una cepa nativa de Trichoderma spp., con un
producto comercial Fitotripen WP (Trichoderma spp.) como agente biocontrolador en un cultivo

de fresa de la vereda Monteadentro del municipio de Pamplona.

1.3.2 Objetivos especificos
Evaluar el efecto antagdnico "in vitro™ de dos cepas nativas de Trichoderma y un

producto comercial (Trichoderma spp.) sobre el crecimiento del fitopatdgeno Botrytis spp.
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Seleccionar, mediante el analisis del efecto antagdnico “in vitro” sobre Botrytis spp., la

cepa nativa de Trichoderma spp., con mejor potencial biocontrolador.

Comparar la capacidad protectora de los controladores biologicos seleccionados, en un

cultivo de fresa (Fragaria spp.) en condiciones de campo abierto.

Socializar con los productores de fresas (Fragaria spp.) de la Vereda Monteadentro los

resultados obtenidos en los ensayos de laboratorio y campo abierto.
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Capitulo 11

2. Marco referencial

2.1 Antecedentes

2.1.1 Internacionales

Guédez et al. (2009) “Efecto antagdnico de Trichoderma harzianum Rifai., sobre
algunos hongos patdgenos postcosecha de la fresa (Fragaria spp.)”, Venezuela. Se desarrollo
al comparar el crecimiento del biocontrolador con cada uno de los hongos patogenos, el analisis
de varianza indicé que el crecimiento de T. harzianum., difiri6 significativamente (p<0,01) del
crecimiento de Rhyzopus stolonifer Ehrenb., Mucor spp., Penicillium digitatum Pers.,
Rhizoctonia solani Kunh., Aspergillus niger Tiegh y Pythium spp. Con respecto al control que
ejerce T. harzianum., sobre los hongos no hay diferencias significativas entre los tratamientos
(p>0,01), porque el crecimiento de este hongo fue similar en todas las placas de Petri, en este
estudio pudieron concluir que debido a la rapidez del crecimiento de T. harzianum., se pudo
reducir el crecimiento de R. stolonifer., Mucor spp., P. digitatum., R. solani., A. niger., y
Pythium spp. En fresa, este hongo se considera un controlador bioldgico efectivo en
enfermedades postcosecha, aplicandose también antes de la cosecha para disminuir pérdidas

durante el transporte y su estadia en las fruterias.

Asi mismo, Pavone (2012), realiza la investigacion “Biocontrol de Rhizoctonia solani

kuhn por Trichoderma spp.” en su tesis doctoral. Donde evalu6 la capacidad biocontroladora
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en cultivos duales en medio solido, liquido, crecimiento en suelo y vivero. Encontrando gran
variabilidad de cepas evidenciando, cuél de las cepas tuvo mayor capacidad de biocontrol, las
cepas TV21 (T. hazianum), TV118 (T. virens) y TV190 (T. asperellum), con concordancia entre

los resultados in vitro y vivero fueron las mas eficientes.

Prosiguiendo encontramos el trabajo de Quinatoa (2015). Titulado, “Evaluacién del
control de Botrytis (Botrytis cinérea pers.) en el cultivo de mora (Rubus glaucus Benth)
mediante el uso de Trichodermay emas en la comunidad de Misquilli de la parroquia Santa
Rosa, provincia de Tungurahua”. Mostré que aplicando Trichoderma (Bio Fungo) (P1), se
obtuvieron los mejores resultados, por cuanto los tratamientos que lo recibieron, reportaron los
mas bajos porcentajes de incidencia y severidad del ataque de Botrytis, al observarse el menor
porcentaje de incidencia en infrutescencias a los 60 dias (5,11%), menor porcentaje de severidad
en infrutescencias a los 60 dias (4,75%) y a los 90 dias (3,33%), por lo que se alcanzaron los

mejores rendimientos (5,25t/ha).

Desde la misma perspectiva, Lopez (2018) en su investigacion “Produccion y
formulacién de Trichoderma asperellum para el manejo de patégenos de la raiz de cafia de
azucar” para optar el titulo de Maestro en Manejo de Recursos Naturales, tuvo como objetivo
general evaluar la produccion de conidios de T. asperellum en dos sustratos naturales y proponer
una formulacién para su aplicacion en campo. Se evaluaron los sustratos de granos de arroz y
sorgo con diferente contenido de humedad con tiempos variados de esterilizacion, bajo un disefio
completamente al azar con 16 tratamientos, un testigo y cuatro repeticiones para cada sustrato.

Las variables respuesta fueron: la produccién de conidios y la cantidad de biomasa (mezcla de
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residuos del sustrato y conidios). Asimismo, se determind la cantidad optima de inéculo de T.
asperellum para la produccion masiva de conidios en sustrato de arroz. Y encontraron los
siguientes resultados: La mayor produccion de conidios (9.34 X 108 conidios/g) se presenté en el
sustrato de arroz con un contenido de humedad de 28.58% esterilizado durante 15 minutos y la
mayor cantidad de biomasa se obtuvo con el sustrato con un contenido de humedad del 29.44% y
fue esterilizado durante 15 minutos (P<0.05, Tukey). En el sustrato de sorgo se registré la mayor
produccion de conidios/g (1.49 X 108) cuando present6 una humedad de 20.87% y fue
esterilizado por 15 minutos (P<0.05); sin embargo, el analisis de varianza para la cantidad de

biomasa no mostro diferencias significativas entre los tratamientos, presentando menos de 0.56

g.

Siguiendo en la busqueda, Astorga et al. (2014). “Evaluaron antagonismo de
Trichoderma spp. y Bacillus subtilis contra tres patogenos del ajo”, y determinaron su
actividad antagonica y efecto inhibitorio utilizando el crecimiento en platos duales. La cepa de B.
subtilis mostr6 un potencial con valores bajos de PICR: 14,087 ante S. cepivorum y 3,328 ante
Penicillium spp., por lo que se clasifica como un mal biocontrolador. Por su parte, Trichoderma
present6 un potencial muy alto, con valores de PICR de 40,210 frente a S. cepivorum y de 45,034

ante Penicillium spp., lo que indica que es un muy buen controlador.

En cuanto a produccion artesanal de Trichoderma spp. Sivila y Alvarez (2013) realizaron
la siguiente investigacion “Produccién artesanal de Trichoderma” donde se mostré la
metodologia en la produccion artesanal y Control de Calidad del hongo antagonista Trichoderma

spp., que fue tomada como referente.
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También se ha encontrado que el género Trichoderma spp., es de facil propagacion como
lo demostro Flores et al. (2018). En su investigacion “Produccion de Trichoderma spp. en
diferentes sustratos”. Y establecieron que un sustrato organico, es econémico y de facil
adquirir, con el que Trichoderma spp., tenga una alta produccion de esporas. Y que se pueden

usar de diferentes tipos como lo son: el arroz, cebada, amaranto, quinua, maiz y otros.

2.1.2 Nacionales

Con el fin de observar algunos avances sobre agricultura sostenible, basada en control
bioldgico de Trichoderma spp., se encontro que existe un interés amplio en el cual se puede
referenciar, el trabajo de Parra (2018), titulado “Evaluacion del antagonista Trichoderma spp.,
contra enfermedades radiculares de Lactuca sativa L. var. Inybacea (Hort) y Capitata L.,
en el municipio de Pamplona”. Donde se sugiere el empleo del antagonista Trichoderma spp.,
el cual posee cualidades de competencia por nutrientes y espacio, produccion de metabolitos,
hiperparasitismo, resistencia inducida, que al ser evaluados in vitro frente a los patdgenos,
Sclerotinia sclerotiorum Libert de Bary., Fusarium oxysporum, Schltdl. Fusarium moniliforme
Sheld., obteniéndose resultados altamente favorables que corroboran estas caracteristicas; a nivel
de campo el efecto bioestimulante sobre la planta se ve reflejado en el rendimiento en las plantas
donde se aplicaron los tratamientos con Trichoderma spp., dandole bases al productor del
beneficio de emplear esta clase de organismos bioldgicos en un cultivo.

Siguiendo en la busqueda en los avances en cuanto al uso de Trichoderma spp., se
encontrd la investigacion realizada por Chavez (2006), el trabajo titulado “Produccion de

Trichoderma spp., y evaluacién de su efecto en cultivo de crisantemo (Dentranthema
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grandiflora”, donde se evalaud la capacidad antagonica de dos cepas de Trichoderma spp., en el
control in vitro de los hongo patdgenos de plantas Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia spp., y
Fusarium spp. Y resalta que los resultados obtenidos de este hongo antagonista, ademas de tener
un efecto protector y preventivo contra hongos fitopatdgeno, también se evidencia un incremento
en el crecimiento y peso de planta, convirtiendose en una alternativa viable para el tratamiento de

cultivos ornamentales,

Desde la misma perspectiva Eraso et al., (2014) evaluaron “Cepas de Trichoderma
spp. para el manejo del amarillamiento de arveja causado por Fusarium oxysporum”, donde
apreciaron el crecimiento micelial y halo de inhibicion en siembras duales, que sirvieron como
criterio de seleccion para pruebas en invernadero, donde se evaluaron la altura de planta,
longitud de raices, materia seca de raices y porcentaje de incidencia. En campo usaron un disefio
de bloques al azar, para evaluar componentes de rendimiento, altura de la planta y longitud de
raiz con las mejores cepas. En laboratorio, se seleccionaron C2 (Cérdoba 2), C7 (Gualmatan 3),
C14 (Puerres 2), C20 (Potosi 4) y C21 (Lab. Perkins) por presentar mejor actividad
antagonistica; en invernadero, C7, C14 y C21 fueron las cepas mas antagonisticas; en campo, se
obtuvieron diferencias significativas entre C14 y C21, respecto a C7 y el testigo. Las cepas C14
y C21 tienen capacidad antagonica consistente y pueden usarse en el manejo del hongo F.

0Xysporum en arveja.

Avanzando en el tema encontramos el trabajo de Cubillos, Valero, y Mejia, (2009)
titulado “Trichoderma harzianum como promotor del crecimiento vegetal del maracuyéa

(Passiflora edulis var. flavicarpa Degener”), donde tenian como objetivo comprobar la
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potencialidad de la cepa nativa TCN-014, frente a la cepa comercial TCC-005 de T. harzianum,
como inoculante biopromotor del crecimiento del maracuya, mediante la evaluacion de su efecto
sobre la germinacion y el desarrollo temprano de las plantas, con el propdsito de aportar una
estrategia para el manejo integrado del cultivo, mediante la elaboracion, evaluacién y aplicacion
de bioproductos con un efecto multifuncional ocasionado por la actividad biocontroladora de
patdgenos, sumada a la actividad fitoestimuladora y biofertilizante. Encontrando los tratamientos
TCN-014 106 TCC-005 108, y TCN-014 108, en su orden, presentaron mayores efectos sobre la
longitud del tallo (LT) con diferencia estadisticamente significativa (P<0,05), con respecto al
control. Todos los tratamientos, excepto TCC-005 104, presentaron efecto positivo significativo
sobre el grosor del tallo en la base (GTB), siendo TCN-014 106 el tratamiento con mejor efecto.
Todos los tratamientos ocasionaron un efecto superior significativo sobre el nimero de hojas
verdaderas (NHV) con respecto al control, siendo TCN-014 108 el tratamiento con mayor efecto,
el nimero de hojas oscil6 entre 7-8 por plantula tratada y de 5 por plantula no tratada. Todos los
tratamientos mostraron efecto positivo sobre la longitud de la raiz (LR), con mejores resultados
para las plantas tratadas con TCN-014 108, TCC-005 108 y TCN-014 106, con incrementos de
89%, 73% y 63%, respectivamente, en comparacion con el tratamiento testigo. Los tratamientos
TCN-014 108, TCN-014 106 y TCC-005 106 y TCC-005 108 presentaron resultados
significativamente superiores sobre el peso seco total (PST), con incremento de 210%, 125%,

125% y 117%, respectivamente, con respecto al control.
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2.2 Marco teorico
2.2.1 Desarrollo Sostenible

Se basa principalmente en encontrar los multiples caminos y métodos, para conseguir la
sostenibilidad (mas alla del corto plazo), entre dichos caminos se encuentra, la produccion, la
agricultura, silvicultura, la educacion, transferencia tecnologica y la investigacion; este
desarrollo comienza a insinuarse, en los afios 60 del siglo pasado, a raiz de la aparicion de la
ecologia humana y se define segun informe descrito por la Comision Bruntland de 1987 como
la, “satisfaccion de las necesidades de la generacion presente sin comprometer la capacidad de
las generaciones futuras para satisfacer sus propias necesidades” (Organizacién de las Naciones
Unidas para la Educacion, la Ciencias y la Cultura UNESCO, 2012). Ademas, dicho enfoque
busca aumentar intrinsecamente en los ecosistemas la calidad de vida, esto requiere del
compromiso de cooperacidn entre las naciones por un modelo de desarrollo sostenible que
integre aspectos ecoldgicos, sociales, econdmicos y propicien la participacion de las personas en
sus territorios, logrando que las comunidades conserven la biodiversidad (Mosquera, 2006;

Castillo, Suarez y Mosquera, 2017).

2.2.1.1 Desarrollo Rural

El desarrollo rural es multidimensional, que brinda oportunidades en el agro, los sistemas
alimentarios y el desarrollo energético, como ambitos productivos en que la regién puede
contribuir con grandes avances, asimismo introduce una perspectiva temporal para garantizar
tanto la disponibilidad de los recursos para aumentar el bienestar de la poblacién actual y futuras

(Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura FAO, 2017).
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Vilches et al. (2020), ostentan que este desarrollo busca principalmente, que las personas
que estan en este medio, mejoren su bienestar, asi como la formacion personal, de la misma
manera lograr que las comunidades rurales no migren a las ciudades, lo cual conlleva que la
pobreza llegue a cero, del mismo modo se orienta para que todas las personas obtengan los
alimentos que necesitan, con base en una agricultura sostenible y promoviendo el cuidado de los
recursos naturales y el medio ambiente. La actividad rural es clave para el desarrollo, tanto como
para el sector agricola y alimentario, erradicando el hambre y la pobreza (Naciones Unidas
2018). De igual manera, este desarrollo cumple importantes funciones de caracter social,
medioambiental y econdmico ayudando a la proteccion de la biodiversidad, de los valores
paisajisticos y del suelo (Gomez, Picazo y Martinez 2008).

Lozano (2012) destaca, que uno de los cambios fundamentales, es que el territorio rural
dejo de concebirse como espacio aislado, limitado a la vereda o al pequefio municipio, en cierto
sentido lo rural hace parte de un territorio mayor, en el cual abarca el municipio, el

departamento, la region, el pais y, aun, el mundo, con el que esta en permanente interaccion.

2.2.1.2 Desarrollo Rural Territorial DTR

Segun Schejtman y Berdegué (2004), el DTR corresponde a una zona rural determinada,
que busca la innovacion o transformacion productiva, cuyo fin como los demas desarrollos es
eliminar la pobreza rural. El DTR comienza a ser discutido, pulido y realizado a principios del
siglo XXI, para mostrarse como alternativa al desarrollo rural con base local que, muy
relacionado a los ajustes estructurales de la década neoliberal (Gomez y Favaro, 2012) citado por

Rodrigues (2015).
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El desarrollo institucional en cierto sentido busca que la poblacién rural de escasos
recursos participe en los procesos de innovacion y sus beneficios, del mismo modo estimula y
proporciona la interaccion de los actores locales, logrando una gran comunicacion entre ellos y
los agentes externos (Schejtman y Berdegue, 2004), de esta manera, se llega a la necesidad de

mirar de abajo hacia arriba; es ahi donde nace el desarrollo enddgeno.

2.2.1.3 Desarrollo endégeno

Desarrollo endégeno comienza desde los cambios del ser humano que se generan desde
adentro, de modo de utilizar los recursos naturales, sin comprometer y destrozar el equilibrio
ecologico de la naturaleza (Colina y Dudamel, 2019).

Este desarrollo busca la lucha contra la pobreza, la transformacién social e integracion de
las comunidades, asimismo potencializa a los agricultores el uso de recursos territoriales para
promover el bienestar social y calidad de vida para todos y todas. También propicia la
transformacion basada en el reconocimiento de nuestra cultura, la no destruccion al medio
ambiente (Martinez, 2019). Del mismo modo convertir las visiones de mundo y las estrategias de
sustento de los pueblos, y la meta es empoderar a las comunidades locales para que tomen
control de sus propios procesos de desarrollo (AGRUCO, 2010).

En definitiva, este modelo de desarrollo busca en primer lugar, beneficiar a la poblacion
campesina, y en segundo lugar favorecer a los mas empobrecidos y desprotegidos, ya sea que

vivan en zonas periurbanas o urbanas (Quispe, 2016).
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2.2.1.4 Agricultura sostenible

Es una alternativa para favorecer el desarrollo enddgeno de una region. La agricultura
sostenible significa, cuidar la tierra al cultivar, salvaguardar la salud de las personas; cuando se
aplican técnicas sostenibles por parte de los agricultores, que son especialistas en lo que hacen y
los guardianes de la tierra, no solo se provee a su familia con alimentos altamente nutritivos y sin
contaminantes, sino también a la comunidad, hasta lograr el gran impacto en un futuro, de
hambre cero, dicha agricultura tiene gran impacto para las generaciones futuras, ya que permite,
corregir los suelos afectados, guardar las semillas de calidad y conservar el agua (FAO, 2014).

Ademas, podran cultivar, sin utilizar fertilizantes quimicos ni pesticidas. De esta manera,
aumentara la produccion en un area pequefia, de la misma forma se reducen los costos, se
mejoran los alimentos de vender y consumir, conjuntamente se mitiga la contaminacion del aire,
agua, la tierra y nuestros cuerpos. Al no usar pesticidas, ni fertilizantes quimicos se evitan los
problemas de salud, tanto para el agricultor como el consumidor (Hesperia, 2011).

La agricultura sostenible plantea que cultivar bajo los entornos locales es muy importante
y eficaz, esa iniciativa no seria significativa si los agricultores no comparten sus conocimientos
con otros agricultores. Por Gltimo, si no se tiene en cuenta a la comunidad y se aprovechan los
recursos existentes, los modelos de desarrollo anteriormente mencionado, no seran apreciados

como tal.

2.2.1.5 Desarrollo Rural Participativo
La participacién es un proceso, donde la comunidad puede apoderarse de su desarrollo,
ya sea con alta o baja participacion durante el proceso, y sin embargo muchos de los planes de

desarrollo fracasan, o no tienen el impacto y las metas que se proponen al iniciar estos;
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precisamente porque no se tiene en cuenta la participacion efectiva de la poblacion para quién se
creo el proyecto. Esto es absolutamente cierto, que la participacion debe ir mas alla de la
planificacion y programas de consulta. Para que el desarrollo sea realizado de manera exitosa, se
debe crear un ambiente dindmico entre la comunidad y el promotor-facilitador o extensionista
(Geilfus, 2009).

Un ambiente dinamico entre la comunidad y el extensionista, no debe ser rigido, paciente,
sensible, reflexivo, tener la capacidad de escuchar a los participantes y confiar en sus

capacidades, entre otras.

2.2.1.5.1 Participacion y empoderamiento de la comunidad.

Cuando la comunidad participa se puede obtener informacion importante de la
problematica que, enfrentada la poblacion local, asimismo participar en las decisiones de los
proyectos, dar su opinion en los planes de innovacion y analizar y solucionar los resultados. La
importancia de la participacion es el empoderamiento de la comunidad, y tiene un caracter
inclusivo de los temas que ellos mismos consideran relevante para su propio desarrollo (Geifuls,

2009).

2.2.2 Cultivo de Fresa

2.2.2.1 Origen de la fresa

La fresa es una planta herbacea octoploide perteneciente a la familia de las rosaceas y del
género Fragaria, esta se remonta a finales del siglo XV como una fruta silvestre en los

continentes europeo, asiatico y americano. En la actualidad se conoce como Fragaria x ananasa
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que deriva del cruce espontaneo de dos especies, Fragaria virginiana y la Fragaria chiloensis,
importadas entre los siglos XVI1 y XVIII del nuevo continente (Bianchi, 2018).

En el siglo X1V, ya se conocian las propiedades medicinales de esta fruta, mas sin
embargo solo era cultivada con fines decorativos esto sucedio hasta la llegada de las especies
americanas las cuales determinaron la propagacion en el continente europeo como planta de

frutos (Bianchi, 2018).

2.2.2.2 Clasificacion taxonomica

El género Fragaria spp, del latin fragans (oloroso). Este género pertenece a la familia
rosaceae, una de las grandes familias en el mundo con importancia econémica, que agrupa
alrededor de unas 3000 especies (Bonet, 2010).

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Rosales

Familia: Rosaceae, Rosoideae

Tribu: Potentilleae, Fragariinae

Geénero: Fragaria

2.2.2.3 Botéanica de la fresa
La fresa es una planta herbacea y perenne de clima frio que produce brotes nuevos cada

afo. Pueden crecer en alturas entre los 1.800 a 2.300 msnm, con temperaturas que oscilan entre
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18°C y 25°C durante el dia, y nocturnas entre 8°C y 13°C estas temperaturas favorecen el

desarrollo 6ptimo de los cultivos.

2.2.2.3.1 Raices

El sistema radicular es fasciculado, fibroso y se origina en la corona de la planta, cuya
funcién principal es la absorcidn de nutrientes y almacenamiento de materiales o sustancias de
reserva, lo cual se dividen en dos (raices primarias y raices secundarias).

Raices primarias son mas gruesas, de color café oscuro, perenne, nacen en la base de las
hojas, y su papel mas importante es darle soporte a la planta, ademas presentan un cambium
vascular y suberoso.

Raices secundarias también llamadas raicillas alimenticias. Estas raicillas salen de las
primarias y forman lo que se denomina la masa radicular, son un poco mas delgadas, de color
marfil y tienen un periodo de vida corto y no contienen cambium vascular suberoso (Figura 1).

La profundidad del sistema radicular es muy variable, dependiendo entre otros factores
del tipo de suelo, topografia y de la presencia de agentes patdgenos en el mismo (Altamirano,

2004).

2.2.2.3.2 Tallo

La fresa presenta un tallo corto de forma conica llamado corona, es el principal soporte de
las yemas vegetativas y florales. De estas yemas dependiendo del estado nutricional y
condiciones ambientales, se pueden mantener aletargadas o seguir en la formacion ya sea de

estolones, hojas trifoliadas o las inflorescencias (Bonet, 2010) (Figura 1).
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2.2.2.3.3 Hojas

Las hojas se insertan en la corona aparecen en forma de roseta, estas se caracterizan por
ser pinnadas o palmeadas, subdivididas en tres foliolos, color verde intenso, de bordes aserrados
y contienen estomas numerosas, lo cual le permite una buena transpiracion. El espesor de las

estipulas difiere segun la variedad (Matus y Namendy, 2007) (Figura 1).

2.2.2.3.4 Estolones

Se forman de las yemas axilares a partir de las hojas situadas en la base de la corona,
como un brote delgado, largo y rastrero, estos aumentan su desarrollo en las épocas de altas
temperaturas. Durante la formacion, el primer nudo casi siempre es latente, y en ocasiones
origina estolones mas pequefios. Cuando el estoldn se esta formando en el extremo del mismo
emerge una roseta de hojas, que al estar en contacto con el suelo produce raices, dando origen a
una planta genéticamente idéntica a la madre.

Basado en la agricultura, en épocas de produccion, los estolones no se dejan crecer, ya
que debilitan a la planta bajando la produccidn de frutas. Si los estolones se desarrollan
libremente en forma radial, se obtienen muchas copias de la madre que después de su primer

desarrollo emiten raices (Jacome, 2019) (Figura 1).

2.2.2.3.5 Inflorescencias

Las inflorescencias se desarrollan de yemas axilares de las hojas o de la corona desde una
yema terminal, basada en la ramificacion esta, puede ser distal, que se caracteriza por poseer una
flor terminal o primaria y otras secundarias de menor tamafio. O basal que aparecen varias flores

de porte similar (Bonet , 2010; Ferrucho y Ruiz, 2013). La flor posee de 20 a 35 estambres, los
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pistilos se hallan en la parte de arriba de un receptaculo carnoso. Los frutos son de tipo equino, y
se originan una vez fecundados los dvulos, el desarrollo de estos aquenios, que se encuentran
distribuidos por toda la superficie receptaculo carnoso dan origen al fruto de la fresa (Florez y

Mora, 2010) (Figura 1).

Figura 1.

Morfologia de una planta madre de fresa
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Partes de la planta de fresa desde la raiz hasta las hojas. Fuente: Infoagro (2018).

2.2.2.4 Problemas fitosanitarios
La fresa (Fragaria spp.) es un cultivo con un potencial importante en la economia
regional y nacional, es muy considerada para consumo fresco y productos elaborados, debido a

sus caracteristicas aromaticas, nutricionales y sabor, también es una fruta rica en vitaminas Ay C
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(Rubio et al., 2014). Sin embargo, su alta perecibilidad la convierte en una fruta susceptible al

ataque de plagas, lo cual ocasionan grandes pérdidas al agricultor (Ruiz y Piedrahita, 2012).

2.2.2.4.1 La podredumbre gris del racimo (Botrytis cinérea pers)

El hongo fitopatdgeno, Botrytis cinerea pers (moho gris) ocasiona la pudricién del fruto o
también llamada pudricion gris y consecuente péerdida de su valor econdémico (Taborda et al.,
2015).

B. cinerea., pertenece al Reino: Fungi, Division: Ascomycota, Subdivision:
Pezizomycotina, clase: Leotiomycetes, Orden: Helotiales, Familia: Scleriotiniaceae (Herbario
virtual, 2020).

Este hongo primero aparece como una mancha marron claro o amarillenta hacia el final
del céliz y a los pocos dias cubre de un moho gris, de apariencia polvosa, toda la superficie de la
fruta (Chaves y Wang, 2004). Este hongo posee micelio septado y forma sus estructuras
reproductivas en conidioforos bien definidos. Las conidias son hialinas, esféricas de pequefio
tamafio. Forma esclerocios como forma de sobrevivencia. Los sintomas van desde la pudricion
con desintegracion de tejidos que se localiza en la cavidad calicinal de los frutos (Camara de
Comercio, 2015).

La infeccion primaria se produce en las flores abiertas, mientras que la secundaria es por
penetracion en los tejidos de la fruta. En infecciones primarias, B. cinerea infecta los 6rganos de
las flores durante o justo después de la floracidn, permitiendo que las hifas crezcan en el
receptaculo. Las fuentes de indculo primario varian puede ser por esclerocios, conidios, micelios,
plantas vecinas infectadas y pétalos senescentes infectados, asimismo los estambres y los calices

pueden facilitar las infecciones primarias en la fruta (Petrasch et al., 2019) (Figura 2).
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Figura 2.

Ciclo de la enfermedad de Botrytis cinerea pers en fresa
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Las fuentes de indculo de B. cinerea incluyen hojas infectadas y esclerocios. Infecciones primarias de flores y se

representan infecciones secundarias de la fruta. Fuente: (Petrasch et al., 2019).

El control de este hongo fitopatdgenos se puede lograr biolégicamente en forma total o

26

parcial, mediante el uso de organismos biocontroladores antagonicos (que reducen la cantidad de

indculo, causan inhibicidn o lisis, es decir, muerte), y por lo general ocurre en la naturaleza. El

antagonismo de Trichoderma spp., es la alternativa de control biol6gico méas importante en las

enfermedades del suelo.
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2.2.2.4.2 Trips (Frankliniella occidentalis Pergande)

F. occidentalis es un insecto de metamorfosis de tipo hemimetabola, con una variable
neometabola en la cual tienen dos estadios denominados como prepupa y pupa, basado en su
clasificacion taxonomica pertenece al Phylum: Arthropoda, Clase: Insecta, Orden:

Thysanoptera, Suborden: Terebrantia, Familia: Thripidae, Subfamilia: Thripinae, Tribu:
Thripini, Género: Frankliniella, Especie: F. occidentalis (Fernandez, 2019). Se caracteriza por
poseer una cabeza grande con ojos altamente brillantes, sus larvas son color blanco o amarillo
transparente, la prepupa tiene esbozos alares pequefios, mientras la pupa los tiene méas
desarrollados y ademas de eso, sus antenas son largas y se pliegan hacia atras por arriba de la
cabeza. En la etapa adulta las hembras tienen colores muy variados que difiere del macho, con
colores que van del casi blanco y naranja amarillento al casi negro (Koppert, 2019).

Su ciclo de vida se basa en seis estadios, que comienza por huevo, pasando por dos
estadios larvales, prepupa, pupa y termina en adulto (Mendoza y Toledo, 2019) (Figura 3). Este
insecto deposita los huevos dentro de los tejidos de plantas, ya sea en hojas, partes blandas de los

tallos y en los petalos, gracias al ovopositor en forma de sierra (Monroy et al., 2019).
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Figura 3.

Ciclo de vida Frankliniella occidentalis
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Ciclo de vida de F. occidentalis, se observan los diferentes estadios empezando por: Huevecillo 2 a 4 dias,
primer estadio 1 a 2 dias, segundo estadio 2 a 4 dias, etapa prepupal 1 a 2 dias, etapa de pupa 1 a 2 dias y

Adultos 30 a 45 dias. Fuente: Flores, Balbi y Maury (2018).

El dafio en la fresa se debe a su aparato bucal picador-chupador que utilizan estos
insectos para perforar o raspar los tejidos vegetales y sustraer el contenido celular como fuente
de alimento, lo cual disminuye la produccion del cultivo cuando se encuentran en un nivel
poblacional alto (Torrado, 2018).

Los dafios que ocasionan F. occidentalis., mientas se alimentan, se reconoce por las
manchas en pétalos, produccion de frutos necroticos o mal formados, por raspado en los
receptaculos florales, estigma, anteras, ovarios y por ultimo la caida de flores y frutos (Solano et

al., 2018).
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2.2.2.4.3 Acaro del cyclamen (Steneotarsonemus pallidus Banks)

S. pallidus., también se le conoce como Polyphagotarsonemus pallidus (Banks),
Phytonemus pallidus (Banks), Tarsonemus fragariae Zimmermann, Tarsonemus pallidus Banks,
Tenuipalpus pallidus (Banks). El &caro del ciclamen tiene una amplia distribucién a nivel
mundial, su registro se remonta 1898 en la ciudad de New York donde fue encontrada por
primera vez, en las zonas de climas templados, expresando un desarrollo éptimo a 15°C a 21°C
con una humedad relativa (HR) entre 60 a 80%. Por su gran distribucion se ha reportado que S.
pallidus tiene méas de 60 familias hospederas (Velozo et al., 2018). Asi mismo este acaro se ha
encontrado en cultivos horticolas donde se destaca el pimiento y tomate (Lugo et al., 2019).

Estos acaros tienen un tamario relativamente pequefio, lo cual hace que sea de dificil
deteccion y los agricultores no se percatan de su presencia hasta que el deterioro sea severo. Su
ciclo vital es relativamente corto de 10 a 14 dias, aunque puede variar con la temperatura
(Bahrami, 2016). Los adultos pueden llegar a medir hasta 0,25 mm de largo, aunque existe
deferencia entre ellos, el macho es mas pequefio y el Gltimo par de patas son evolucionadas que
utiliza para el transporte de pupa, mientras que las hembras sus patas traseras son reducidas. Los
huevos de S. pallidus son completamente lisos, elipticos, transltcidos y relativamente grandes
con un tamafo de (125u x 75p), las larvas presentan una coloracion blanca-hialino, son

morfoldgicamente ovaladas con tres pares de patas (Denmark, 2011) (Figura 4).
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Figura 4.

Ciclo vital de Steneotarsonemus pallidus (Banks)

Estados de S. pallidus., (A) se observan los huevos traslucidos. B) Estado larval. C) Hembra adulta. D)

Macho adulto. Fuente: Velozo et al. (2018)

Los sintomas ocasionados se presentan primordialmente por la alimentacién de los &caros
en la planta, los sintomas caracteristicos son: amarillamiento, distorsion o arrugamiento y
bronceado de las hojas (Labanowska et al., 2015), los frutos no se desarrollan completamente y
presentan una coloracion bronceada con aquenios sobresalientes, las plantas presentan enanismo
ya que los peciolos crecen irregulares y cortos, en las flores, los pistilos tiene apariencia de
bronceado que se van arrugando a medida que pasa el tiempo y los pétalos son deformes y los

receptaculos se observan con una apariencia de tostado (Denmark, 2011).
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2.2.2.4.4 Arafiita roja o Arafia de dos manchas (Tetranychus urticae Koch)
Tetranychus urticae Koch, forma parte de las plagas que afectan el cultivo de fresa 'y
ocasionan grandes pérdidas a nivel mundial (Mendoza et al., 2019; Abdelgale et al., 2019).

El dafio que ocasiona Tetranychus urticae Koch se produce principalmente en el lugar
donde se alimenta, en este caso en las superficies de las hojas, destruyéndolas con sus estiletes y
con ellas las células del meséfilo (Reséndiz y Castillo, 2018) lo cual afecta la fotosintesis,
transpiracion y el crecimiento de la planta, y frutos. Si el nimero de arafiita roja es alto en el
cultivo, puede causar la defoliacion en la planta (Felipe, 2003).

Su ciclo de vida en el cultivo comienza cuando la hembra deposita unos huevecillos
esféericos muy pequefios y cristalinos, y a medida que maduran se caracterizan por un aspecto
lechoso dependiendo de la temperatura, el desarrollo de estos puede durar entre 4 a 6 dias. Al
eclosionar las ninfas al principio son transltcidas y su cuerpo endurece a medida que se
alimentan, al llegar a la etapa de adultos se reproducen y empieza el nuevo ciclo (Agroware,

2017).
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Figura b.

Tetranychus urticae (Arafia de dos manchas)
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Figura 5. Se observan las manchas a los lados caracteristicas de Tetranychus urticae. Fuente: San Martin

(2020)

La arafiita roja se puede propagar rapidamente, ya que los adultos mediante sus telarafas
se movilizan de planta en planta o pueden ser trasladadas por el viento (Agroware, 2017). Para el
control de esta arafita, primero se realiza un monitoreo minucioso y de forma constante, esto
permitird identificar los estados de proliferacion de la plaga; después de un largo monitoreo de
Tetranychus urticae Koch y este se encuentra presente en el cultivo, lo recomendable es el
control biolégico mediante el uso de depredadores naturales de la plaga, como lo son Neoseiulus

californicus (De Souza et al., 2014), chinche pirata, algunos &caros, el escarabajo negro y el
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chinche damisela y compuestos naturales; estos métodos resultan ser muy eficientes usando la

fauna nativa (Soto, Oliveira, y Pallini, 2011).

2.2.2.4.5 Chizas (Clavipalpus ursinus y Ancognatha scarabaeoides)

Se le llama chisas al estado larval de escarabajos denominados plagas riz6fagas, que
cumplen su ciclo larval dentro del suelo y se alimentan de raices de los cultivos, materia
organica, y de importancia agricola. Lo cual constituyen un problema fitosanitario en el cultivo
de fresa. Estas larvas son llamadas de diferentes formas dependiendo de la region de Colombia,
por ejemplo: Gallinas ciegas, gusanos blancos, cuzos, mojojoyes o morrongos (Yepes, 2010).

Sus poblaciones aumentan en los meses lluviosos, donde hay que tener mayor atencion de
esta plaga, unos de los métodos de control mas eficiente es el barbecho profundo del terreno, este
método disminuye la poblacion de larvas y pupas por lo que las expone al aire libre y sean
depredadas por los enemigos naturales. Y para eliminar las larvas completamente es necesario
aplicar entarquinamiento al suelo, este proceso debe durar por lo menos 30 dias antes de
establecer el cultivo. En el caso de no aplicarle ninguno de los controles, se podria usar métodos
quimicos, aungue no es recomendable por la contaminacion que estos producen (Agroware,

2017).

2.2.2.4.6 Antracnosis (Colletotrichum spp.)

Esta enfermedad afecta cereales, leguminosas, frutales, cultivos perennes y pasto, y €s
producida por C. acutatum, C. fragariae, C. gloeosporioides, C. dematium y tiene alta incidencia
cuando hay mal manejo del cultivo, alta humedad relativa, problemas de aireacién en el cultivo y

presencia de malezas; y se puede presentar en la precosecha como en cosecha (Correa et al.,
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2007; Camara de Comercio de Bogota, 2015). Esta enfermedad comienza cuando las plantas
expresan sintomas propios de la enfermedad como lo es la produccién de cuerpos fructiferos y
esporas, y se manifiestan con lesiones ovaladas a alongadas de color marrén, gris y negro en los
tejidos infectados (peciolos de las hojas, estolones y pedunculos florales), que en ocasiones los
dafos son tan severos que causan la muerte de tejido vegetal inclusive la planta (Figura 6a).
Cabe resaltar que estos patdgenos pueden sobrevivir nueve meses en el suelo de forma latente

(Camara de Comercio de Bogota, 2015).

Figura 6.

Frutos afectados con Colletotrichum spp.

(a) Se observa el micelio y masas de esporas anaranjadas que se desarrollan en las lesiones del fruto en
condiciones climaticas favorables, mientras que la (b), Lesiones ovales o circulares y profundas se

desarrollan en la fruta infectada en condiciones normales. Fuente Strawberry (2017).

En el fruto, las lesiones son firmes en textura y se manifiestan a medida que la

enfermedad se desarrolla, de forma hundida, circular u ovalada de color marrén y rodeado por un
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borde oscuro (Figura 6b). Esta enfermedad se propaga casi exclusivamente al haber salpicaduras
de agua con esporas de la planta enferma o la planta saludable; estas gotas de agua se producen

por la precipitacion o la implementacion del riego por aspersion (Strawberry, 2017).

2.2.3 Trichoderma spp. y sus beneficios/usos en agricultura.

2.2.3.1 Organismos antagonicos

La accion de los organismos antagdonicos se puede realizar a través de fendmenos como el
hiperparasitismo, la proteccion cruzada e interferencia, resistencia inducida, los suelos
supresivos, las plantas antagdnicas y las plantas trampa. Sin embargo, se debe aclarar que los
resultados exitosos de los biocontroladores se han basado en pruebas in vitro interactuando el
antagonista y el patdgeno, sin tener en cuenta la planta y otros factores del patosistema.
Recientemente, se ha incrementado el uso de biofertilizantes (microorganismos enzimaticos
benéficos) particularmente para las enfermedades con origen en el suelo. Los casos mas
conocidos de hiperparasitismo son el micoparasitismo, los bacteriéfagos y los hongos
nematdfagos (predacion). EI micoparasito de Trichoderma spp., particularmente Trichoderma
spp., es la alternativa de control bioldgico mas importante en las enfermedades del suelo

(Achicanoy, 2001).

2.2.3.1 Antagonista Trichoderma spp.

Trichoderma spp., es un tipo de hongo anaerobio facultativo que se encuentra de manera
natural en un nimero importante de suelos agricolas y otros tipos de medios (Hernandez, Ferrera,
y Alarcon, 2019) y se ubica taxondmicamente en el Reino: Fungi, Division: Mycota,

Subdivision: Eumycota, Clase: Hyphomycetes, Orden: Moniliales, Familia: Moniliaceae.
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Pertenece a la subdivision Deuteromicetes que se caracterizan por no poseer, 0 no presentar un
estado sexual determinado (Infante et al., 2009).

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 seleccién
como agentes de control bioldgico (Infante et al., 2009).

La utilizacién de especies de Trichoderma spp., en el control bioldgico de enfermedades
de plantas se ha relacionado principalmente con sus habilidades antagonistas, observadas hace
casi un siglo, frente a hongos y Oomicetos fitopatdgeno (Hermosa, 2017). Ademas, puede
desarrollarse en una amplia gama de sustratos, lo cual facilita su produccidén masiva para uso en
la agricultura, su gran tolerancia a condiciones ambientales extremas y habitat, donde los hongos
son causantes de diversas enfermedades, le permiten ser eficiente agente de control; de igual
forma pueden sobrevivir en medios con contenidos significativos de pesticidas y otros quimicos
(Quinatoa, 2015).

Las diferentes especies de este hongo ejercen mecanismos de control mediante
competencia directa (por espacio y nutrientes), produccion de metabolitos antibiéticos,
fungistasis, la inactivacion de enzimas del agente patogeno, modificacién de las condiciones
ambientales, produccidn de sustancias promotoras del crecimiento vegetal y por micoparasitismo
(Moo et al., 2018).

El género Trichoderma tiene cinco especies consideradas como antagonistas:

Trichoderma harzianum Rifai., Trichoderma koningii Oudem., Trichoderma longibrachiatum



Efecto protector de Trichoderma spp. en el cultivo de fresa 37

Rifai., Trichoderma pseudokoningii Rifai., Trichoderma viride Pers., en general, los antagonistas
no tienen un unico modo de accién y la multiplicidad de éstos es una caracteristica importante
para su seleccion como agentes de control bioldgico. Si el antagonista posee varios modos de
accion reduce los riesgos de desarrollo de resistencia en el patdgeno. Este riesgo de resistencia
también se reduce mediante el uso de combinaciones de antagonistas con diferente modo de

accion (Sivila y Alvarez, 2013).

2.2.3.2 Fungistasis.

Fungistasis es la inhibicion de la actividad vital de los hongos. Un antagonista es capaz
de superar el efecto fungistatico que resulta de la presencia de diferentes metabolitos producidos
por otras especies, incluyendo plantas, sobreviviendo bajo condiciones adversas 0 competitivas
(Benitez et al., 2004) Por lo tanto, Trichoderma spp., crece rapidamente cuando se indcula en el
suelo, siendo estas naturalmente resistentes a muchos compuestos toxicos incluyendo herbicidas,

fungicidas y pesticidas tales como DDT, y compuestos fenoliticos (Tovar, 2008).

2.2.3.3 Competencia.

Es la causa mas comun de muerte de microorganismos, empezando por la competencia
por nutrientes limitantes, resulta ser un control biolégico de hongos fitopatdgenos, antagonistas y
micoparasitos (Benitez et al., 2004). Es considerado un mecanismo de antagonismo muy
importante, y se relaciona como el comportamiento desigual de dos 0 mas organismos ante un
mismo requerimiento ya sea el sustrato o los nutrientes, siempre y cuando 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
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y desarrollo, y por otro lado por factores externos como tipo de suelo, pH, temperatura,
humedad, entre otros.
Este hongo se considera como una evidencia de la plasticidad ecologica, también se

conoce por su habilidad como excelente competidor por espacio y recursos nutricionales.

2.2.3.4 Antibiosis.

Ocurre durante la interaccion de los compuestos difusibles de bajo peso molecular o
antibioticos producidos por cepas de Trichoderma spp., inhibe el crecimiento de otros
microorganismos. Este también produce metabolitos tdxicos volatiles y no volatiles que impiden
la colonizacion por microorganismos antagonistas; algunos son acido harzianico, alameticinas,
tricholinas, peptaiboiles, antibidticos, 6-penthyl a pirona, vidina, glisoperonas, acido heptéldico

entre otros (Leon et al., 2018).

2.2.3.5 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 spp., 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 (Hernandez, Ferrera, y Alarcon, 2019). Cuando se

genera el ataque directo se da un proceso muy complejo que involucra eventos secuenciales,
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empezando por el reconocimiento, ataque y penetracion subsecuente y muerte al huésped.
Trichoderma spp., ejerce control directo por el rango de parasitismo de hongo creciendo sobre el

(Benitez et al., 2004).

2.2.3.6 Crecimiento quimiotréfico

El quimiotropismo positivo es el crecimiento directo hacia un estimulo quimico. En la
etapa de localizacion del hospedante, se ha demostrado que las hifas de T. harzianum, son
capaces de detectar la presencia de un huésped en el medio, y crecer en direccion al patdgeno
como respuesta a un estimulo quimico debido a las enzimas liticas producidas por T. harzianum
(Lopez, 2011).

Las investigaciones realizadas a lo largo de muchos afios con un nimero considerable de
cepas de Trichoderma spp., y de especies de hongos fitopatdgenos han demostrado que estas son
efectivas sélo contra patdgenos especificos. EI conocimiento de esta especificidad condujo a la
idea de que el reconocimiento molecular entre Trichoderma spp., y el hospedante es el evento

esencial que precede al proceso antagonista (Infante et al., 2009).

2.2.3.7 Adhesién y enrollamiento.

Cuando la respuesta de reconocimiento es positiva, las hifas de Trichoderma spp., se
adhieren a las del hospedante mediante la formacién de estructuras parecidas a ganchos y
apresorio, se enrollan alrededor de estas, todo esto estd mediado por procesos enzimaticos la
adherencia de las hifas de Trichoderma spp., (Infante et al., 2009). Esto ocurre gracias a la
asociacion de un azucar de la pared del antagonista con una lectina presente en la pared del

patdgeno (Martinez, Infante y Reyes, 2013).
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2.2.3.8 Actividad litica.

En esta etapa ocurre la produccion de enzimas liticas extracelulares, fundamentalmente
quitinasas, glucanasas y proteasas entre otras, que degradan las paredes celulares del hospedante
y posibilitan la penetracion de las hifas del antagonista por los puntos de contacto donde se
produce la lisis y aparecen los orificios (Gakegne y Martinez, 2018). La actividad enzimatica en
Trichoderma spp., ha sido estudiada extensamente, asi como las posibles funciones que
desenvuelven en el micoparasitismo. Las especies de Trichoderma spp., tienen un elevado
potencial parasitico, con una actividad metabdlica muy particular, que les permite parasitar

eficientemente las estructuras fungicas de los hongos (Infante et al., 2009).

2.2.3.9 Resistencia inducida.

Trichoderma spp., en el hospedero es uno de los mecanismos indirectos de mayor interés
en la actualidad involucra cambios celulares en el hospedero, tales como un aumento de
depdsitos de celulosa en el interior de la pared celular y aumento en la actividad peroxidasa y
quitinasa. Otros procesos relacionados con la induccidn sistémica contra patdgenos del suelo, tal
como F. oxysporum f. sp. Lycopersici., son el confinamiento, la inhibicién del patégeno y los
cambios histologicos en el hospedero. Estos ultimos relacionados con la produccion de
reguladores de crecimiento y estimulacién de la division, diferenciacidn y crecimiento celular en
la planta por el agente elicitor. La rapida colonizacién de la rizosfera y de las capas superficiales
de las raices permiten el control biolédgico y la supresion de los hongos fitopatdgenos del suelo,
siendo una de las principales caracteristicas de T. harzianum., que por consecuencia de este
biocontrol se estimula el crecimiento de las plantas. Ademas del efecto biocontroladores, varios

mecanismos se han propuesto para explicar el efecto promotor del crecimiento, entre ellos, el que
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T. harzianum., produce metabolitos que estimulan el crecimiento y desarrollo vegetal seguido de
la produccion de fitohormonas de crecimiento por parte del hongo como el acido 3-indol acético
(AlA) y sus anélogos, viendose favorecido el desarrollo radical. La versatilidad, adaptabilidad y
la facil manipulacién de las especies de Trichoderma spp., permite tener diferentes roles en la
agricultura (Lopez et al., 2017).

Existen numerosos reportes de la accion de Trichoderma spp., como estimulador de
crecimiento en amplia gama de cultivos. Lo refieren como estimulador de crecimiento en tabaco
(Nicotiana tabacum L.), papa (Solanum tuberosum L.); asi como en judia (Phaseolus vulgaris
L.), en fruta bomba (Carica papaya L.). Algunas especies de Trichoderma spp., han sido
informadas como estimuladoras de crecimiento en especies tales como clavel (Dianthus
caryophyllus L.), pepino (Cucumis sativus L.), berenjena (Solanum melongena L), arveja (Pisum
sativum L.), pimienta (Piper nigrum L.), rAbano (Rhapanus sativus L.), tabaco (Nicotiana
tabacum L.), tomate (Lycopersicon esculentum Mill.), lechuga (Lactuca sativa L.), zanahoria

(Daucus carota L.), algodon (Gossypium herbaceum L.), entre otras (Valdés, 2014).

2.2.3.10 Otros beneficios de Trichoderma spp.

Otra de las funciones beneficiosas de Trichoderma spp., es la de proteger las semillas
contra el ataque de hongos patdgenos. Este hongo, coloniza las semillas botanicas protegiendo
las futuras plantulas en la fase post emergente de patégenos fungicos. Trichoderma spp., produce
tres tipos de propagalos: hifas, clamidosporas y esporas “conidias”. Las esporas son los mas
viables de los propagulos empleados en programas de biocontrol. Estos cuerpos especializados
Se caracterizan por poseer una gruesa pared exterior, constituida por tres capas (endospora,

epispora y perispora) que protegen el interior del conidio (protoplasto). Esta gruesa pared se
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diferencia de la pared celular de las células vegetativas del hongo (hifas y clamidosporas), las
cuales son mucho mas delgadas y no esta formada por capas constitutivas como las esporas. La
ventaja del conidio de poseer una pared celular gruesa es la posibilidad de aislarlo de su medio
natural y que sobreviva a condiciones adversas, manteniéndolo en dormancia hasta que las
condiciones sean propicias para la germinacion (Lopez et al., 2017).

En consecuencia, las conidias son verdaderas semillas que utiliza el hongo para colonizar
nuevos sustratos y, en el caso de Trichoderma spp., es el principal producto a obtener en la
produccion comercial y/o artesanal. La multiplicacion de Trichoderma spp., se puede realizar en
forma artesanal o industrial, implementando distintas técnicas de fermentacion liquida y/o sélida.
Entre los sustratos naturales para la produccion de estos hongos antagonistas se encuentran arroz,
avena, soya, trigo, cebada, entre otros, inclusive desechos de los propios sistemas productivos
como paja (Arévalo et al., 2017). La produccion artesanal de Trichoderma spp., principalmente
se ha basado en el uso del arroz como sustrato; Utilizando como contenedores botellas de vidrios

y/o bolsas de polietileno, insumos econdémicos y faciles de adquirir (Nugra, 2018).

2.3 Marco contextual
2.3.1 Delimitacion geogréfica

El municipio de Pamplona se encuentra localizado al Nororiente de Colombia, en el
Departamento Norte de Santander, limita con los siguientes Municipios: Cucutilla (Occidente),
Labateca (Oriente), Mutiscua y Cécota (Sur) y Pamplonita (Norte), su ubicacién geografica es de
07° 22" 417 de latitud norte y -72° 39" 09” de longitud al oeste de Greenwich, se encuentra
situada a 2.200 msnm y su temperatura promedio es de 16°C. Su érea territorial es de 318 Km?

equivalente al 0.0274% del total del pais. Se encuentra localizado en la parte central de la
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subregion suroccidental del departamento Norte de Santander (Figura 7), a una distancia de 75
km de la capital del departamento, cuenta con 76.983 habitantes aproximadamente, de los cuales
el 8 % en el area rural y el 92% en el area urbana. Su extension de area urbana es de 59.214 Km?
y area rural de 1.176 Kmz2, La principal corriente hidrica del municipio es el rio Pamplonita

(Alcaldia Municipal de Pamplona, 2020).

Figura 7.
Localizacion espacial del proyecto
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Fuente: spatial analysis software (ARCGIS)

Inicialmente se ubica el Departamento de Norte de Santander, seguido el Municipio de

Pamplona, posteriormente se ubica la Vereda Monteadentro y el &rea de ensayo.
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2.3.2 Economia rural

La produccidn agricola es una pieza clave sobre la economia del municipio de Pamplona,
donde la papa es su principal producto, le siguen la fresa, ajo, trigo, morén, maiz, frijol, arveja 'y
zanahoria. La explotacion de estos productos es casi en su totalidad de tipo tradicional, los
sistemas de produccion son manuales como el chorrillo (papa, maiz, frijol, arveja), trasplante
(frutas y hortalizas) y semilla reservada (cosecha anterior). Los sistemas de produccién pecuarios
también hacen parte fundamental en la economia del municipio, donde se destacan, aves de
corral, produccion porcina y bovina y la piscicultura. Ademas encontramos la produccién de
tejidos, la industria hotelera, la produccién de dulces y las colaciones (Villamizar, 2008).

Dentro de dicho municipio se encuentra la vereda de Monteadentro que se caracteriza por
ser un territorio agricola, donde su principal produccidn estd compuesta de papa, fresa,
hortalizas, arveja, bovinos, ovinos y aves. Cuenta con una poblacion amable y muy querida, sus
platos tipicos son el sancocho, asado, arepa de maiz pelado, arepa remendada, tamales,

mazamorra, sopa de ruyas, guarapo, base de zupia (Alcaldia Municipal de Pamplona, 2020).
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Capitulo 111
3. Materiales y métodos
Como punto de partida de esta investigacion se basé en la metodologia de accién

participativa (Geilfus 2009). El desarrollo procedimental del presente trabajo se ejecutd, en
primer lugar, en el laboratorio del Grupo de Investigacion en Microbiologia y Biotecnologia
GIMBIO con apoyo del CEPARIO, ambos ubicados en el campus principal de la Universidad de
Pamplona, Km 8 via Bucaramanga. Las pruebas en condiciones de campo se realizaron en la
finca El Cascajal, ubicada en la vereda Monteadentro del municipio de Pamplona, Norte de

Santander.

3.1 Obtencion, aislamiento y caracterizacion de las cepas antagonistas

La cepa comercial que fue usada para hacer la comparacion, fue denominada TH y
corresponde al agente biolégico del producto FITOTRIPEN WP agente microbial polvo mojable
(Trichoderma spp., 1x10 8 esporas/gramo, 95 % pureza), con registro ICA N.° 4658, y producido
por Natural Control (La Ceja, Antioquia). Este producto fue adquirido en un establecimiento
distribuidor de productos agroquimicos de la ciudad de Pamplona.

Para el aislamiento de la cepa autdctona, se procedid a muestrear el predio “El Cascajal”
propiedad del sefior Gonzalo Granados ubicado en la Vereda Monteadentro a 7°20°46.0” N, -
72°39°29.6” W (Figura 8). El procedimiento se realizo en zig-zag dentro de la zona del cultivo
para tomar muestras del suelo a una profundidad de 20 -30 cm, empleando un barreno de
cultivos. Se tomaron alrededor de 300 gramos de suelo en recipientes estériles, que se

mantuvieron bajo condiciones de refrigeracion hasta ser procesadas. La muestra de suelo fue
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homogenizada en agua peptonada y posteriormente se llevaron a cabo diluciones decimales
seriadas, seguidamente se procedio a realizar siembras en superficie en el medio de cultivo papa
dextrosa agar (PDA), tomando 0,1 ml de cada dilucion. El medio de cultivo se incubé a 25° C
durante 5 dias (Martinez et al., 2003). A partir de los cultivos obtenidos se realizaron repiques,
utilizando siembras por puncion, de las colonias aisladas y con las caracteristicas fenotipicas
propias del género empleando la clave taxondmica de Kubicek y Harman (2002).

A partir de la cepa obtenida, los conidios fueron recolectados y almacenados en una
solucion de glicerol (40%) a -20°C. La cepa fue codificada como TNO1.

Con el fin de poder hacer una comparacion con al menos otra cepa nativa, el Grupo de
investigacion en Microbiologia y Biotecnologia (GIMBIO) de la Universidad de Pamplona,
suministro una cepa de Trichoderma spp., que fue obtenida a partir del predio “La Morena linda”,
propiedad del sefior Albino Antonio Rodriguez, que se encuentra ubicada en el municipio de
Bucarasica, Norte de Santander. Geograficamente se encuentra a 8° 02°28,17” N, -72°52706,91”
W, a una altura de 1552 m.s.n.m., con una temperatura promedio de 17 ° C. Para efectos de este

trabajo, esta cepa fue denominada TNO2.
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Figura 8.

Lugar donde fue aislado Trichoderma spp. (TNO1)

(

Finca el Cascajal, lugar especifico donde se aislé Trichoderma spp.

Las cepas fungicas (TNO2 y TH) fueron verificadas y caracterizadas segun su morfologia
macroscopica y microscopica siguiendo los criterios taxonémicos descritos por Vidaurre (2016)
y las claves dicotomicas propuestas por Kubicek y Harman (2002), con el fin de verificar su

género.

3.2 Aislamiento y caracterizacion del agente fitopatégeno

En el mismo predio “El Cascajal”, se colectaron frutos de fresa que presentaban las
lesiones tipicas que ocasiona el hongo fitopatdgeno Botrytis spp. (Figura 9). Los frutos fueron
almacenados en recipientes estériles y se mantuvieron bajo condiciones de refrigeracién hasta su
procesamiento. Los frutos lesionados fueron sometidos a dos procedimientos de andlisis: (1)

Para aquellos frutos con presencia de micelio y esporas del hongo fitopatdgeno, se les realizd en
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condiciones de cabina de flujo laminar, el repique del hongo presente en el fruto al medio de
cultivo solido PDA. (2) Mientras que, aquellos frutos con lesiones varias (confluencia de agentes
bioldgicos), fueron homogenizados en agua peptonada, como paso previo de una serie de
diluciones decimales seriadas, a partir de las cuales se hicieron siembras en superficie en medio
de cultivo solido PDA (Martinez et al., 2003). EI medio de cultivo se incubd a 25 °C durante un
méaximo de 5 dias. Las colonias que presentaron el aspecto tipico del género buscado fueron
repicadas en una nueva placa Petri con medio PDA. Las colonias fueron caracterizadas segun su
morfologia macroscopica y microscopica siguiendo los criterios de las claves dicotomicas
propuestas por Gepp (2009). Los conidios de la cepa correspondiente a las caracteristicas del
género Botrytis fueron recolectados y almacenados en una solucion de glicerol (40%) a -20°C.

Para efectos del presente trabajo, la cepa fue codificada como BT.

Figura 9.

Frutos colectados con signos y sintomas de la enfermedad

Frutos colectados con signo de Brotrytis spp., con la ayuda del agricultor en el cultivo de fresa. Fuente: el

Autor
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3.3 Evaluacion de la actividad antagonista in vitro (cultivos duales) de los controladores
bioldgicos contra el fitopatogeno Botrytis spp.

La evaluacion de la accion antagonica de los hongos biocontroladores contra el hongo
fitopatdgeno, se realizé mediante el enfrentamiento en cultivo dual de los dos microorganismos
(patdgeno —antagonista) en placas de Petri de 9cm de didmetro sobre medio de cultivo PDA. Se
tomaron los microrganismos (patdgeno y antagonista), se sembraron por puncion equidistantes
del borde de la placa a 1cm sobre el medio de cultivo Potato Dextrose Agar (PDA) (Lorenzo et
al., 2002). Los controles fueron preparados con la misma técnica (puncién) en cajas separadas
cada antagonista y el patogeno, los cuales correspondian a los controles. Las placas con los
microorganismos permanecieron incubadas a 25 °C + 2 °C, realizandose la revision cada 24 h

durante 14 dias del crecimiento radial del micelio de la colonia de los hongos.

3.3.1 Antagonismo de las cepas (TNO1) (TNO2) y (TH), contra (BT).

Este se comprobd estudiando las variables expuestas por Fernandez y Suaréz (2009);
Radio de Crecimiento Antagonista (RCA), Radio de Crecimiento Patégeno (RCP),
Micoparasitismo (MICMO) y Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Radial (PICR). La
competencia por espacio y nutrientes se valoré comparando la velocidad del crecimiento del
patdgeno (RCP) y de los antagonistas (RCA) con la ayuda de un calibrador “Pie de Rey”,
durante 14 dias, cada enfrentamiento se realiz6 por triplicado (Figura 10). Simultaneamente se
evalud el porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR), para el método de Punto,
empleando la formula de Ezziyyani et al. (2004).

PICR = (R1-R2)/ R1 x 100
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Donde R1 es el radio del patdgeno testigo y R2 es el radio del patégeno en

enfrentamiento.

Figura 10.

Mediciones del crecimiento radial del patdgeno y antagonistas

Se observan las mediciones del crecimiento radial de los antagonistas y patdgeno en el dia 14, con la ayuda

de un calibrador (pie de rey). Fuente: el Autor

La evaluacion del micoparasitismo como posible mecanismo de accion de las cepas
antagonistas (TNO1, TNO2 y TH) se realiz6 mediante observaciones microscépicas y
macroscopicas de los cultivos duales, tomandose como indice de micoparasitismo, la invasion
del antagonista sobre la superficie del micelio patégeno, teniéndose en cuenta la escala de la

Tabla 1, creada por Elias y Arcos (1984) citada en Ezziyyani et al. (2004).
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Tabla 1.

Escala para la evaluacién de la capacidad antagdnica (micoparasitismo)

Grado Capacidad antagonica

0 Ninguna invasion de la superficie de la colonia del hongo patégeno

1 Invasion de 1/4 de la superficie de la colonia del hongo patégeno
2 Invasion de 1/2 de la superficie de la colonia del hongo patégeno
3 Invasion total de la superficie de la colonia del hongo pat6geno

Invasion total de la superficie de la colonia del hongo patdgeno esporulacion

sobre ella

Escala creada por Elias y Arcos (1984) citada en Ezziyyani et al., (2004) para evaluacion de la capacidad
antagénica (micoparasitismo), de acuerdo a la medida de la invasion de la superficie, colonizacion y

esporulacién de Trichoderma spp., sobre el fitopatdgeno.

La comprobacion del proceso micoparasitario se llevé a cabo por medio de la

observacion de la interaccion antagonista - patdgeno en un microscopio optico (ZEISS).

3.4 Preparacion en masa y conteo de conidios de los agentes bioldgicos

Como parte del proceso preparativo de las cepas fungicas para el estudio en condiciones
de campo abierto, se procedio a su propagacion en masa. EI método de propagacion se baso en el
uso de botella con arroz cocido, descrito por Parra (2018) y Flores et al. (2018).

Se emplearon botellas de 500 ml a las cuales se les incorporé 100 gramos de arroz y 40
ml de agua como se muestra en la Figura 11. La esterilizacion fue llevada a cabo con autoclave a

121°C/15 libras de presion por 10 minutos, con el fin de evitar sobre coccidn del grano.
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Figura 11.

Preparacion del arroz para la elaboracién de los medios de cultivos artesanales

Pesaje de 100g de arroz en una balanza analitica y posteriormente empacados en botellas de 500ml, para

luego ser esterilizado.

Pasado el tiempo de esterilizacion y reposo, se realizd una siembra en botellas
independientes con cada una de las cepas en estudio. Las botellas fueron incubadas a 25°C+2°C
durante 10 dias.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se emplearon 100 ml de agua destilada esteéril
como medio diluyente a cada botella (Pineda et al., 2017). Luego se realizé el conteo de conidios
en camara de Neubauer, (Lumycite, Propper, Manufacturing Co. Inc. Long Island, NY),
siguiendo las indicaciones del fabricante y lo sugerido por Arredondo y Voltolina (2014).

Concentracion = promedio de esporas X 16 x 25 x 10000 x dilucion
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3.5 Socializacion de los resultados del efecto antagdnico in vitro con los productores de
fresas

Para la socializacion de los resultados se realizé una reunién en la finca El Cascajal con
los productores de fresa de la Vereda Monteadentro, cumpliendo con los protocolos de
distanciamiento social basado en la pandemia Covid-19. Cabe recalcar la no convocatoria de mas
participantes para evitar la aglomeracion y posible contagio. Fundamentado en los resultados
ellos escogieron las dos cepas de mejor comportamiento para evaluar en campo abierto.

La preparacion para la produccion en masa de forma artesanal de los controladores
bioldgicos, se realizd en la cocina de la misma finca para evitar contaminacion. Cada agricultor
prepard el material siguiendo las recomendaciones expuestas por el estudiante de forma

armonica, amigable y entendible.

3.6 Analisis de la eficacia protectora de los controladores bioldgicos en condiciones de
campo abierto con activa participacion de los agricultores.
El efecto protector se evalué comparando la cepa nativa TNO1 con la cepa del producto

comercial TH, en condiciones de campo abierto.

3.6.1 Area de estudio
Los experimentos de campo fueron realizados en los predios “El Cascajal” propiedad del
sefior Gonzalo Granados ubicado en la Vereda Monteadentro a 7°20°46.0” N, -72°39°29.6” W, a

2.287 msnm, temperatura promedio de 16 °C. El &rea utilizada fue de 121 m?,
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3.6.2 Preparacion del terreno y establecimiento del cultivo

La preparacion del terreno se realizé de manera manual utilizando azadon, con el fin
descompactar el suelo para permitir el buen desarrollo de las raices y el respectivo drenaje del
mismo; ésta se hizo a una profundidad de 20 a 35 cm. El suelo se dejé reposar durante diez dias,
luego se le paso un rastrillo con el fin de nivelar y soltar terrones y pulirlo para que quede
mullido y listo para la siembra. Como abono se le agregaron 5 bultos de biocompostaje, abono
preparado en las instalaciones de la Universidad de Pamplona.

Los trasplantes fueron seleccionados de un cultivo ya establecido y desinfectados por el
agricultor, y se mantuvieron humedos, luego se colocaron en las parcelas con las raices
extendidas hacia abajo de manera que las raices estén bajo el nivel del suelo y la corona del tallo

esté arriba del nivel del suelo y se regd inmediatamente después de plantar (Figura 12).

Figura 12.

Seleccidn y establecimiento de los trasplantes

Se observa el agricultor seleccionando los trasplantes y estableciéndolos en el &rea de ensayo.
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3.6.2.1 Riego.

El riego se aplico mediante aspersores, este tipo de riego consiste en hacer llegar el agua
en forma de lluvia, utilizando para ello una serie de aspersores. La frecuencia de riego fue
aproximadamente cada dos dias y dependio de las condiciones climaticas prevalecientes durante

el ensayo.

3.6.2.2 Control de malezas.
El control de maleza se realiz6 de manera manual en las eras o camas y calles del cultivo, esto
ayuda a que no haya competencia por nutrientes entre las plantas no deseadas y las del cultivo de

la fresa.

3.6.3 Disefio experimental

Para este experimento se emple6 un disefio en blogues completamente al azar (BCA) con
el propdsito de tener las unidades experimentales de forma tan uniforme como sea posible, de
manera que las diferencias observadas sean fundamentalmente debidas a los tratamientos
(Fernandez, Trapero y Dominguez, 2011).

Para tal disefio, se hicieron arreglos de tres bloques con ocho tratamientos y cada una con
20 plantas (Tabla 2). El cultivo se sembré de manera similar a lo que habitualmente hacen los
productores, estableciendo bancos lineales de 0.8 m de ancho y 3 m de largo, con una altura de
camellon de 0.3 m. EI método de siembra fue de tres bolillos, con una distancia entre surco y
surco de 0.5 m, y una distancia de siembra de 0,4 m entre planta y planta. Las parcelas

experimentales fueron de 2.4 m?, con un area total del ensayo de 121 m?.
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Tabla 2.
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Disefio en blogue completamente al azar (BCA)

11 m
<4+— 08m —»
T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
0.5 mcalle
<+—>
T5 T6 T7 T8 T1 T2 T3 T4
T3 T8 T6 T2 T4 T7 T1 T5

Distancia de siembra: 0.4 m x 0.4 m entre planta

Medidas de las parcelas: 0.8 m de ancho x 3 m de largo= 2.4 m2

Avrea total del ensayo: 11 m x 11 m = 121 m2

NUmero de plantas por parcela: 20 plantas

3.6.4 Descripcion de los tratamientos en la parcela experimental

Fuente: Autor

Se aplicaron ocho tratamientos, en los que se consideraron 3 concentraciones diferentes

de los biocontroladores (103, 10°y 107 conidios/ml), y 2 controles uno (sin patdgeno y sin

controlador biolégico) y dos (con BT y sin controlador). Tal y como se describen en la Tabla 3.

f on



Tabla 3.
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Descripcion de los tratamientos

Tratamiento

Descripcion

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

T8

BT + TH (concentracion 1x107 conidios/ml).

BT + TH (concentracion 1x10° conidios/ml).

BT + TH (concentracion 1x103 conidios/ml).

BT + TNO1 (concentracion 1x107 conidios/ml).

BT + TNO1 (concentracion 1x10° conidios/ml).

BT + TNO1 (concentracion 1x103 conidios/ml).
Control 1 (sin patégeno y sin controlador biol6gico).

Control 2 (con BT y sin controlador).

Se observa cada biocontrolador con tres concentraciones diferentes y los controles

Para tal fin y como se indica en la Figura 13, se evaluaron solamente las seis plantas

centrales, para controlar el efecto de borde y evitar sobre-estimacién o sub-estimacién de las

respuestas de los tratamientos, a esto se le llama parcela neta experimental.
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Figura 13.

Parcela neta experimental

40 cm Parcela 1eta experimental

e—©0 ©© o o o o
wemf 0 O O O O O]
® ® o o o o o

Se observa el tipo de siembra a tres bolillos, la distancia entre planta y planta de 40 cm y por ultimo la

parcela neta experimental compuesta por 6 plantas, para evitar el efecto borde, con un total de 20 plantas

por parcela. Fuente: Autor

3.6.5 Aplicacidn del patogeno y los tratamientos

Las aplicaciones se hicieron con el mismo método de forma foliar con una bomba de
fumigacion de 20 litros por parte del productor a cargo de la parcela con el acompafiamiento del
estudiante. La aplicacion del fitopatogeno (cepa BT) se realiz6 una Unica vez a los 3 meses de
cultivo (20 dias antes de la tercera floracion). Podar las dos primeras floraciones promueve el
desarrollo de la raiz y guias de fresa, de manera que se asegura una alta cosecha.

Por su parte, la aplicacion de los controladores se realiz6 en 3 oportunidades, siendo la
primera, 10 dias después de aplicar el fitopatdgeno, la segunda al inicio de la tercera floracion, la

tercera en la etapa de floracion completamente abierta (Figura 14).



Efecto protector de Trichoderma spp. en el cultivo de fresa

Figura 14.

Preparacion de las dosis y aplicacién de los controladores bioldgicos

(@) vy (b) Preparacién de la concentracion de los antagonistas; (c) Agricultor aplicando el método de

aspersién foliar

3.6.6 Variables de estudios

3.6.6.1 NUumero de estructuras morfoanatomicas.

Sobre cada una de las 6 plantas marcadas de cada tratamiento, se conté el nimero de
hojas completamente abiertas y fotosintéticas, flores y frutos. El conteo se efectu6 al momento

de cosechar y se realiz6 conteo numeérico.
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3.6.6.2 Variables fitosanitarias

3.6.6.2.1 Incidencia (%).

La presente variable de incidencia se realizo a las 6 plantas centrales etiquetadas para tal
fin, esta se hizo al momento de cosechar, para flores y frutos. Para determinar el porcentaje de
incidencia de cada uno de los tratamientos tratados con las cepas TNO1 y TNO2, a diferentes

dosis, nos hemos basado en la formula de Cardenas et al. (2017).

X100

% Inc =

%lInc: Incidencia; N: Plantas evaluadas; n: Plantas con la enfermedad.

3.6.6.2.1 Grado de severidad externa.

Es una estimacion visual en la cual se establecen grados de infeccion en una determinada
planta, sobre la base de la cantidad de tejido vegetal enfermo, ya sea de hojas, tallos, raices o
frutos afectado por la enfermedad y varia entre 0 y 100, y hace referencia al porcentaje (%) del
area necrosada (Lavilla y lvancovich, 2016). Esta variable también se estimo en flores y fruto,
tomandose como un indicador de porcentaje del tejido afectado por el fitopatdgeno, y se evaluo

con la siguiente formula segin Mahecha, Castellanos y Céspedes (2019).

axb
KN

z
%S = X100
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%S: Severidad

a: Cantidad de observaciones con una misma categoria
b: Valor de la escala

N: Total de observaciones a evaluar

K: Valor maximo de la escala

Para determinar la severidad de la enfermedad producida por Botrytis spp., se emple6 una
escala de 6 grados (donde 0 correspondio a las plantas sin sintomas de la enfermedad 1(5%), 2

(25%), 3 (50%), 4 (75%) y 5, plantas con mas del 75% con sintomas).

3.7 Analisis estadisticos

Teniendo en cuenta que uno de los objetivos de esta investigacion es evaluar el efecto
antagoénico de una cepa comercial (Trichoderma spp.) y una nativa (Trichoderma spp.) en la
prevencion de Botrytis spp., en el cultivo de fresa (Fragaria spp.) aplicado a diferentes
concentraciones de conidios, se disefié un experimento en Bloques Completamente al Azar
(DBCA), con ocho tratamientos y tres repeticiones distribuido en la parcela productiva. El
método estadistico para evaluar dicho efecto fue el analisis de varianza. Cuando se encuentren
diferencias significativas se aplicara la prueba de comparaciones multiples de Tukey. El nivel de
significancia utilizado para todas las pruebas fue del 5% y el paquete estadistico utilizado fue el

SPSS version 23.
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Capitulo IV

4. Resultados y andlisis

4.1 Aislamiento, identificacion y caracterizacién de los controladores bioldgicos.

En el proceso de aislamiento de una cepa autoctona, a partir de la muestra del suelo, se
obtuvieron 7 colonias aisladas, en la dilucion 1x10~7. Después de hacer el aislamiento de c/u de
ellas en medio PDA, solo 1 colonia presentd las caracteristicas tipicas del género Trichoderma, y
su caracterizacion fenotipica fue realizada siguiendo los criterios taxondmicos descritos por
Vidaurre (2016); Kubicek y Harman (2002), la cepa asi obtenida fue denominada TNO1. Y
presentd un crecimiento fangico, con un micelio con textura algodonosa, denso, circulares de
coloracion blanca tanto por el anverso como por el reverso sobre Potato Dextrose Agar (PDA)
(Figura 15a). En su microscopia se muestra que la cepa TNO1 posee conidios elipsoidales, hifas
hialinas y septadas, fidlides delgadas en forma de botella y conidiéforos mono y biverticilados

simétricos que emergen principalmente en angulos rectos de las hifas superficiales (Figura 15b).
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Figura 15.

Caracteristicas morfoldgicas de la cepa (TNO1)

(a), se muestra el crecimiento macroscopico de la cepa (TNO1), en Agar PDA. En (b), se muestran las
hifas hialinas septadas (H), fialides delgadas en forma de botellas (F), conidios elipsoidales (C). Imagen en

microscopio dptico vista a 40X, con azul de lactofenol.

En la Figura 16 (a). Crecimiento de Trichoderma spp., (TH) producto comercial, sobre
Agar Papa Dextrosa (PDA), su desarrollo micelar en el medio de cultivo presenta unas
tonalidades blancas cuando es joven, cuando alcanza su maximo crecimiento tiende a tornarse de
un color blanco -verde, de aspecto algodonoso, algunas veces pueden observarse estructuras
pequerfias blanquecinas, con una esporulacion verde oliva de apariencia aterciopelada. Figura 16
(b), se muestran hifas hialinas, septadas, ramificadas de las cuales se desarrollan conidioforos
ramificados piramidales, es decir, varias veces ramificados con ramas cortas, fialides delgadas en
forma de botella donde se desprenden conidios de paredes lisas, subglobosos cortos y ovoides.

Caracteristicas propias del género segiin Kubicek y Harman (2002), ya que el producto comercial

posee tres especies diferentes.
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Figura 16.

Caracteristicas morfoldgicas de la cepa (TH)

(a). Crecimiento de Trichoderma spp., en Agar PDA, (b). Imagen microscopica observada a 40X, con azul

de lactofenol. (H) hifas hialinas septadas, (F) fialides delgadas en forma de botellas y (C) conidios de pared

lisa.

La cepa de Trichoderma spp. (TN02) fue identificada bajo los criterios taxonémicos de
Kubicek y Harman (2002), y presenta un crecimiento micelial de coloracion verde claro, que mas
tarde se observa blanco verdoso de aspecto algodonoso y con una posterior esporulacion verde
oliva, de apariencia aterciopelada con un ligero exudado, estas caracteristicas macroscopicas, se
logran visualizar sin ayuda de herramientas ni instrumentos, sin embargo se tiene que considerar
que un fendmeno macroscopico puede estar determinado por otro microscopico (Figura 17a). En
su microscopia se pueden observar hifas ramificadas septadas, de las cuales se desprenden
conidioforos también ramificados, poseen fialides agrupadas de 2 a 4 con forma de botella y con

cabezas conidiales (Figura 17b).



Figura 17.

Caracteristicas morfoldgicas de la cepa (TN02)
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(a) Crecimiento de Trichoderma spp. (TN02), en Agar PDA, (b) vista a 40X, con azul de lactofenol, hifas
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ramificadas septadas (H), fialides en forma de botellas y agrupadas (F) y conidios agrupados y ligeramente

ovalados (C). Imagen en microscopio éptico.

4.2 Aislamiento y caracterizacion del hongo fitopatogeno.

En el proceso de aislamiento de la cepa fitopatégena, a partir de los frutos colectados que

presentaron signos tipicos de la enfermedad causada por el fitopatdégeno Botrytis spp., se

obtuvieron colonias aisladas con caracteristicas tipicas del fitopatdgeno. La cepa asi obtenida fue

denominada (BT) y su caracterizacion fenotipica fue realizada siguiendo los criterios
taxondmicos de Fagro (2009). La Figura 18 (a) se muestra el crecimiento del fitopatégeno

Botrytis spp., sobre Agar Papa Dextrosa (PDA), aislado en la finca El Cascajal de la Vereda

Monteadentro; este hongo presenta un micelio tabicado gris de aspecto algodonoso que cubre la

placa después de 5 dias a 25°C, también presenta una estructuras de resistencias llamadas

esclerocios, de morfologia plano-convexa, cuyas dimensiones oscilan entre 1-5 mm de seccién
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transversal y 1-15 mm de seccion longitudinal que varian de las condiciones de cultivo (Romero
y Granados 2018). En la Figura 18 (b) los conidios son unicelulares, ovalados a esféricos y se
situan en el extremo de conidioforos libres y largos de color gris y se asemejan a los racimos de
uva. Los conidioforos o macroconidiéforos se ramifican varias veces y terminan en
abultamientos sobre los cuales se forman varios conidios y se originan principalmente de la masa

hifal, aunque también pueden hacerlo a partir de los esclerocios (Romero y Granados, 2018).

Figura 18.

Caracteristicas Morfologicas de la cepa BT

(@) Crecimiento de Botrytis spp., en Agar PDA, incubado a 25°c durante 14 dias, se observa la coloracion
del micelio caracteristico del moho gris del racimo y también se observan los esclerocios (E). En las
caracteristicas microscopicas vista a 40X, con azul de lactofenol, (b). Conidios ovalados a esféricos

(C) y se sitdan en el extremo de conidi6foros (CN), las hifas son largas y septadas, de color gris (H).
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4.3 Determinacion de la velocidad del crecimiento radial del patégeno (RCP) y del
antagonista (RCA), mediante ensayo dual en caja de Petri

Para realizar los bioensayos que permiten evaluar la capacidad antagonica de los
biocontroladores se utilizo la técnica dual “controlador-patégeno” (Agamez , Barrera y Oviedo,
2009). Los enfrentamientos se configuraron de la siguiente manera: TNO1 — BT; TNO2 - BT y
TH — BT. Las comparaciones del crecimiento radial del antagonista RCA (Trichoderma spp.)
con el crecimiento radial del patogeno RCP (Botrytis spp.) se realizo durante catorce dias.

Al realizar el bioensayo con la cepa TNO1, se observo que este controlador tuvo una
velocidad del crecimiento miceliar superior a la del patégeno, en donde inicia con un crecimiento
de 12,4 mm y finaliza en 80 mm al noveno dia, ocupando casi todo el espacio disponible.
Mientras que para el patdgeno BT1 inicia con 3,4 mm alcanzando su maximo de crecimiento de
11,7 mm al tercer dia. Lo cual indica un efecto inhibitorio por parte del antagonista en el
crecimiento del patdégeno, como lo demuestra Fernandez y Suaréz (2009) (Figura 19). En cuanto
a la cepa en enfrentamiento TNO1, presentd un crecimiento radial muy similar al control CTNOL1,
que basado en el analisis de varianza (ANOVA), en otras palabras, se obtuvo un p-valor > 0.05,
significando que los resultados obtenidos con los diferentes tratamientos fueron numéricamente
cercanos. Caso contrario se observo en la distancia recorrida del patdgeno en competencia
Botytis spp. BT1 en comparacién con el control CBT, encontrandose diferencias significativas
con un P-valor (P<0,05). Los resultados se pueden presentar en el (Apéndice A).

La competencia por espacio y nutrientes en la superficie de las plantas es un mecanismo
importante de control bioldgico contra los patdgenos que dependen de alimentacion externa, como
es el caso de B. cinerea (Elad, Chet, y Katan, 1980; Guédez et al., 2012). De acuerdo a Campbell

(1989) y Merchan, Ferrucho y Alvarez (2014); B. cinerea es altamente vulnerable a la competencia
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por nutrientes y espacio, confiriéndole desventaja frente a Trichoderma spp., y a otros

microorganismos habitantes del carpoplano.

Figura 19.

Competencia por espacio y nutriente de la cepa TNO1 vs BT1
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Crecimiento radial en milimetros de la cepa (TNO01) vs (BT1), control (CTNO1) y control del fitopatdgeno

(CBT).

Por su parte, la cepa TNO2 en competencia por espacio y nutrientes con el fitopatégeno
BT2, alcanza un crecimiento miceliar 36,8 mm al quinto dia, dejando avanzar al fitopatdgeno
BT2 que present6 una distancia recorrida de 32,1mm de crecimiento miceliar hasta el quinto dia.
Esto indica que tanto el fitopatdgeno como antagonistas compartieron casi la mitad de nutrientes,
ya que tuvieron un crecimiento miceliar muy similar (Figura 20). Al realizar el anélisis de
varianza ANOVA para comparar la distancia recorrida del antagonista TNO2 en competencia por
espacio con el control CTNO2, se encontrd que hay diferencia significativa con un P-valor

(P<0,05) con un nivel se significancia del 5%, ya que el control tuvo una distancia recorrida del
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crecimiento miceliar de 80 mm al 7 dia (Apéndice B). De igual forma, se encontrd diferencia
significativa al comparar el fitopatdgeno en competencia por espacio y nutriente BT2 con el

control CBT (Apéndice A).

Figura 20.

Competencia por espacio y nutrientes de la cepa TN02 vs BT2
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Crecimiento radial en milimetros de (TN02) vs (BT2), control (CTNO2) y control del fitopatégeno (CBT).

Se muestra el crecimiento radial de TH, este present6 un crecimiento inicial de 9,1 mm el
cual alcanza un crecimiento total en el ensayo a los 14 dias con un crecimiento radial de 70 mm,
mientras que BTH alcanzé su mayor crecimiento en el dia cuarto, que solo alcanzé un
crecimiento miceliar de 24,3 mm. Esto demuestra que la cepa comercial TH logré mejor
competencia por espacio y nutrientes y asimismo la inhibicién del patégeno BTH (Figura 21).
Esto confirma la eficiencia de Trichoderma spp., de ser un buen competidor por espacio y
nutriente frente a B. cinerea (Merchan, Ferrucho, y Alvarez, 2014). Comparando la distancia

recorrida del crecimiento del micelio del antagonista TH, con el crecimiento micelial del control
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CTH, se encontrd que hay diferencia significativa con los resultados del ANOVA con un p-valor
de 0,000 (Apéndice C). Del mismo modo, se compard la distancia recorrida del patégeno BTH
con la distancia recorrida del control CBT, donde se encontro diferencia significativa bajo la

técnica Estadistica ANOVA (Apéndice A).

Figura 21.

Competencia por espacio y nutrientes de TH vs BTH
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Crecimiento radial en milimetros de la cepa comercial (TH) vs (BTH), control (CTH) y control del

fitopatégeno (CBT).

Al comparar las distancias recorridas de los crecimientos radiales de los antagonistas
TNO1, TNO2, y TH, se encontrd que hay diferencia significativa con un P-valor (P<0,05) con un
nivel se significancia del 5% bajo la técnica estadistica ANOVA. Para evidenciar donde estan las

diferencias significativas se aplicé una prueba de comparaciones multiples de Tukey, (Tabla 4).
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Tabla 4.

Comparacion del crecimiento radial del antagonista (RCA) de los diferentes tratamientos

Factores Tratamientos Media P-valor Interpretacion
TNO1 63.77a
Trichoderma spp. TH 48.50b 0.000 Hay diferencias significativas
TNO2 31.84c

Letras desiguales en las medias (a,b,c,) indican diferencia entre ellas (P<0,05) segln p. Tukey

De acuerdo con los resultados de ANOVA, se observa que el mejor efecto en el
crecimiento promedio radial, se obtuvo con TNO1 (Hongo nativo) con una media de 63.77 mm,

con un nivel de significancia del 5%, comparativamente con THy TNO2.

4.4 Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) y Micoparasitismo

Para el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial, los enfrentamientos se
configuraron de la siguiente manera: TNO1 — BT; TNO2 — BT y TH — BT. Y la evaluacion del
micoparasitismo se realiz6 mediante observaciones microscépicas y macroscépicas de los

cultivos duales.
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4.4.1 Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR)

La Figura 22, muestra el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial efectuado por los
antagonistas en enfrentamiento con el fitopatdgeno BT, en donde el antagonista TNO1y TH
presentan la mas rapida inhibicion logrando alcanzar el 100% al cuarto dia, mientras que la cepa
TNO2 logra la inhibicion del crecimiento radial del 100% del fitopatdgeno al sexto dia, por lo
que indica que todos los hongos antagonistas utilizados en esta investigacion presentaron en

algin momento la inhibicion del crecimiento radial del fitopatdgeno.

11 12 13 14

Figura 22.

Inhibicidn del crecimiento radial (%) PICR
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Porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR) evaluado en 14 dias. La barra verde representa

PICR (%)

o

TNOL, la barra azul TNO2 y la gris corresponde a TH

Segln Guédez et al. (2012), la capacidad antagdnica desarrollada por el género
Trichoderma spp., esta mediada por diversos mecanismos, destacdndose la produccion de
compuestos inhibitorios al medio, estos son principalmente la produccion de los antibiéticos

peptaibol, trichozianinas A1 y B1, compuestos por las cuales este logra inhibir la germinacién de
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las esporas y la elongacion de las hifas de los fitopatogenos. Asi mismo, metabolitos volatiles y
no volatiles entre los cuales se destacan, pépticos, isocianatos, pirones y trichocinas. También
podemos encontrar enzimas extracelulares difusibles hacia el patégeno dentro de las cuales

encontramos las quitinasas, peptinasas, glucanasas y cutinasas.

4.4.2 Escala de evaluacion de la capacidad antagénica (Micoparasitismo)

Al comparar los diferentes grados de la capacidad antagonica in vitro de TNO1, TNO2 y
TH sobre BT., se evidencia que solo alcanzan la escala grado 4 los antagonistas TNO1 y TH, que
se manifiesta con la invasion total de la superficie de la colonia del hongo patogeno y
esporulacion sobre ella, siendo TNO1 el més rapido en colonizar la superficie del patégeno con
un tiempo de 4 dias después de la inoculacién, en cuanto a la cepa comercial TH logro la
colonizacion y esporulacion sobre la superficie del patogeno a los 14 dias después de la
inoculacién, mismo tiempo en que demord su crecimiento radial en competencia por espacio y
nutrientes, mientras que la cepa TNO2 no presentd ninguna invasién de la superficie de la colonia
del hongo fitopatdgeno con una escala de grado 0 (Tabla 5).

Este proceso de micoparasitismo se debe a que el hongo antagonista crece
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 y conduciendo a una muerte lenta. Todo este proceso
estd acompafiado de la delimitacién por espacio y nutrientes (Hernandez, Ferrera, y Alarcén,

2019).
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Tabla 5.

Resultados escala del grado de capacidad antagénica

Antagonista  Grado Capacidad antagénica

Ninguna invasion de la superficie de la colonia del hongo

TNO02 0

patégeno

Invasion total de la superficie de la colonia del hongo
TH 4

patdgeno esporulacion sobre ella

Invasidn total de la superficie de la colonia del hongo
TNO1 4

patdgeno esporulacion sobre ella

Escala creada por Elias y Arcos (1984) citada en Ezziyyani et al., (2004) para evaluacion de la capacidad
antagonica (micoparasitismo), de acuerdo a la medida de la invasion de la superficie, colonizacién y

esporulacién de Trichoderma spp., sobre el fitopatdgeno

En la Figura 23 (a), se observa la invasion y esporulacion de la cepa TH sobre la
superficie de la colonia del hongo fitopatogeno BT en el dia 14, demostrando la escala grado 4
invasion total de la superficie de la colonia del hongo fitopatdégeno esporulacion sobre ella, del
mismo modo se observa la invasion y esporulacion total del antagonista TNO1 sobre el
fitopatdgeno BT con un maximo de 4 dias (Figura 23b). En cuanto a la cepa TN02 no se observo
ninguna invasion del micelio del controlador sobre el fitopatégeno BT, lo cual indica el grado
cero de la capacidad antagonica (Figura 23c).

El crecimiento del antagonista sobre el fitopatdgeno, se debe a la antibiosis,

micoparasitismo directo y penetracidon, favoreciendo los aislamientos que presentan mayor
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capacidad para competir por el sustrato y utilizando con facilidad los nutrientes disponibles en el

medio (Morales et al., 2020).

Figura 23.

Capacidad antagdnica (Micoparasitismo)

(a). Invasién y competencia por espacio y nutrientes y micoparasitismo de la cepa comercial (TH) contra
(BTH). (b) invasién total miceliar de la cepa (TNOL1) sobre el fitopatdgeno (BT1). (c) no se observa ningln

crecimiento miceliar del antagonista (TN02) sobre el fitopatégeno (BT2).

En la Figura 24 (a). Se evidencia la degradacion de las hifas del antagonista TH sobre las
hifas del fitopatogeno BT, que es uno de los principales modos de micoparasitismo de este
antagonista, también se ponen en manifiesto un namero de hifas superiores a la del patégeno,

demostrando su habilidad de crecer y competir por espacio y nutrientes; del mismo modo ocurre
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en la Figura 24 (b). Aparte de observar el micoparasitismo de la cepa TNO1, se logran visualizar
hifas degradadas y destruidas del fitopatogeno BT, que posiblemente se debe a la actividad litica,
que es la produccion de enzimas liticas extracelulares, que principalmente se destacan proteasas
glucanasas y quitinasas, que degradan las paredes celulares del hospedante lo cual posibilita la
penetracion de las hifas del hongo antagonista (Infante et al., 2009).

Lo anterior permite plantear que, con las cepas de TNO1 y TH es probable llegar a un
control eficaz de la cepa fitopatdgena BT por la rapidez con que crecen estos hongos
antagonistas, impidiendo que proliferen poblaciones elevadas de este hongo patoégeno. Por tanto,

se procedio a verificar el comportamiento de estas cepas en campo abierto

Figura 24.

Observacion del micoparasitimo en microscopia optica de TH'y TNO1

b

(a) Hifas de color azul (HT) del antagonista TH, hifas de color marrén de (HB) del fitopatdgeno. (b) Hifas

azules de (HT) de la cepa nativa TNOL, hifas de color marrén del fitopatégeno (HB).
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4.5 Biopreparados para la dosificacion de los hongos antagonistas.

En la Figura 25 (a) cepa nativa TNO1, Figura 25 (b) cepa comercial TH y Figura 25 (c)
cepa fitopatégena BT. Las cepas mostraron crecimiento miceliar tipico de las caracteristicas
macroscopicas de cada especie en el medio de cultivo preparado con arroz de manera artesanal
después de los 10 dias de incubacién, ademas se logré observar los conidios de cada uno, usando
la tincidn con azul de lactofenol en montaje en la cdmara de Neubauer, para asi conocer la
aproximacion de produccion de conidios en cada botella con el biopreparado de cada hongo
como se muestra en la Tabla 6, para luego realizar la dosificacion que se usa en los tratamientos

de campo.

Figura 25.

Resultados de los biopreparados de los controladores y el patégeno
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(a) TNOL, (b) TH., (c) BT. Se observa el crecimiento miceliar después de 10 dias de incubacion, y en la

parte superior se observan los conidios de cada uno en un montaje en la cdmara de Neubauer.
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Tabla 6.

Concentracion de conidios en los biopreparados

Microorganismos Concentracién de conidios/ml
TNO1 1.7*10° conidios/ml
TH 2.58*10° conidios/ml
BT 1.9%10°  conidios/ml

Conteo final de conidios en cada biopreparado realizado en la camara de Neubauer

Se efectud el conteo de conidios basado en la formula descrita por Arredondo y Voltolina
(2014). Evidenciando la posible cantidad de conidios en cada botella con el biopreparado, con
una mayor cantidad de conidios para la cepa TH con una concentracion de 2.58*10° conidios/ml
en comparacion con la cepa TNO1 que tuvo una concentracion de 1.7*10° conidios/ml,
respectivamente. En cuanto a la concentracion de la cepa TH se evidencid que esta era muy
parecida a la concentracion descrita por Parra (2018) de igual manera demostré Arévalo et al.,
(2017). Y por Gltimo se conoci6 la concentracion de la cepa fitopatégena BT de 1.9*%10°
conidios/ml. Basado en este resultado se procedié a preparar las concentraciones que fueron

evaluada a campo abierto.

4.6 Socializacion de los resultados del efecto antagonico in vitro

Para socializar los resultados de laboratorio basado en la eficiencia de los controladores
TNO1, TNO2 y TH se realizé una reunion con el productor Gonzalo Granados y su Familia (hijo
e hija y esposa) de manera presencial, dicha reunién se realizo en la finca El Cascajal de la

Vereda Monteadentro, lugar donde se llevé a cabo el proyecto piloto. El consenso familiar eligio
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la cepa nativa con mejor efecto antagonico frente al fitopatégeno Botrytis spp., evaluados in vitro
para comparar su efecto antagonico con la cepa comercial TH en el cultivo de fresa en

condiciones de campo abierto, siendo la cepa nativa elegida (TNO1) (Figura 26).

Figura 26.

Registro fotogréafico de la socializacion de los resultados in vitro

Registro fotogréafico de la socializacién de resultado con la familia a cargo del proyecto piloto.

4.7 Efecto protector de las cepas TNO1 y TH en condiciones de campo abierto
En este proceso para realizar la comparacion de la cepa nativa TNOL1 y la cepa comercial
TH en un cultivo de fresa a campo abierto, se emple6 un disefio en bloques completamente al

azar (BCA).

4.7.1 Porcentaje de incidencia y severidad en flores
En la Figura 27 (a). El porcentaje de incidencia de la enfermedad causada por Botrytis

spp., varian en los diferentes tratamientos, este se registré al momento de la primera cosecha,
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respectivamente, con promedios de 55.35% de incidencia para T8, siendo este el més alto
porcentaje de la enfermedad, y contindan T7 38,85 %, luego T3 23.65% y T6 20.20%. Mientras
que los tratamientos T1, T2, T4 y T5, no presentaron ningun porcentaje de incidencia de la
enfermedad en las flores, demostrando que las concentraciones mas altas de conidios tienen un
mejor efecto protector contra el fitopatogeno Botrytis spp. Esto quiere decir que la concentracion
de 1*10° conidios/mly 1*107 conidios/ml, tanto para la cepa TNO1 y TH, presentaron una
inhibicion total de Botrytis spp., en el cultivo de fresa. Resultado similar a lo reportado por
Guédez et al. (2009), en donde se observa una accion como biocontrolador de T. harzianum,
sobre B. cinerea

En la Figura 27 (b)., se muestran los valores del porcentaje de severidad para cada uno de
los tratamientos. Los valores de severidad mas alto fueron T8 con 32.2%, seguido de T7 25.35%,
siendo estos los controles de la investigacion. Seguidamente, se encuentra T3 con un valor de
10.25% y por ultimo T6 con 7.55% que fue el valor mas bajo de los que presentaron la
enfermedad. Esto nos demuestra que tanto la cepa TNO1 y TH tienen buen efecto antagdnico

para controlar la enfermedad causada por el fitopatégeno Botrytis spp., en el cultivo de fresa.
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Figura 27.

Porcentaje de incidencia y severidad en flores (%0)
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(a) Muestra los resultados de incidencia (%) en flores. (b) severidad (%) de la enfermedad en flores. Las barras

determinan la media de cada tratamiento. Fuente: Autor

Estos valores de incidencia y severidad posiblemente se ven influenciados por la
humedad relativa HR, que, en el mes de marzo, mes en que ocurria la formacion de flores, esta
superd el 80% como lo reporto el Instituto de Hidrologia Meteorologia y Estudios Ambientales
(IDEAM, 2020) (Apendice D). Ya que la HR se considera como el primer factor en el desarrollo
de B. cinerea, al considerar la germinacion de los conidios en un rango de humedad entre 93 y
100% (Martinez y Moreno, 2008).

Al realizar el analisis de varianza ANOVA para comparar la incidencia, asi como la
severidad de los sintomas en flores para los 8 tratamientos, se encontr6 que hay diferencia

significativa con un P-valor (P<0,05) con un nivel se significancia del 5%. (Tabla 7).
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Tabla 7.

Incidencia y severidad de la enfermedad producida por Botrytis spp. en flores (%)

Tratamiento Incidencia (%6) Severidad (%0)
T8 55.35a 3220 a

T7 38.35b 25352

T3 23.65 bc 10.25b

T6 20.20c 7.55 be

T1 0.00 0.00c

T2 0.00 0.00c

T4 0.00 0.00c

T5 0.00 0.00c

Letras desiguales en las medias (a,b,c,d) indican diferencia entre ellas (P<0,05) segun p. Tukey.

En la Tabla 7, basado en los resultados de ANOVA del porcentaje de incidencia bajo 8
tratamientos, se presenta en cinco grupos. Los tratamientos T1, T2, T4 y T5 causaron igual
porcentaje de incidencia. Siendo este el mas bajo en comparacion con el tratamiento T8 que fue
el que presenté mayor valor de incidencia. Asimismo, se muestra el indice de severidad en
porcentaje, formando 5 grupos, T1, T2, T4 y T5 conforman un solo grupo que fueron los que no
presentaron la enfermedad en flores, haciendo la comparacién con el grupo T8 que mayor

presento los sintomas de la enfermedad.

4.7.2 Porcentaje de incidencia y severidad en frutos
En la Figura 28 (a). Los tratamientos que presentaron la enfermedad causada por el

patdgeno fueron T8 con el mayor porcentaje de incidencia con un valor de 69.50%, asimismo le
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sigue T7 con 28.75%, luego T3 con 22.55% Yy por ultimo con el valor méas bajo en los
tratamientos en el que se encontro la enfermedad, se evidencia T6 con 16.70%. Mientras que los
tratamientos T1, T2, T4y T5 los valores de incidencia son iguales a cero, ya que no se
presentaron sintomas ni evidencias de la enfermedad. Y basado en el anélisis de varianza
ANOVA entre los tratamientos, se encontrd que hay diferencia significativa (Tabla 8). Y
continuamos con la severidad de la enfermedad en frutos como se muestra en la Figura 28 (b)
con el porcentaje mas alto para el tratamiento T8 con 32.25% y le sigue T3 con un valor de
11,75%, asimismo se evidencia T7 con 10.15% y T6 con el porcentaje mas bajo de los
tratamientos en donde se manifestd la enfermedad. Y por Gltimo en los tratamientos T1, T2, T4y
T5 no se evidencid ningun valor. Estos valores de porcentaje de severidad presentaron
diferencias significativas con un P-valor (P<0,05) con un nivel de significancia del 5% bajo la

técnica Estadistica ANOVA para los 8 tratamientos (Tabla 8).
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Figura 28.

Porcentaje de incidencia y severidad en frutos (%)
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(a) Muestra los resultados de incidencia (%) en frutos. (b) resultados de la severidad (%) de la enfermedad en fruto.

En este sentido, al tratarse de Trichoderma spp., posiblemente sea el hongo més
beneficioso, polifacético y con mas versatilidad que abunda en los suelos. Ya que este hongo
tiene una alta velocidad de crecimiento, por esta caracteristica es capaz de establecerse en el
suelo rapidamente y controlar enfermedades; el mecanismo de accién del hongo es que degrada a
otros hongos y toma sus nutrientes, también es capaz de controlar, destruir y parasitar
nematodos y otros fitopatdgenos, que son de importancia agricola, debido a esta particularidad
en muchos estudios le llaman el hongo hiperparas (Quinatoa, 2015). Por esta razon, influencio en
el control de Botrytis spp., reduciendo la incidencia y la severidad del fruto en el cultivo.

Otra variable que posiblemente influyo en la incidencia y la severidad del fruto fue la
precipitacion, que en el mes de abril, periodo en que se realizo la primera cosecha, presentd
lluvias con mas de 50 mm (DEAM, 2020) (Anexo E). Segun Calvo (2013) encontré que el

desarrollo de la podredumbre gris estuvo asociado a las condiciones meteoroldgicas. En donde
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evidencia que la mayor incidencia y severidad estuvo relacionada a la precipitacion, que fue el

factor mas determinante para la infeccion de B. cinerea en el mismo estudio.

Tabla 8.

Incidencia y severidad de la enfermedad producida por Botrytis spp. en fruto (%)

Tratamiento Incidencia (%0) Severidad (%)
T8 69.50 a 32.25a

T7 28.75b 10.15b

T3 22.55¢ 11.75b

T6 16.70 c 9.05Db

T1 0.00d 0.00c

T2 0.00d 0.00c

T4 0.00d 0.00c

T5 0.00d 0.00c

Letras desiguales en las medias (a,b,c,d) indican diferencia entre ellas (P<0,05) segun p. Tukey

En la Tabla 8, los resultados de ANOVA del porcentaje de incidencia en frutos bajo 8

tratamientos, donde se aprecian 4 grupos, que comienzan en T8 con mayor porcentaje de

incidencia 69.50%, formando asi el primer grupo y terminaen T1, T2, T4 y T5 tratamientos que

no presentaron ningun porcentaje de incidencia relacionado con la podredumbre gris causada por

Botrytis sp., De igual forma, se muestran los resultados del indice de severidad que basado en la

prueba de ANOVA seguln p. Tukey, se formaron 3 grupos, siendo el primero T8 con el mayor

valor de 32.25%, el segundo grupo lo conforman T3, T6, y T7, y por ultimo se encuentran T1,

T2, T4y T5 grupo con el menor porcentaje de severidad.
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4.8 Variables Morfoanatomicas
4.8.1 Numero de flores

En la Figura 29 se observa que los tratamientos que produjeron mayor nimero de flores
fueron T4 con una media de 41, que corresponde a la concentracion de 1*107 conidios/ml, y le
sigue T5 con una media de 35 flores que pertenece al mismo antagonista con una concentracién
de 1*10° conidios/ml. Y los tratamientos con menor media en el nimero de flores que se
evidencian son T7 con 27.5y T8 con 23, los cuales fueron planteados como control.

Aunque se muestran diferencia en el numero promedio de flores en el cultivo de fresa. No
obstante, para la muestra analizada con el programa estadistico ANOVA, arroj6 p- valor igual a
0,3555, indicando que el efecto de los tratamientos fue similar, entre otras palabras no se

detectaron diferencias significativas en el nimero promedio de ellas (Apéndice F).
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Figura 29.

Resultado de los promedios del nimero de flores por tratamiento
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Tratamientos

Promedios de nimeros de flores por tratamientos al momento de la primera cosecha en el cultivo de fresa.

4.8.2 Numero de hojas

En la Figura 30 el nimero promedio de hojas registrado al momento de la primera
cosecha se reportan de la siguiente manera, con mayor promedio se encuentra el tratamiento T4
con 70 hojas, mientras que el tratamiento con menor promedio es T7 con 52 hojas. Al aplicar el
Anélisis de Varianza se obtuvo un p-valor > 0.05, indicando que no hay diferencias significativas

en el nimero de hojas segun los tratamientos analizados con un p-valor de 0,2979.
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Figura 30.

Resultado de los promedios del nimero de hojas por tratamiento
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Promedios de nameros de flores por tratamientos al momento de la primera cosecha en el cultivo de fresa.

Esta variable morfoanatémica es muy importante en el cultivo de fresa como sefiala
Marschner (2002), que las hojas al ser el 6rgano principal productor de hidratos de carbono de
las plantas, debido a esto incrementa la produccién de ATP y esqueletos de carbono, necesarios

para la formacidon de acidos nucleicos, fructosa, proteinas, sacarosa y lipidos.

4.8.3 Numero de frutos

En la Figura 31 los tratamientos con mayor numero de frutos fueron T4 con una media de
41, que corresponde a la concentracion de 1*107 conidios/ml, y le sigue T5 con una media de
40 flores que este pertenece a la concentracion de 1*10°> conidios/ml, dichos tratamientos
pertenecen a la cepa nativa TNO1. Y los tratamientos con menor media en el nimero de frutos

que se evidencian son T8 con una media de 25.5 y T3 con una media de 28 frutos.
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Resultado de los promedios del nimero de frutos por tratamiento
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Numero frutos

45

T1

T2

T3

T4 T5
Tratamientos

T6 T7 T8

Promedios de nimeros de frutos por tratamientos al momento de la primera cosecha en el cultivo de fresa.

Estos valores en la media del nimero de frutos por tratamiento presentaron diferencias

significativas con un P-valor (P<0,05) con un nivel de significancia del 5% bajo la técnica

Estadistica ANOVA para los 8 tratamientos (Tabla 9).
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Promedios del nimero de frutos por tratamientos

Tratamiento Media P-valor Interpretacion

T4 410a

T5 40,0 a

T1 38,0a

T6 375a 0,0000 hay diferencia significativa
T2 325b

T7 29,5 bc

T3 28,0c

T8 255¢C

Letras desiguales en las medias (a,b,c,) indican diferencia entre ellas (P<0,05) segun p. Tukey

El nimero de frutos promedio bajo 8 tratamientos, se presenta en tres grupos. Los

tratamientos T1, T4, TS5y T6 produjeron similar nimero de frutos. Los tratamientos T2y T7

también presentaron igual nimero de frutos y los tratamientos T3, T7 y T8 estadisticamente

tuvieron el mismo nimero de frutos.

90

4.9 Socializaciéon final de los resultados del efecto antagonico con los productores de fresas

y transferencia de tecnologia

Para socializar los resultados de la eficiencia de los controladores TNO1y TH en el

cultivo de fresa, se realizé una reunion con el sefior Gonzalo Granados y Familia (hijo, esposa y

dos nietos), Felipe Nifio y Jonathan Portilla, de manera presencial utilizando como material de

transferencia un poster de investigacion, que es un medio visual para comunicar los resultados de
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un trabajo investigativo, dicha reunion se realizé en la finca El Cascajal de la Vereda
Monteadentro donde se llevé a cabo el proyecto piloto (Figura 32a), asimismo se realizo la
instruccidn y preparacion en masa de manera artesanal de los antagonistas por parte del
agricultor; dicha reunion se llevd a cabo de manera satisfactoria y por parte del mismo agricultor
se trasmitio el conocimiento a los demas productores de fresa. Y como evidencia se tomaron
registros fotograficos (Figura 32b).

Figura 32.

Registro fotogréafico de la socializacion y preparacién en masa de los antagonistas

(@) Socializacion de resultado final llevado a cabo por el estudiante; (b) Transferencia de tecnologia.

Fuente: Autor

La participacion de las personas formando grupos de trabajo es fundamental para
responder a objetivos predeterminados por el proyecto, donde se les tiene en cuenta en el

monitoreo y el ajuste de actividades; esto implica grandes procesos de ensefianza-aprendizaje
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sistematicos y estructurados. Fue necesario tener en cuenta a las personas de la comunidad en el
proyecto para ir avanzando en este.

El método de accion participativa, permite un aprendizaje rapido, progresivo e
interactivo, para asi seguir avanzando a las siguientes etapas, logrando un intercambio horizontal
de conocimientos y saberes entre productores y extensionistas (Landini, 2016).

“La mayoria de los proyectos de desarrollo fracasan o quedan muy lejos de sus metas
iniciales, por falta de participacion real de la gente para quién se hizo el proyecto en primer lugar

(“los beneficiarios™)” (Geilfus, 2009).
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Conclusiones

Si bien, las tres cepas del género Trichoderma spp., utilizadas consiguieron in vitro
inhibir totalmente el crecimiento del fitopatdgeno, siendo la cepa nativa TNO1, aislada del
mismo cultivo, la que mostrd una mayor velocidad en la competencia por espacio y nutrientes.

En los bioensayos de cultivo dual se pudo evidenciar que tanto la cepa nativa TNO1,
como la cepa comercial TH, usaron el micoparasitismo como parte de su mecanismo antagénico
contra la cepa fitopatdgena BT.

Las cepas TNO1 y TH a una concentracion de 1*107 y 1*10° conidios/ml, ejercen un
papel protector similar sobre el cultivo de fresa en cuanto a la incidencia y severidad de los
sintomas de la enfermedad causada por el fitopatdégeno Botrytis spp.

Los mejores resultados en el cultivo de fresa experimental en el nimero de estructuras
morfoanatomicas (hoja, flor y fruto) fue la cepa TNO1 que fue aislada del mismo cultivo.

La implementacion del experimento realizado en la parcela demostrativa, con la
participacion de la comunidad, fue aceptada ademas de realizada la transferencia de tecnologia,

lo cual sera llevada para implementarlas en otras parcelas.
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Recomendaciones

Realizar una caracterizacion genotipica para identificar taxonomicamente las cepas
nativas a nivel de especie.

Disefar programas de manejo integrado limpio donde esté incluida el control biologico
con Trichoderma spp., en principios de prevencion y control de la podredumbre gris causada por
Botrytis spp., en todo el ciclo del cultivo de la fresa en la Vereda Monteadentro.

Promover el uso de sustratos (cascarilla de arroz, café residuos de cosecha) para la
produccion artesanal de Trichoderma spp.

Involucrar a mas productores a conocer sobre la produccion artesanal y aplicacion de
Trichoderma spp. en sus cultivos, para mitigar el uso de pesticidas y la importancia que tiene

usar estrategias bioldgicas.
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Apéndices

Apéndice A. Resultados de ANOVA del crecimiento radial del patégeno (RCP) de los

diferentes tratamientos y su control

Factores Tratamientos Media P-valor Interpretacion

CONTROL 59.32a

Hay diferencias

BT2 27.27b 0.001
significativas
Botrytis spp.
BTH 22.34b
BT1 1090 ¢

Letras desiguales en las medias (a,b,c,d) indican diferencia entre ellas (P<0,05) segln p. Tukey

De acuerdo con los resultados de ANOVA, se observa que el crecimiento promedio radial
de Botrytis spp., es diferente, bajo los tratamientos: BT1, BTH, BT2 y Control, con un
nivel de significancia del 5%. El tratamiento de menor crecimiento radial fue BT1

comparativamente con el control.
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Apéndice B. Resultados de ANOVA de la distancia recorrida del micelio de la cepa

TNO2 en comparacion con el control

Factores Tratamientos Media P-valor Interpretacion

CTNO2 59.60 a Hay diferencias

Trichoderma spp. 0.017
significativas

TNO2 31.84b

Letras desiguales en las medias (a, b) indican diferencia entre ellas (P<0,05) segln p. Tukey

De acuerdo con los resultados de ANOVA, se observa que el crecimiento promedio

radial de la cepa de Trichoderma TNO02, fue mas bajo en comparacion con el control.

Apéndice C. Resultados de ANOVA de la distancia recorrida del micelio de la cepa TH

en comparacioén con el control

Factores Tratamientos Media P-valor Interpretacion

CTH 63.03 a Hay diferencias

Trichoderma spp. 0.017
significativas

TH 47.21b

Letras desiguales en las medias (a, b) indican diferencia entre ellas (P<0,05) segln p. Tukey

De acuerdo con los resultados de ANOVA, se observa que el crecimiento promedio radial
de la cepa comercial TH, fue mas bajo en comparacion con el control. Esto indica que la

cepa TH en competencia presenta un crecimiento mas lento.
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Apéndice D. Humedad relativa (%) reportada por el IDEAM

Enero Febrero Marzo Abril Mayo Junio Julio

Humedad relativa (%)
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Humedad relativa (%) durante los 7 primeros meses del afio 2020.

Muestra los valores méximos de humedad relativa reportada por el Instituto de
Hidrologia Meteorologia y Estudios Ambientales (IDEAM) en los primeros 7 meses del afio
2020, con un mayor porcentaje en el mes de marzo de 83% y con el porcentaje minimo se

presento en el mes de mayo con 73%.
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Apéndice E. Precipitacion (mm) reportada por el IDEAM
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Precipitacién (mm) durante los 7 primeros meses del afio 2020.

Muestra los valores méximos de precipitacion reportada por el Instituto de Hidrologia

Meteorologia y Estudios Ambientales (IDEAM) en los primeros 7 meses del afio 2020, con un
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mayor porcentaje en el mes de abril de 54 mm y con el porcentaje minimo se present6 en el mes

de mayo con 9%.
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Apéndice F. Promedios del nimero de flores por tratamientos

Tratamiento Media P-valor Interpretacion
T4 410a
T5 355a
T6 32,0a
T3 315a 0,3555 No hay diferencia significativa
T1 310a
T2 31,0a
T7 275a
T8 23,0a

Se muestran los promedios de los tratamientos en cuanto al nimero de flores. Letras iguales en las

columnas no difieren para P<0,05 por la prueba de Tukey. Fuente: Autor
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Se observa que no hay diferencia significativa por la prueba de Tukey. Formando un solo

grupo con todos los tratamientos.



