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Efecto comparativo de una cepa nativa y una comercial de Trichoderma spp. 1

Resumen
Trichoderma spp., es un hongo antagonista usado ampliamente en la agricultura, por su versatilidad
en el empleo de sustratos en la produccion artesanal, uso en numerosos cultivos, lo que convierte en
una medida de control biol6gico poco usada en la regidn, con beneficios en la Fitosanidad y
productividad de los cultivos estudiados. En los predios de la Normal Superior de Pamplona se
realizé el estudio de este antagonista en el cultivo de lechuga en la variedad de Capitata L.,
encontrdndose una enfermedad en particular conocida como Fusarium spp., que tienen un posible
patio de infeccidn sobre los cultivos de lechuga. Por esta razon este estudio se enfocé en la
obtencion de una cepa cepa nativa de Trichoderma spp. con potencial biocontrolador para su uso en
un cultivo de lechuga (Lactuca sativa L..), para ello se hizo un andlisis comparativo con una cepa
comercial de Trichoderma spp.. Las pruebas in vitro se realizaron en cultivos duales, comparando la
capacidad antagonica de cuatro cepas (TN1, TN2, TN3, TN4) aut6ctonas aisladas del suelo en un
cultivo de lechuga del Colegio Normal Superior Pamplona), y de la cepa comercial (TC), frente a
tres cepas de Fusarium spp., (FS1, FS2, F3) Todas las cepas evaluadas in vitro mostraron inhibicion
en el crecimiento radial del fitopatdgeno, se encontraron diferencias significativas entre los
antagonistas, la cepa que mostro un mayor crecimiento frente a las demas fue la TN4. En cuanto a
la accion micoparasitica solo las cepas TN4 y TC presentaron ¥ de la invasion total caracteristica
gue hace referencia a la escala en grado 2. Para evaluar la capacidad protectora en campo abierto en
el cultivo de lechuga, se seleccion6 la cepa TN4 quien fue la que presento un crecimiento mayor
para ser compararada con la cepa comercial (TC), para esta fase se emple6 un Disefio en Bloques
Completamente al Azar, con 8 tratamientos y 3 repeticiones. De los resultados obtenidos, se puede
concluir que la cepa nativa TN4, mostré una eficacia comparable a la observada para la cepa
comercial, en el cultivo se ve reflejado en el rendimiento en las plantas donde se aplicé los
tratamientos con Trichoderma spp., dandole bases al productor del beneficio de emplear esta clase

de organismos biol6gicos en un cultivo.
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Palabras claves: cepa, autéctono, biocontrolador, Trichoderma, enfermedades fangicas.
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Asbtrac

Trichoderma spp., Is an antagonist fungus widely used in agriculture, due to its versatility in the use
of substrates in artisanal production, use in numerous crops, which makes it a little used biological
control measure in the region, with benefits in Phytosanitary and productivity of the studied crops.

In the estates of the Normal Superior of Pamplona, a study of this antagonist was carried out in the
cultivation of lettuce in the variety of Capitata L., finding a particular disease known as Fusarium
spp., Which have a possible infection yard on the crops of lettuce. For this reason, this study focused
on obtaining a native strain of Trichoderma spp. with potential biocontroller for its use in a lettuce
crop (Lactuca sativa L ..), for this a comparative analysis was made with a commercial strain of
Trichoderma spp .. The in vitro tests were carried out in dual cultures, comparing the antagonistic
capacity of four native strains (TN1, TN2, TN3, TN4) isolated from the soil in a lettuce crop from the
Colegio Normal Superior Pamplona), and from the commercial strain (TC), against three strains of
Fusarium spp., (FS1, FS2, F3) All the strains evaluated in vitro showed inhibition in the radial growth
of the phytopathogen, significant differences were found between the antagonists, the strain that
showed the highest growth compared to the others was TN4. Regarding the mycoparasitic action,
only the TN4 and TC strains presented Y2 of the characteristic total invasion that refers to the grade 2
scale. To evaluate the protective capacity in the open field in the lettuce crop, the TN4 strain was
selected, which was the one that presented the highest growth to be compared with the commercial
strain (TC), for this phase a Completely Random Block Design was used. , with 8 treatments and 3
repetitions. From the results obtained, it can be concluded that the native strain TN4, showed an
efficacy comparable to that observed for the commercial strain, in the cultivation it is reflected in the
yield in the plants where the treatments with Trichoderma spp. Were applied, giving it bases to the

producer of the benefit of using this class of biological organisms in a crop.

Keywords: strain, autochthonous, biocontrol, Trichoderma, fungal diseases
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Introduccion

La produccion de lechuga en los Gltimos afios ha aumentado tanto a nivel mundial como nacional,
debido a sus caracteristicas nutricionales y organolépticas. Buscando el desarrollo econémico, 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 una cantidad
considerable de agua para el establecimiento de las plantaciones, un suelo preferiblemente ligero,
arenoso-limosos con un buen drenaje, donde su pH optimo este entre 1os 6,7 y 7,4, y se requiere

también de laminas de polietileno negro o transparente durante los dias de invierno.

Desafortunadamente el hombre, con el fin de proteger los cultivos de lechuga al efecto pernicioso
de multiples organismos vivos (insectos, hongos, nematodos, etc.) y aumentar la produccion viene
utilizando desde hace décadas productos fitosanitarios. Que una vez aplicados, son absorbidos por
las plantas sufriendo procesos de volatilizacion, lavado y degradacion bidtica y abiética en el suelo
gue conducen a la formacion de nuevos productos, mas maoviles, persistentes y mas peligrosos que
los compuestos de partida. Es por esto que a través del control biolégico se ha logrado reducir el
uso indiscriminado de agroquimicos como medio de supresion y erradicacion de enfermedades,
haciendo necesario la incorporacién de tratamientos bioldgicos que sean rentables y respetuosos con

el medio ambiente (Porta et al, 2003).

Las enfermedades que suelen afectar a la lechuga van desde las podredumbres blandas y fétidas
causada por bacterias, podredumbres polvorientas causadas por mohos y nédulos por nematodos.
Cada una de ellas desarrolla una fisiopatia diferente, que van desde la formacidn de esclerocios,

mildeos vellosos y polvorientos, manchas anulares cafés o amarillas, que finalmente deterioran el
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producto hasta su pérdida total, disminuyendo los rendimientos, la calidad en el campo y en el
mercado. Asi mismo se convierten en un foco de diseminacion en el suelo y ambiente en el que se
desarrollan, por tal motivo se buscan indagar estrategias que mitiguen su presencia en un cultivo de
grandes extensiones y continua explotacién agricola, impacte de manera positiva en el medio
ambiente, sus costos sean asequibles para los productores y que estos vean resultados contundentes
en la aplicacion de un controlador biolégico como lo es el hongo Trichoderma spp., Sin alterar las

caracteristicas propias del suelo, pero si otorgandole beneficios biol6gicos a este.

En control bioldgico se han realizado investigaciones aplicando la accién 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). Se ha observado en diferentes investigaciones que el control de enfermedades
con especies de Trichoderma spp., han reducido no solo la severidad sino que también induce la
estimulacién del crecimiento de las plantas (Cubillos et al., 2009), conjuntamente presenta
diferentes mecanismos de accion biocontroladora sobre hongos fitopatégenos compitiendo por
espacio y nutrientes, micoparasitando y realizando antibiosis, lo cual tiene una accion directa sobre
el hongo patdgeno (Infante et al., 2009). Por esto el propoésito del presente estudio es evaluar el
efecto protector de una cepa nativa de Trichoderma spp., y una cepa comercial (Trichoderma
harzianum) como agentes controladores de Fusarium sp en el cultivo de lechuga (Lactuca sativa L.)

en el municipio de Pamplona.
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Capitulo |

Planteamiento del problema

Las enfermedades del suelo han acarreado diferentes dafios en los cultivos de corto y largo ciclo,
desaniman al productor, la inversién para lograr minimizarla es alta, se buscan alternativas a corto
plazo y no medidas que realmente den solucidn a esta clase de fenémenos bioldgicos. Los agentes
causales de estas enfermedades tienen la particularidad de permanecer por un buen nimero de afios,
lo que los convierten en enfermedades ciclicas y resistentes a las diversas moléculas quimicas a las
que se les enfrentan que a la final van a parar a las cuencas hidricas y suelos sin uso agricola que

ocasionan problema a largo plazo.

Los agricultores hacen uso de quimicos para el control de plagas y para minimizar las perdidas en
los cultivos, la falta de comunicacidn genera gque sean pocos los agricultores que de primera mano
puedan probar e incluir en sus planes de manejo integrado de los controladores biol6gicos, ya que
estos son muy reducidos en la regién. La zona escogida dentro del presente trabajo es el municipio
de Pamplona, caracterizado por su riqueza natural y produccién de alimentos. Debido al clima, esta
anclado en una buena ubicacidn geografica para la explotacion de cultivos como la Lactuca sativa
L.. Las condiciones climaticas de la zona (clima himedo y temperaturas suaves (15-22°C)
favorecen la aparicion de diversas enfermedades entre ellas Fusarium spp., este hongo es causante
de dafios tales como marchitamiento vascular, podredumbre radicular, podredumbre del pie y del
tallo, lesiones de las hojas y podredumbre del fruto, que afectan directamente al cultivo y pueden

provocar grandes pérdidas para los agricultores.

El desconocimiento del uso de agentes biolégicos, que minimicen el uso irracional de

agroquimicos, como un medio de supresion y erradicacion de enfermedades, hacen necesario el
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empleo de la incorporacion de medidas bioldgicos para el control de enfermedades y para ellas se
tiene al antagonista Trichoderma spp., un hongo del suelo, degradador de materia orgénica, de facil
reproduccion en laboratorio y campo, usado como herramienta en el control de enfermedades

fangicas del suelo.
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Justificacion

La presencia de enfermedades flngicas en los cultivos de lechuga en el municipio de Pamplona,
hacen notar que no se toman las medidas adecuadas para su eliminacién, o simplemente buscan
medidas a corto plazo que limiten el crecimiento de estos patdégenos. En la mayoria de estos
cultivos el uso indiscriminado de fungicidas ha causado no solo un dafio en los cultivos, sino que
también al medio ambiente, al suelo y lo mas relevante es que se ha relacionado con enfermedades

en la poblacion consumidora.

Con este trabajo se busca implementar técnicas de control bioldgico sobre el cultivo que contribuye
al control eficaz de las plagas y a incrementar los estandares de calidad, en un mercado cada vez
mas exigente y competitivo, y a su vez ayudar al medio ambiente a no usar agroquimicos, para
poder llevar un monitoreo de plagas y proteger la lechuga (Lactuca sativa L.) ya que el control
bioldgico en la region es reducido. Para el control de enfermedades se tiene al antagonista
Trichoderma spp., un hongo del suelo, degradador de materia organica, de facil reproduccién en
laboratorio y campo, usado como herramienta en el control de enfermedades flngicas del suelo, que
no solo beneficien a los cultivos, sino que también ayuden al medio ambiente y a la economia del
pequefio y mediano productor, quienes en su produccion se ven afectados por la presencia de
enfermedades que originan dafios en las hojas, tallo y raiz, hasta conducir a la muerte de la planta.
Se espera que los resultados sirvan para cimentar una nueva alternativa de control limpio a los
pequefios agricultores, que tengan acceso facil a ello, y lo mantengan como alternativa para ser
empleado en sus proximos cultivos y asi disminuir la dependencia a los fungicidas quimicos, los
cuales desequilibran la composicion microbioldgica del suelo, ya que finalmente es el encargado de

transformar los elementos en forma asimilable por parte de la planta. Esto se evidenciara en una
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produccion rentable, segura, limpia, con matices agroecoldgicos para el consumidor y el medio

ambiente.
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Objetivos

Objetivo General

- Evaluar el efecto protector de diferentes cepas nativas de Trichoderma spp., y una cepa
comercial (Trichoderma harzianum) como agentes controladores de enfermedades fungicas

de la lechuga Lactuca sativa L., en el municipio de Pamplona.

Objetivos Especificos

- Determinar la eficiencia de los controladores bioldgicos Trichoderma spp. (local) y

Trichoderma harzianum (comercial) a campo abierto contra Fusarium spp..

- Verificar el efecto antagdnico "in vitro" de Trichoderma spp. y una cepa comercial
(Trichoderma harzianum) contra Fusarium spp. que afecta el cultivo de lechuga (Lactuca

sativa L).
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Capitulo 11

Marco Referencial

La investigacion sobre las especies de Trichoderma alrededor del mundo es muy enriquecedora,
pues aporta informacion no solo del microorganismo, sino de las caracteristicas de los entornos que
favorecen su presencia, las técnicas empleadas para su estudio e identificacion, y su
comportamiento al ser ensayado para aplicaciones en los campos de la exploracion agricola se han
generado aportes fundamentales para reconocer al microorganismo como lo es hoy en dia,

especialmente por su efecto antagdnico ante un amplio espectro de patgenos.

Antecedentes Internacionales

Guédez et al. (2009) “Efecto antagonico de Trichoderma harzianum Rifai., sobre algunos
hongos patégenos postcosecha de la fresa (Fragaria spp.)”, Venezuela. Se desarrollé al comparar
el crecimiento del biocontrolador con cada uno de los hongos patdgenos, el analisis de varianza
indico6 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), porgue 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 biolégico efectivo en enfermedades postcosecha, aplicandose también antes de la

cosecha para disminuir pérdidas durante el transporte y su estadia en las fruterias.
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Asi mismo, Pavone (2012), realiza la investigacion “Biocontrol de Rhizoctonia solani kuhn por
Trichoderma spp.” en su tesis doctoral. Donde evalud la capacidad biocontroladora en cultivos
duales en medio sélido, liquido, crecimiento en suelo y vivero. Encontrando gran variabilidad de
cepas evidenciando, cudl 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 més 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
Trichoderma y emas en la comunidad de Misquilli de la parroquia Santa Rosa, provincia de
Tungurahua”. Mostr6 gue aplicando Trichoderma (Bio Fungo) (P1), se obtuvieron los mejores
resultados, por cuanto los tratamientos que lo recibieron, reportaron los méas 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 formulacion de
Trichoderma asperellum para el manejo de patdgenos 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 residuos del sustrato y
conidios). Asimismo, se determind la cantidad 6ptima de in6culo de T. asperellum para la

produccion masiva de conidios en sustrato de arroz. Y encontraron los siguientes resultados: La
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mayor produccidon de conidios (9.34 X 108 conidios/g) se presentd 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 registr6 la mayor produccion de conidios/g
(1.49 X 108) cuando presentd 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 mostré 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 patégenos del ajo”, y determinaron su actividad antagonica y efecto
inhibitorio utilizando el crecimiento en platos duales. La cepa de B. subtilis mostrd 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 presenté 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 “Produccion artesanal de Trichoderma” donde se mostr6 la metodologia
en la produccion artesanal y Control de Calidad del hongo antagonista Trichoderma spp., que fue

tomada como referente.

Antecedentes Nacionales y Locales

Con el fin de observar algunos avances sobre agricultura sostenible, basada en control biolégico de

Trichoderma spp., se encontré que existe un interés amplio en el cual se puede referenciar, el

trabajo de Parra (2018), titulado “Evaluacion del antagonista Trichoderma spp., contra
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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, produccién 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 biol6gicos en un cultivo.

Checa, y otros (2016) de la Universidad de Narifio realizo la publicacion “Antagonismo de cepas
de Trichoderma spp. contra la marchitez del guisante (Pisum stivum L.) causado por

Fusarium oxysporum f. sp. pisi.” estableciendo el efecto antagénico de 12 cepas entre las que se
encuentran T. harzianum, T. asperellum y T. longibrachiatum in vitro, en invernadero y campo en

cultivos de arveja ubicados en los municipios de Pupiales, Ipiales y Gualmatan.

Siguiendo en la busqueda en los avances en cuanto al uso de Trichoderma spp., se encontré la
investigacion realizada por Chavez (2006), el trabajo titulado “Produccién de Trichoderma spp., y
evaluacion de su efecto en cultivo de crisantemo (Dentranthema grandiflora”, donde se evalaud
la capacidad antagénica 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,

convirtiéndose en una alternativa viable para el tratamiento de cultivos ornamentales,
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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
seleccidn 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 antagdnica

consistente y pueden usarse en el manejo del hongo F. oxysporum en arveja.

Avanzando en el tema encontramos el trabajo de Cubillos, Valero, y Mejia, (2009) titulado
“Trichoderma harzianum como promotor del crecimiento vegetal del maracuya (Passiflora
edulis var. flavicarpa Degener”), donde tenian como objetivo comprobar la potencialidad de la
cepa nativa TCN-014, frente a la cepa comercial TCC-005 de T. harzianum, como inoculante
biopromotor del crecimiento del maracuyd, mediante la evaluacién de su efecto sobre la
germinacion y el desarrollo temprano de las plantas, con el prop6sito de aportar una estrategia para
el manejo integrado del cultivo, mediante la elaboracion, evaluacion y aplicacion de bioproductos
con un efecto multifuncional ocasionado por la actividad biocontroladora de patégenos, 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,
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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.

Marco Tebrico

Lactuca sativa L.

lechuga (Lactuca sativa L.) es una hortaliza de gran importancia dentro del mercado nacional e
internacional, la duracién del cultivo suele ser de 50-60 para variaciones tempranas y de 70-80 dias
para las tardias. Sus hojas al comienzo de su desarrollo adoptan la forma de roseta, para formarse
maés tarde y formar un cogollo, las hojas son lampifias, ligeramente dentadas y de formas variadas,

las hojas pueden ser mantecosas o crujientes, con aspecto ondulado, liso o rizado(Eroski, 2009).

Dentro de las caracteristicas fisico-quimicas de la lechuga esta la importancia de vitaminas y

minerales; es rica en calcio, hierro y vitamina A, el pH se encuentra entre 5,76 — 6,35 (Avila, 2015).

- Variedades
e Lechuga de cabeza, arrepollada o Crisp Head (L. sativa var. Captitata (L): Presenta
cabeza cerrada, en el interior se forma un cogollo apretado y firme, mientras que, en el
exterior, sus hojas son abiertas, gruesas, crujientes y su funcionalidad es proteger el

cogollo(Avila, 2015).
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¢ Lechuga mantequilla, Butter Head o lechuga lisa (L. sativa vas. Capitata(L): Presenta
cabeza cerrada o semiabierta, su interior no es apretado, sus hojas son verdes-amarillas,
muy lisas, con texturas suaves y un poco aceitosa (Avila, 2015).

e Lechuga cos o romanas (L. sativa var. Longifolia (L): Sus hojas son alargadas, con
nervio central ancho y bordes enteros, forman un cogollo ligeramente apretado, color verde
oscuro (Avila, 2015).

e Lechuga sin cabeza, de hojas sueltas (L. Sativa var. Intybacea (L): Sus hojas son sueltas,
de textura suave, pueden ser crespas o lisas; su color varia entre verde claro a verde oscuro

y de rojo a morado en diferentes tonalidades (Avila, 2015).

- Suelos
La lechuga prospera en suelos de naturaleza fisica variada con tal de presentar una estructura
estable, que permita una buena retencion de agua en la superficie para garantizar su alimentacién
hidrica sin altibajos(Eroski, 2009). En general todos los suelos son adecuados para el cultivo de
lechuga dada su alta adaptabilidad a suelos desde arenosos hasta arcillosos, que presenten un alto
contenido de materia organica. La lechuga es tolerante a pH acidos y es medianamente tolerante a la

salinidad (Avila, 2015).

- Clima
Es un cultivo principalmente de zonas altas, donde su mejor desarrollo y calidad lo obtiene por
encima de los 1,100 msnm. con una temperatura media alrededor de los 18°C. Es bastante tolerante
a las bajas temperaturas, pero a altas temperaturas su calidad desmejora y la vida de anaquel se
limita bastante. Para un desarrollo normal de la planta, es necesario que las temperaturas durante la
fase de crecimiento permanezcan entre 20 y 240 C. Para poder iniciar la fase de induccion floral

necesita entre 10 y 15° C durante varias horas del dia (Eda, 2009).
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- Humedad relativa
El sistema radicular de la lechuga es muy reducido en comparacion con la parte aérea, porgue es
muy sensible a la falta de humedad y solo soporta un periodo de sequia, aunque este sea muy breve.
La humedad relativa conveniente para la lechuga es de 60 al 80%, la alta humedad puede llegar a
favorecer varias enfermedades y generar problemas en el cultivo de lechuga(Alzate.J..y Loaiza.L.,

2008).

- Trasplante
El trasplante es el paso de las plantulas del semillero al sitio definitivo. Las plantulas se llevan a
campo cuando hayan adquirido determinado desarrollo. Como norma general se puede tomar el
namero de hojas, tres a cuatro bien formadas; es decir, cuando la plantula tenga entre ocho y diez,

lo cual generalmente se alcanza 25 a 30 dias después de la germinacion (Jaramillo et al., 2016).

- Distancias de siembra
La distancia entre plantas es variable y depende de diversos factores: arquitectura de la planta,
variedad o hibridos empleados, pendiente del terreno, condiciones fisicas y de fertilidad del suelo,
humedad relativa y luminosidad, entre otros. Igualmente varia de acuerdo con las exigencias del
mercado en cuanto al tamafio y peso de las cabezas o pellas. En la eleccion del espaciamiento se
debe tener en cuenta también que a menores distancias cada cabeza tendra menor peso, pero se
obtendra mayor nimero y por lo tanto mayor rendimiento por hectarea. En general, a mayor
distancia de siembra, mayor peso y tamafio de las cabezas. EI marco de plantacion depende de la
envergadura que alcance la variedad; en el caso de variedades de tamafio pequefio se pueden plantar
hasta 18 plantas por metro cuadrado, sembrando en eras o en llano total a distancias de 25 cm por
25 cm o en caballon a una distancia de 50 cm entre caballones y dos hileras por planta por caballon,

separadas 25 cm entre si (Jaramilo et al., 2016). La siembra en caballon se recomienda cuando
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existen riesgos de exceso de humedad en el suelo, para evitar pudriciones del cuello de la planta o el
ataque del moho blanco Sclerotinia sclerotiorum Libert de Bary., la distancia de siembra mas
utilizada en la produccion de lechuga Batavia o de cabeza es de 35 a 40 cm entre plantas y 40 cm
entre surcos. A una distancia desiembra de 40 cm por 40 cm se tiene una poblacion de 56.100
plantas por hectarea (Semillas arroyave, 2004). Para lechugas tipo mantequilla y romana, las
distancias son de 30 cm por 30 cm. Para las lechugas foliares se utilizan distancias de siembra entre
20y 30 cm entre plantas y de 20 a 30 cm entre surcos. La lechuga es un cultivo de ciclo muy corto,
asi que una heterogeneidad en el desarrollo de las plantas por déficit de riego al inicio del cultivo
sera dificil de corregir mas adelante. Al inicio las plantulas exploran solo un peguefio volumen de
suelo; por esta razén, se requiere un sistema de riego con mucha uniformidad, buen cubrimiento y
caudal adecuado. Es recomendable que los riegos se hagan en la mafiana, de manera que el follaje
se pueda secar rapido y permanezca asi el resto del dia y la noche para prevenir problemas Flngicos

(Cooman, 2000).

- Fertilizacion de la lechuga
La necesidad de fertilizantes en el cultivo depende de la disponibilidad de nutrientes del suelo, del
contenido de materia organica, de la humedad, la variedad, la produccion y la calidad esperada del
cultivo. Por esto, las aplicaciones de fertilizantes estaran sujetas al resultado del analisis quimico del
suelo, analisis foliares y observaciones de campo. Una fertilizacion eficiente es la que, con base en
los requerimientos nutricionales de la planta y el estado nutricional del suelo, proporciona los
nutrientes en las cantidades suficientes y épocas precisas para el cultivo (Jaramillo et al., 2016).
Un adecuado plan de nutricién se debe ajustar a los requerimientos del cultivar, condiciones de
fertilidad, disponibilidad de los elementos en el suelo, sustrato de crecimiento, intensidad en el
manejo del cultivo en términos de densidad de siembra, control de variables climéticas,
especialmente luz, temperatura y precipitacion, y expectativas de rendimiento por planta o por

unidad productiva (Vallejo, 2004). La lechuga es una planta exigente en potasio; sin embargo, un
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exceso de este puede inducir una mayor absorcién de magnesio, con el consiguiente desequilibrio
carencial de este elemento. También es exigente en molibdeno, por lo cual es conveniente dar un
tratamiento foliar con molibdato de amonio, siete a diez dias después del trasplante; asi mismo es
conveniente realizar una aspersion en el semillero unos dos o tres dias antes del trasplante (Serrano,

2014).

- Plagas del suelo
Nematodos (Meloidogyne sp): Son animales muy pequefios en forma de gusanos microscopicos,
causan heridas y dafios en las raices como nédulos, pudriciones, agallas, reduccion de raicillas, que

son puerta de entrada a hongos como los que producen la secadera(Avila, 2015).

Chizas (Ancognata scarabaelodes): Las larvas se conocen como Mojojoy y se alimentan de raices,
ocasionando dafio en las plantas al interferir con la toma de nutrientes por las heridas ocasionadas.
Las heridas a su vez permiten el ingreso de hongos patdgenos que afectan la produccién y pueden
causar la muerte de la planta; los adultos normalmente se conocen como ronrén de mayo. En época
de llenado de vainas se reducen drasticamente los rendimientos(Avila, 2015).Gusano Alambre
(Agrotis lineatus): La hembra (que es un escarabajo) deposita los huevos en el suelo cerca de la
raiz, emergiendo larvas de color café amarillento; éstas se alimentan de las raices debilitando la
planta hasta ocasionarle la muerte. En las plantulas recién trasplantadas, la mortalidad por esta plaga

es mayor(Avila, 2015).

Babosas (Milax gagates) Descripcion: En el dia se esconden debajo de residuos de material vegetal,
piedras o terrones. Las babosas se desarrollan en el suelo prefiriendo las condiciones himedas;

atacan el follaje tierno(Avila, 2015).
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- Enfermedades de la lechuga
Mildeo Velloso Bremia lactucae Regel, bot. Ztg
Mancha de la hoja de la lechuga, Septoriosis, Septoria lactucae Peck
Cercosporiosis, Cercospora longissima Cooke y Ellis
Pudricidon blanda, moho blanco, Sclerotinia sclerotiorum Libert. de Bary.,
Sclerotinia minor Jagger.
Moho gris, pudricion basal Botrytis cinerea Pers.: Fr.
Marchitez vascular, Fusarium spp (Fusarium oxysporum f. sp. lactucae (Sacc).)
Snyder & Hans.

Antracnosis de la lechuga Marssonina panattoniana. (Berl.) Magnus

e Marchitez vascular, Fusarium spp (Fusarium oxysporum f. sp. lactucae (Sacc).) Snyder
& Hans.
La marchitez vascular es causada por el hongo Fusarium oxysporum Schltdl., es un hongo
que pertenece al reino: Fungi, Division: Deuteromycota, Clase: Sordariomycetes, orden:
Hypocreales, pertenece a la orden de los Monilialos (Hifomicétalos) y a la familia de
Tuberculariaceas (Lopez Moreta, 2017). Son hongos con el micelio dividido en
compartimentos cuya reproduccion sexual se desconoce. La multiplicacién asexual hace
intervenir las esporas llamadas conidios producidas por brote de micelios especializados,
conididforos. Estos conidiéforos son cortos, simples, asociados en un cojinete (Camara de
Comercio, 2015). Los sintomas mas caracteristicos son el amarillamiento y detenimiento
del crecimiento de la planta. Las plantulas del semillero afectadas se marchitan y mueren.
Los tejidos vasculares de las raices, coronas y peciolos se decoloran y toman un aspecto
pardo rojizo. Es tipico el sabor amargo de las plantas. La enfermedad es mas destructiva

durante los periodos calientes. El hongo se establece en el suelo y subsiste en forma de
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clamidospora. La penetracion se realiza principalmente a través de las raices jovenes

(Agrosiembra, 2018).

Pruebas de identificacion para hongos

- Observacion microscopica

e Técnica de adhesion a cinta
Esta técnica es una de las mas usadas, debido a que se conserva la yuxtaposicién original de
las esporas y segmentos de hifas (Koneman, 1987). Ademas de permitir observar las
estructuras fangicas casi sin alteracion (Arenas, 1993). Para su realizacion, se toma una tira
de cinta de 4cm, con el lado adhesivo hacia afuera, sosteniéndose con pinzas y presionando
firmemente contra la superficie de la colonia del hongo que se desea estudiar.
Posteriormente, la tira de cinta se coloca en un portaobjetos con una gota de azul de

lactofenol.

e Método de microcultivo
Segun Arenas (1993), este método es el mas preciso y permite observar las estructuras
fangicas in situ. Para su realizacion se tom6 una cama de Petri con un caballete de vidrio en
U, se deposita 5 mL de agua estéril en la caja que evitara la desecacion posterior; se coloca
un portaobjetos sobre el caballete y con una pipeta estéril se pone una capa de agar en la
superficie de lamina, se siembra en el centro un fragmento del cultivo y se coloca una
laminilla estéril sobre éste para después incubar a la temperatura seleccionada. Se retira la
laminilla y se coloca sobre una gota de azul de lactofenol observando al microscopio en

aumento de 40X (Casas, 1989; Arenas, 2003).
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Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioquimicas permiten determinar las caracteristicas metabdlicas de las
bacterias u hongos objeto de identificacion. Algunas de estas pruebas son técnicas rapidas,
ya que evaluan la presencia de una enzima preformada y su lectura varia entre unos
segundos hasta unas pocas horas. Otras pruebas requieren para su lectura el crecimiento del
microorganismo con una incubacidn previa de 18 a 48h; a este grupo pertenecen la mayoria
de las pruebas que detectan componentes metabélicos o aquellas que determinan la
sensibilidad de un microorganismo a una sustancia dada tras cultivo en medios de
identificacion que contienen el sustrato a metabolizar. No obstante, algunas de estas
pruebas pueden realizarse de forma rapida tras incubacién de unas 2-6h; en general, se trata
de reacciones enzimaticas cromogénicas o pruebas convencionales modificadas (Murray,

2003).

Pruebas de identificacién preliminar y con lectura inmediata

e Catalasa
La catalasa es un enzima presente en la mayoria de los microorganismos que
poseen citocromos. Las bacterias que sintetizan catalasa hidrolizan el peréxido de
hidrégeno en agua y oxigeno gaseoso que se libera en forma de burbujas (Murray,

2003).

e Oxidasa
Sirve para determinar la presencia de enzimas oxidasas. La reaccion se debe a la

presencia de un sistema citocromooxidasa que activa la oxidacion del citocromo el
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cual es reducido por el oxigeno molecular produciéndose agua o peroxido de
hidrégeno segun la especie. El oxigeno actla por tanto como aceptor final de
electrones en la cadena transportadora de electrones. Por lo general, el sistema
citocromooxidasa solo se encuentra en las bacterias aerobias, algunas anaerobias
facultativas y, excepcionalmente, en alguna microaerofila (Vibrio fetus), pero las
bacterias anaerobias estrictas carecen de actividad oxidasa. Asimismo, la presencia
de oxidasa va ligada a la produccion de catalasa, ya que esta degrada el peréxido
de hidrégeno que se produce como consecuencia de la reduccidon del oxigeno y

cuya acumulacion es téxica (Murray, 2003).

e Fermentacion de azUcares
En esta se producen &cidos, que se detectan por medio del indicador rojo de fenol,
el cual vira a color amarillo en medio acido. Los resultados de la prueba deben ser
leidos luego de 18 a 24 horas de incubacion. Si la lectura se efecta a tiempos
menores pueden existir falsos positivos por la presencia de acidez o la acidez
generada no sea suficiente para producir el viraje del indicador rojo de fenol del
color rojo al amarillo. Si se lee luego de 24 horas se pueden obtener resultados
negativos por consumo de peptonas durante el crecimiento de los microorganismos

con la consecuente alcalinidad del medio de cultivo (MacFaddin, 1985).

Actividad Enzimética

En general, la biorremediacion requiere el uso de microorganismos junto con sus enzimas
para poder realizar la degradacion y/o transformacion de los contaminantes presentes en el
medio (suelo o agua), convirtiéndose en una forma menos toxica para el medio ambiente,
ademas, un método menos costoso, seguro y efectivo (Sharma et al., 2018). Las principales

enzimas presentes en cualquier proceso de biorremediacion en general son oxidorreductasas
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e hidrolasas (Kadri et al., 2016). En la tabla 1 describen los principales grupos de enzimas

basados en la capacidad de biodegradacion y su aplicacién en tecnologias de

biorremediacion.

Tabla 1. Grupos Enziméticos

Tipos de Ejemplos Descripcién

enzimas

Referencias

Desempefian un papel importante en la
oxidacion bioldgica de la materia organica del
Deshidrogenasa | suelo transfiriendo hidrogeno de sustratos

organicos a aceptadores inorganicos.

(Wasilkowski,
Swedziot, y

Mrozik, 2012)

Catalasa Enzima antioxidante encargada de catalizar el

Oxidorreductasa
H202 en agua y oxigeno.

(Panahi et al.,

2019)

Desempefian un papel clave en las rutas de

biodegradacidn aer6bica de compuestos

(Musumeci et

Oxigenasa aromaticos como bifenilos clorados, olefinas al., 2019a)
alifaticas aromaticos
Son reductivas y su principal objetivo es
degradar alifaticos halogenados simples hasta | (Jugder et al.,
Deshalogenasa | los compuestos aromaticos policiclicos mas 2015)
complejos, como las dioxinas halogenadas.
Enzima con gran importancia para degradar
Celulasa (Mehta, Bodh, y Gupta, 2017; la celulosa e Yang et al.,
Hidrolasas
hidrocarburos poliaromaticos. 2016)
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Lipasa

Pueden catalizar muchas reacciones

diferentes, como la hidrolisis o sintesis de (Saraiva,
ésteres, esterificaciones, aminaciones, Bandeira, y
transesterificaciones, alcoholisis, etc. Pessoa, 2018)

- Organismos antagénicos

Fuente: Adaptado de Rojas, (2018).

El control de los fitopatdgenos se puede lograr biolégicamente en forma total o parcial,

mediante el uso de organismos biocontroladores antagdnicos (que reducen la cantidad de

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

accion de los organismos antagonicos se puede realizar a través de fendmenos como el

hiperparasitismo, la proteccion cruzada e interferencia, resistencia inducida, los suelos

supresivos, las plantas antagonicas 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 patogeno, 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). ElI micoparéasito de Trichoderma spp., particularmente la especie T.

harzianum Rifai., es la alternativa de control biolégico mas importante en las enfermedades del

suelo (rizoplana); igualmente los gé
como antagonistas. Entre las bacteri

fluorescens Migula.,(L6pez, 2001)).

neros Gliocladium sp., y Paecilomyces sp., se han reportado

as se tiene los géneros Bacillus sp., y Pseudomonas (P.
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- Antagonista Trichoderma spp,.

Trichoderma spp., es un tipo de hongo anaerobio facultativo que se encuentra de manera natural
en un numero importante de suelos agricolas y otros tipos de medios. Segun Alexopulus et al.,
1996 Trichoderma spp se encuentra clasificado como:

Reino: Fungi,

Division: Mycota,

Subdivision: Eumycota,

Clase: Hyphomycetes,

Orden: Moniliales,

Familia: Moniliaceae.

Género: Trichoderma

Especie: harzianum, hamatum, viridae, longibranchiatum, entre otras.

De este género existen mas de 30 especies, todas con efectos benéficos para la agricultura y
otras ramas. Este hongo se encuentra amplia-mente distribuido en el mundo, y se presenta en
diferentes zonas y habitat. Trichoderma spp., tiene diversas ventajas como agente de control
biolégico. 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 accidn que les permitan ejercer su efecto biorregulador. Estos atributos, de conjunto
con la capacidad de multiplicarse abundantemente, se encuentran entre los de mayor
importancia para su seleccion como agentes de control bioldgico. Lleva a cabo la toma de
nutrientes de los hongos (a los cuales degrada) y de materiales organicos ayudando a su
descomposicién, por lo cual las incorporaciones de materia organica y compostaje lo favorecen;
también requiere de humedad para poder germinar, su velocidad de crecimiento es bastante alta,

por esto es capaz de establecerse en el suelo y controlar enfermedades. Trichoderma spp.,
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probablemente sea el hongo beneficioso, més versatil y polifacético que abunda en los suelos
capaces de aportar una inmensa gama de beneficios que demuestran su incalculable valor desde
el punto de vista agricola, beneficios que lo convierten en un microorganismo de imprescindible
presencia en los suelos y cultivos(Rios, 2014).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 accidn que les permitan ejercer su efecto biorregulador. Estos
atributos, de conjunto con la capacidad de multiplicarse abundantemente, se encuentran entre
los de mayor importancia para su seleccion como agentes de control biol6gico(Danay Infante*,

B. Martinez*, 2009).

Baker y Cook (1974) definen el control bioldégico como “la reduccion de la densidad de inoculo
o de las actividades productoras de enfermedad de un patégeno o parasito, en su estado activo o
durmiente, mediante uno o0 mas organismos, lograda de manera natural o a través de la
manipulacion del ambiente, del huésped o del antagonista, o por la introduccion masiva de uno
0 mas antagonistas. Por su parte, el agente biocontrolador se define como el microorganismo
(hongo o bacteria) con capacidad de limitar o evitar de manera mas o menos selectiva el
crecimiento de un hongo patdgeno, sin interferir en el crecimiento de la planta. Trichoderma
spp., estan entre los mas promisorios agentes de biocontrol por sus propiedades antagdnicas
frente a los hongos patogénicos de plantas, sobre todo porque ellos pueden estar en la rizosfera
y colonizar y proteger las raices de las plantas, como también colonizar flores, semillas y/o
hojas reduciendo dafios de enfermedades en un amplio rango de cultivos, Trichoderma spp.,
puede afectar distintas estructuras de los hongos patégenos: conidios, esclerocios, hifas. Otra de
las ventajas es la amplia gama de hongos patogénicos que puede controlar, entre los que se
encuentran hongos de suelo que causan enfermedades radiculares y/o vasculares, y hongos que

producen manchas foliares, mildius o tizones.
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La utilizacion de algunos microorganismos como agentes de CB ha demostrado ser una
alternativa para mantener una alta produccion con un bajo impacto econémico en diferentes
sistemas agricolas. La utilizacion de especies de Trichoderma spp., en el CB 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).

El género Trichoderma tiene cinco especies consideradas como antagonistas: Trichoderma
harzianum Rifai., Trichoderma koningii Oudem., Trichoderma longibrachiatum Rifai.,
Trichoderma pseudokoningii Rifai., Trichoderma viride Pers., en general, los antagonistas no
tienen un Gnico modo de accién y la multiplicidad de éstos es una caracteristica importante para
su seleccidn como agentes de control biolégico. Si el antagonista posee varios modos de accion
reduce los riesgos de desarrollo de resistencia en el patégeno. Este riesgo de resistencia también
se reduce mediante el uso de combinaciones de antagonistas con diferente modo de accion.

Las diferentes especies de Trichoderma spp., ejercen mecanismos de control mediante:
competencia directa (por espacio y nutrientes), produccion de metabolitos antibiéticos, la
inactivacién de enzimas del agente patégeno, modificacion de las condiciones ambientales,
produccién de sustancias promotoras del crecimiento vegetal y por micoparasitismo. Se

describen(Intagri, 2016).

e Competencia
La competencia por espacio y/o nutrientes ha sido considerada uno de los
mecanismos clasicos de biocontrol de este género. Tiene una rapida tasa de
desarrollo, lo que hace que sea un fuerte competidor por espacio a la hora de
colonizar la rizésfera. Por otra parte, tiene una capacidad superior de
movilizarse y tomar los nutrientes del suelo, siendo muy versatil para utilizar

sustratos como fuente de carbono y nitrégeno, lo que permite colonizar un
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medio rapidamente, evitando la proliferacion de otros microorganismos en el

mismo habitat(Intagri, 2016).

¢ Produccion de metabolitos (Antibiosis)

El género Trichoderma tiene la capacidad de producir compuestos organicos
volétiles y no volatiles, que juegan un papel importante inhibiendo el
crecimiento y desarrollo de microorganismos patdgenos. En estas interacciones
estan involucradas enzimas liticas extracelulares, antibioticos y compuestos de

bajo peso molecular(Intagri, 2016).

¢ Micoparasitismo
Es un proceso complejo en la interaccion antagonista-patdégeno, que ocurre en
cuatro etapas: crecimiento quimiotroéfico, reconocimiento, adhesién y
enrollamiento, y la actividad litica. La Gltima etapa consiste en la produccion de
enzimas liticas extracelulares, fundamentalmente quitinasas, glucanasas y
proteasas, que degradan las paredes celulares del patégeno y posibilitan la
penetracidn de las hifas de Trichoderma Se ha encontrado que algunas especies
de este hongo, especialmente Trichoderma harzianum tienen el potencial de
aumentar el crecimiento y desarrollo de las plantas. Lo anterior puede
explicarse por la inhibicion de patégenos menores y a la produccién de factores
que estimulan el crecimiento de la planta y favorecen la toma de

nutrientes(Intagri, 2016).

e Método de aplicacion
En la practica se deben tener en cuenta los aspectos que permitan la expresion

de los mecanismos de control de la cepa y que estan intimamente ligadas con
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un ambiente favorable (temperatura, humedad, presencia de oxigeno, pH), las
condiciones del suelo (estructura, contenido de materia organica y nutrientes) y
horario de aplicacion. Trichoderma puede ser inoculado al sustrato para
semilleros o directamente al suelo en semilleros a campo abierto. También el
tratamiento a la semilla (inoculacion), se emplea para el combate de hongos
fitopatdgenos, siendo un método muy répido, facil y econémico. Otra forma de
usarlo es mediante la aplicacidn en residuos vegetales, que permite disminuir la
poblacion de patdgenos de los residuos y del suelo. Ademas, es posible su

aplicacién de forma foliar. (Intagri, 2016).
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Capitulo 111

Metodologia

El estudio se llevé a cabo en el municipio de Pamplona, Norte de Santander, el desarrollo
procedimental del presente trabajo se ejecutd, en el laboratorio del grupo de investigacion en
Microbiologia, Biotecnologia GIMBIO con apoyo del CEPARIO y en el laboratorio de Genética
ubicados en el campus principal de la Universidad de Pamplona, Km 8 via Bucaramanga, las
pruebas en condiciones de campo se realizaron en el Colegio Normal Superior de Pamplona, Av

Santander - B El Zulia.
Obtencion, aislamiento y caracterizacion de las cepas antagonistas

La cepa comercial que fue usada para hacer la comparacion, fue denominada TC y corresponde al
agente bioldgico 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 las cepas autdctonas, se procedié a muestrear en los predios del colegio
Normal Superior, con una temperatura de 14 °C aproximadamente, con un 97% de humedad, a 2369
m.s.n.ma 7° 36'238” N, -72°657769” W, cuyos linderos son al norte con el patinédromo, al oriente,
via los tanques, occidente, rivera del rio Pamplonita, sur escuela normal superior. Es tomada en
arriendo por el sefior Pedro Villamizar, quien se encarga de realizar las labores agronémicas de los
cultivos que desean producir, se cuenta con 1 ha de explotacion. Sé recalca que no se cuenta con
asistencia técnica y se desconoce totalmente el uso de controles biolégicos para el manejo de

enfermedades en los cultivos.
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El procedimiento se realiz6 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 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 incubd a 25° C durante 5 dias (Martinez et al., 2003). A partir de los cultivos
obtenidos se realizaron repiques, utilizando siembras por puncién, de las colonias aisladas y con las
caracteristicas fenotipicas propias del género empleando la clave taxondmica de Kubicek y Harman
(2002). A partir de las cepas obtenidas, los conidios fueron recolectados y almacenados en una
solucion de glicerol (40%) a -20°C. Las cepas fueron codificadas como TN1, TN2, TN3'Y TN4, en
la figura 1 se muestra el lote de los predios del colegio Normal Superior de Pamplona el en el cual

fueron aisladas las cepas de Trichoderma spp..

Figura 1. Lote de los predios del colegio Normal Superior de Pamplona sitio donde se aislo el
Trichoderma Spp..

Las cepas fungicas (TN1, TN2, TN3, TN4) fueron verificadas y caracterizadas segin su morfologia

macroscopica y microscopica siguiendo los criterios taxondmicos descritos por Vidaurre (2016).
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Aislamiento y caracterizacion del agente fitopatégeno

En el mismo predio del colegio Normal Superior se colectaron aproximadamente 10 lechugas que
presentaban las lesiones tipicas que ocasiona el hongo fitopatdgeno Fusarium spp.. Las plantas
fueron almacenadas en recipientes estériles y se mantuvieron bajo condiciones de refrigeracién
hasta su procesamiento. Los 6rganos lesionados fueron sometidos a dos procedimientos de analisis:
(1) Para aquellos 6rganos con presencia de micelio y esporas del hongo fitopatégeno, se les realizd
en condiciones de cabina de flujo laminar, el repique del hongo presente en el fruto al medio de
cultivo solido PDA. (2) Mientras que, aquellos érganos con lesiones varias (confluencia de agentes
biolégicos), 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). El medio de cultivo se incub6 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
macroscépica y microscopica siguiendo los criterios de las claves dicotdmicas propuestas por Gepp
(2009). Los conidios de la cepa correspondiente a las caracteristicas del género Fusarium fueron
recolectados y almacenados en una solucién de glicerol (40%) a -20°C. Para efectos del presente

trabajo, las cepas fueron codificadas como FS1, FS2, FS3.

Figura 2, Plantas recolectadas con lesiones tipicas que ocasionan el hongo Fusarium y procedimiento a los
cuales fueron sometidos.



Efecto comparativo de una cepa nativa y una comercial de Trichoderma spp. 35

Evaluacion de la actividad antagonista in vitro (cultivos duales) de los controladores biol6gicos
contra el fitopatégeno Fusarium spp.

La evaluacion de la accion antagonica de los hongos biocontroladores contra el hongo fitopatégeno,
se realiz6 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 (patégeno 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 (puncion) en cajas separadas cada antagonista y el
patdgeno, los cuales correspondian a los controles. Las placas con los microorganismos
permanecieron incubadas a 25 °C + 2 °C, realizdndose la revision cada 24 h durante 14 dias del

crecimiento radial del micelio de la colonia de los hongos.

Antagonismo de las cepas (TN1) (TN2) (TN3), (TN4) y (TC), contra (FS1) (FS2) (FS3).

Este se comprob0 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 patégeno (RCP) y de los
antagonistas (RCA) con la ayuda de un calibrador “Pie de Rey”, durante 14 dias, cada
enfrentamiento se realizé por triplicado (Figura 3). Simultaneamente se evalu6 el porcentaje de
inhibicion de crecimiento radial (PICR), para el método de Punto, empleando la férmula de
Ezziyyani et al. (2004).

PICR=(R1-R2)/R1x 100

Donde R1 es el radio del patogeno testigo y R2 es el radio del patégeno en enfrentamiento.

Figura 3. Medicion del crecimiento radial
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Figura 3. Mediciones del crecimiento radial del patdgeno y antagonista en el dia 3 con la ayuda de un
calibrador (pie de rey). Fuente: el Autor

Para poder determinar el grado de capacidad antag6nica se emple6 la siguiente 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, colonizacion y

esporulacién de Trichoderma spp., sobre el fitopatdgeno.

Tabla 2. Escala empleada por Ezziyyani y otros (2004) para la evaluacion de la capacidad antagonica

de los microorganismos

Grado Capacidad antagonica
0 Ninguna invasion de la superficie de la colonia del hongo patdgeno
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 patégeno

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

sobre ella

Fuente: propia tomado de Astorga (2013)
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Caracterizacion bioguimica
Para esta caracterizacion se inoculd parte del micelio de cada hongo en cada uno de los medios
especificos como se indican en las pruebas respectivas, e incubando a 25 °C por un periodo de 10

dias con seguimiento diario de los cambios que se pudieran presentar.

Prueba de celulasas. El ensayo se realiz6 en medio agar carboximetilcelulosa (CMC). Para la
revelacion se siguio el protocolo propuesto por Zamudio y otros (2006), en el cual cada medio con
su respectivo crecimiento fungico fue cubierto con una soluciéon Rojo Congo 0,5% durante 10
minutos, posteriormente esta se retird y se afiadié una solucién de NaCl [0,1 N] durante 1 hora;
cuando el tiempo terming, se retird la solucion y por Gltimo se afiadié acido acético 2%
permaneciendo por 10 segundos, siendo retirado finalmente. Se hizo una evaluacion cualitativa en
la cual la aparicion de un area de aclaramiento alrededor de la colonia se tom6 como resultado

positivo.

Prueba de amonificacién. El ensayo se realiz6 en medio agar amonio. Se hizo una evaluacién
cualitativa en la cual la coloracion amarilla de la colonia y el medio se tomé como resultado

positivo.

Prueba de amilasas. El ensayo se realizé en medio agar almidon. Se hizo una evaluacion
cualitativa con lugol como agente de revelacion, en la cual como la aparicién de un area de

aclaramiento alrededor de la colonia se tomd como resultado positivo.

Prueba de reduccion de nitratos. El ensayo se realizé en medio agar nitrato. Para la revelacion se

siguid el protocolo propuesto por Zamudio, y otros (2006), en el cual cada medio con su respectivo
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crecimiento fungico fue cubierto con el reactivo de Griess- llosvay, haciendo una evaluacion

cualitativa en la cual una coloracién fucsia/ roja del medio se toma como resultado positivo.

Preparacion en masa y conteo de conidios de los agentes biol6gicos

Como parte del proceso preparativo de las cepas fungicas para el estudio en condiciones de campo
abierto, se procedid 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 incorpordé 100 gramos de arroz y 40 ml de agua
como se muestra en la Figura 4. 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.

Figura 4. Preparacion de arroz para la elaboracion de medios de cultivos artesanales.

Figura 4. Preparacién de arroz, 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 realizé 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 estéril como medio

diluyente a cada botella (Pineda et al., 2017). Luego se realiz6 el conteo de conidios en camara de
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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

Andlisis de la eficacia protectora de los controladores biol6gicos en condiciones de campo abierto

El efecto protector se evalué comparando la cepa nativa que tuvo un porcentaje mayor sobre el

hongo fusarium spp con la cepa del producto comercial TC, en condiciones de campo abierto.

Area de estudio

Los experimentos de campo fueron realizados en los predios del Colegio Normal Superior de
Pamplona, con una temperatura de 14 °C aproximadamente, con un 97% de humedad, a 2369
m.s.n.ma 7° 36°238” N, -72°657769” W, cuyos linderos son al norte con el patinodromo, al oriente,
via los tanques, occidente, rivera del rio Pamplonita, sur escuela normal superior. Es tomada en
arriendo por el sefior Pedro Villamizar, quien se encarga de realizar las labores agronémicas de los
cultivos que desean producir, se cuenta con 1 ha de explotacion. Sé recalca que no se cuenta con
asistencia técnica y se desconoce totalmente el uso de controles biolégicos para el manejo de

enfermedades en los cultivos.

Figura 5. Localizacion espacial del proyecto, inicialmente el departamento Norte de Santander,

luego el municipio de Pamplona, y posteriormente se ubica el area de estudio.
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Figura 5. Localizacion espacial del proyecto, Fuente: spatial analysis software (ARCGIS)

Preparacion del terreno y establecimiento del cultivo

La preparacion del terreno se realizd 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 pasé un
rastrillo (Figura 6A) con el fin de nivelar y soltar terrones y pulirlo para que quede mullido y listo
para la siembra.

Los trasplantes fueron seleccionados de un cultivo ya establecido y desinfectados por el agricultor,
y se mantuvieron himedos, luego se colocaron en las parcelas (Figura 6B) 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 reg6 inmediatamente después de plantar.
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Figura 6. Preparacion y trasplante.

Figura 6. Preparacion del terreno. A preparacion de las parcelas. B. Trasplante de la lechuga ((Lactuca
sativa L..) C. Parcelas y sembrado.

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 cada dia y

dependid de las condiciones climaticas prevalecientes durante el ensayo.

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.

Disefio experimental

Para este experimento se emple6 un disefio en blogues completamente al azar (BCA) con el
proposito 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).
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Para tal disefio, se hicieron arreglos de tres bloques con siete tratamientos y uno en blanco, cada una

con 40 plantas, 20 de las cuales hacian parte del efecto borde (Tabla 2). El cultivo se sembré de

manera similar a lo que habitualmente hacen los productores, Las parcelas experimentales fueron de

10m de alto x 4 m de ancho, cada uno, una separacion de 0,30 m entre calles y una distancia de

siembra de 0,30 m

Tabla 3. Disefio en bloque completamente al azar (BCA)

v

< 32m

<4“— 4m —p

11 | T3 T4 | 715 T6 7 | T8
<>

. 15 | T7 8 | T1 T2 3 | T4 |

| 13 | T6 T2 | T4 T7 11 | 715 |

Distancia de siembra: 0.30 m x 0.30 m entre planta

Medidas de las parcelas: 4 m de ancho x 10 m de largo= 40 m2

Numero de plantas por parcela: 40 plantas

Descripcién de los tratamientos en la parcela experimental

Fuente: Autor

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

biocontroladores (102, 10% y 107 conidios/ml), y 2 controles uno (sin patégeno y sin controlador

bioldgico) y dos (con FS3 y sin controlador). Tal y como se describen en la Tabla 4.
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Tabla 4. Descripcién de los tratamientos

Tratamiento Descripcion
T1 FS3 + TN4 (concentracion 1x107 conidios/ml).
T2 FS3 + TN4 (concentracion 1x10° conidios/ml).
T3 FS3 + TN4 (concentracion 1x103 conidios/ml).
T4 FS3 + TC (concentracion 1x107 conidios/ml).
T5 FS3 + TC (concentracion 1x10° conidios/ml).
T6 FS3+ TC (concentracion 1x103 conidios/ml).
T7 Control 2 (con FS3 y sin controlador).
T8 Control 1 (sin patégeno y sin controlador biolégico).

Tabla 4. Se observa cada bhiocontrolador con tres concentraciones diferentes y los controles

Aplicacion del patégeno y los tratamientos

Las aplicaciones se hicieron con el mismo método de forma foliar con una bomba de fumigacién de
20 litros por parte del productor a cargo de la parcela con el acompafiamiento del estudiante. La
aplicacién del fitopatdgeno (cepa FS3) se realizé una Unica vez al mes y medio del cultivo. La
aplicacién de los controladores se realiz6 en 3 oportunidades, siendo la primera, 20 dias antes de
aplicar el fitopatdgeno, la segunda 20 dias después de aplicar el fitopatogeno, la tercera en la etapa

de floracion.

Variables de estudio

Incidencia (%): porcentaje del nimero de plantas enfermas, se tomé la escala que correspondiente

al grado de afectacion, empelando la siguiente formula, se calculo:

I = nimero plantas enfermas /Total plantas evauadas * 100
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Capitulo IV
Resultados y analisis
Aislamiento, Caracterizacion morfoldgica y observacion microscopica de los controladores

bioldgicos y los hongos fitopatdgenos

En el proceso de aislamiento de las cepas autoctonas, a partir de la muestra del suelo, se obtuvieron
7 colonias aisladas, en la dilucién 1x10~7. Después de hacer el aislamiento de c/u de ellas en medio
PDA, 4 colonias presentaron las caracteristicas tipicas del género Trichoderma, y su caracterizacion
fenotipica fue realizada siguiendo los criterios taxondmicos descritos por Vidaurre (2016); Kubicek
y Harman (2002), las cepas asi obtenidas fueron denominadas TN1, TN2, TN3, TN4.

Cepas de Trichoderma spp.

La cepa TN1 de Trichoderma spp. nativa del cultivo de lechuga del colegio Normal Superior,
presenta un micelio que cubre la placa después de 5 dias a 25°C, presenta un micelio con textura
algodonosa, denso, de coloracion verde claro con blanco, poseen una colonia circular con hifas
aéreas abundantes de color negro, En su microscopia se pueden observar hifas ramificadas septadas,
de las cuales se desprenden conidi6foros también ramificados, poseen filides agrupadas de 2 a 4
con forma de botella y muchas veces con cabezas conidiales (Figura 7).

Figura 7. Caracteristicas morfoldgicas y observacion microscopica de la cepa (TN1)




Efecto comparativo de una cepa nativa y una comercial de Trichoderma spp. 45

Figura 7. (A) Crecimiento de la cepa TN1 nativa de Trichoderma spp. en Agar PDA, (B) vista a 40X, con
azul de lactofenol, posee hifas hialinas, fidlides agrupadas de 2 a 4 en forma de botella y con cabezas
conidiales.

Fuente: autor.

La cepa nativa TN2 de Trichoderma spp., obtenida del colegio Normal Superior, presenta un
crecimiento micelial de coloracién verde claro, que mas tarde se observa blanco verdoso de aspecto
algodonoso. En la microscopia se observan hifas hialinas ramificadas septadas, a partir de los cuales
se desarrollan fidlides en forma de botella y los conidios muchas veces en formacién de cabezas
conidiales (Figura 8).

Figura 8. Caracteristicas morfoldgicas y observacién microscépica de la cepa (TN2)

Figura 8. (A) Crecimiento de la cepa TN2 de Trichoderma spp. en Agar PDA, (B) vista a 100X, con azul de
lactofenol en microscopio Optico, se observan conidios en formacion de cabezas conidiales. Fuente: autor.

La cepa nativa TN3 de Trichoderma spp., obtenida del colegio Normal Superior, su crecimiento
micelial toma una coloracion blanco amarillo y més tarde se observan blanco verdosas con insertos
de conidios en tonos verde oliva la textura es correosa. En la microscopia se observan Hifas de
pared rugosa, hialinas, ramificadas, septadas que dan origen a conidi6foros ramificados
irregularmente piramidales, posee fialides agrupadas (entre 2 y 4), en forma cilindrica. Los conidios

presentan una pared rugosa tipicamente de forma globosa y rara vez elipsoidales (Figura 9).
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Figura 9. Caracteristicas morfoldgicas y observacion microscopica de la cepa (TN3)

Figura 9. (A) Crecimiento de la cepa TN3 de Trichoderma spp. en Agar PDA, (B)vista a 100X, con azul de
lactofenol, Hifas de pared rugosa, hialinas, ramificadas, septadas que dan origen a conidi6foros ramificados
irregularmente piramidales, posee fialides agrupadas.

. Fuente: autor.

La cepa nativa TN4 de Trichoderma spp., obtenida del colegio Normal Superior su desarrollo micelal
en el medio de un color verde claro a blanco de consistencia esponjosa abundante, aspecto
algodonoso, se puede observarse numerosas estructuras pequefias blanquecinas filamentosas,
esporulacién verde oliva. En su microscopia se muestra que la cepa TN4 posee conidios elipsoidales,
hifas hialinas y septadas, fialides delgadas en forma de botella y conidiéforos mono y biverticilados

simétricos que emergen principalmente en angulos rectos de las hifas superficiales (Figura 10).

Figura 10. Caracteristicas morfolégicas y observacién microscépica de la cepa (TN3)
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Figura 10. (A) Crecimiento de la cepa TN4 de Trichoderma spp. en Agar PDA, (B) vista a 40X, con azul de
lactofenol, Hifas hialinas septadas, fialides delgadas en forma de botellas y conidios elipsoidales.
. Fuente: autor.

La cepa comercial TC de Trichoderma spp. 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
pequefias blanguecinas, con una esporulacion verde oliva de apariencia aterciopelada. En su
microscopia se muestran hifas hialinas, septadas, ramificadas de las cuales se desarrollan
conidi6foros ramificados piramidales, es decir, varias veces ramificados con ramas cortas, fidlides

delgadas en forma de botella donde se desprenden conidios de paredes lisas, subglobo sos cortos y

ovoides. Caracteristicas propias del género segin Kubicek y Harman (2002).

Figura 11. Caracteristicas morfolégicas y observacién microscépica de la cepa (TC)
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Figura 11. (A). Crecimiento de TC Trichoderma spp., en Agar PDA, (B). Vista a 40X, con azul de lactofenol,
hifas hialinas septadas, fialides delgadas en forma de botellas y conidios de pared lisa.

Cepas de los Fitopatogenos

En el proceso de aislamiento de la cepa fitopatégena, a partir de las plantas colectados que
presentaron signos tipicos de la enfermedad causada por el fitopatégeno Fusarium spp., se
obtuvieron colonias aisladas con caracteristicas tipicas del fitopatégeno. Las cepas fueron

denominadas: FS1, FS2. FS3.

La cepa FS1 de Fusarium spp, asilado del cultivo de lechuda del colegio Normal Superior, presento

micelio algodonoso blanco con una coloracion amarillo un poco intenso en PDA,

microscopicamente posee microconidios ovales sin septos, agregados en falsas cabezas (Figura 12).

Figura 12. Caracteristicas morfoldgicas y observacién microscépica de la cepa (FS1)
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Figura 12. (A) Crecimiento de la cepa FS1 de Fusarium spp. en Agar PDA, (B) vista en 100X, con azul de
lactofenol en microscopio 6ptico.
Fuente: autor.

La cepa FS2 de Fusarium spp, asilado del cultivo de lechuda del colegio Normal Superior, su
crecimiento micelial toman una amarilla palida con tonos blanquecinos, la textura es algodonosa.
Microscopicamente presenta microconidas, en cadenas en fialides simples y ausencia de

clamidosporas (Figura 13)

Figura 13. Caracteristicas morfolégicas y observacion microscépica de la cepa (FS2)

Figura 13. (A) Crecimiento de la cepa FS2 de Fusarium spp. en Agar PDA, (B) Microconidas, vista en 100 X
en azul de lactofenol. Microscopio 6ptico. Fuente: autor.
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La cepa FS3 de Fusarium spp, aislada del cultivo de lechuga del colegio Normal Superioir, presenta
micelio blanco, al inicio, que se van transformando en color rojo y posee una coloracion en el
centro amarilla en el agar PDA. Microscdpicamente tienen macroconidias con apariencia larga 'y

delgada, y con cinco o seis septos (Figura 14)

Figura 14. Caracteristicas morfoldgicas y observacion microscopica de la cepa (FS3)

Figura 14. (A) Crecimiento de la cepa 3 de Fusarium spp. en Agar PDA, (B) vista en 40X, con azul de
lactofenol en microscopio 6ptico.
Fuente: autor.

Caracterizaciones bioguimicas en las cuatro cepas de Trichoderma spp. y en los hongos
fitopatdgenos, presentes en el cultivo de lechuga del colegio Normal Superior.

En la tabla 4 se presentan los resultados obtenidos de la bateria bioquimica evaluada para cada una
de las cepas de estudio tras un periodo de incubacién de 10 dias a 25°C; la evidencia fotografica se

encuentra dispuesta en los anexos.
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Tabla 5. Actividad enziméatica de los hongos fitopatdgenos.

Actividad Enzimatica | Medio Cepa

TN1 TN2 TN3 TN4 FS1 FS2 FS3

Celulasa Agar carboximetilcelulosa (CMC) + + + + + | + +
Amonificacion Agar amonio + + + + + + +
Aminoliticos Agar almidon + + + + + | + +
Nitrificantes Agar nitrato + + - - - + +

Fuente: Autor

Las cepas de Trichoderma spp., Y las tres cepas de Fusarium spp., presentaron una actividad
enzimatica en suelo amonificante, amilolitico y nitrificante, que de acuerdo con Atlas et al., (2002)
el ciclo de los microrganismo inicia con la materia organica muerta, estructurada de compuestos
organicos complejos ricos en nitrégeno de modo que los hongos presentes en los suelos lo
transforman a partir de aminoacidos y proteinas desasiendo el nitrégeno restante en forma de iones

amonio, proceso al cual se le denomina amonificacion.

Los microorganismos mencionados anteriormente presentaron la capacidad de degradar el almidén
y la celulosa, esto se debe principalmente a que estas son las fuentes de carbono mas distribuidas en
la naturaleza. Dichos polimeros estan compuestos de unidades de glucosa, por lo que se requieren
diferentes sistemas enzimaticos para degradarlos (Arellano y Olmos, 1999). Los grupos
microbianos con actividad amilolititica juegan un papel fundamental en el ciclaje de nutrientes a
nivel del suelo, pues acttan sobre el almidon gracias a la produccion de enzimas extracelulares
denominadas amilasas, liberando la glucosa que es un sustrato mas asimilable por el resto de las

poblaciones de microorganismos (Beltran y Lizarazo, 2013). La adecuada proporcion de materia
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organica facilitara el establecimiento de dichas poblaciones a estos agroecosistemas, siendo el
humus en suelo, una fuente importante de minerales y nutrientes organicos para las poblaciones de

microorganismos nativos del cultivo (Cheng et al., 2015).

De acuerdo al orden presentado en la tabla 5, las pruebas hacen referencia a sustratos comunes en la
naturaleza que los microorganismos. emplean como fuente de carbono; asi pues, el sustrato de la
celulosa, reconocida por ser un polisacarido estructural complejo de la pared celular de los
organismos vegetales Para el ensayo se emple6 un derivado de la celulosa denominado
carboximetilcelulosa, en este se observaron dos aspectos: el primero, la capacidad de las cuatro
cepas de Trichoderma spp., y las tres cepas de Fusarium spss., de crecer en la superficie del medio
y el segundo, la generacion de un halo de aclaramiento alrededor de las colonias tras su revelado,

estas observaciones confirmaron la teoria de la actividad celulolitica.

El sustrato de almidén, un polisacarido de estructura compleja que actGa como carbohidrato de
reserva en los vegetales; las cuatro cepas de Trichoderma spp., y las tres cepas de Fusarium spp.,
evaluadas dieron positivo para la prueba de amilasas, tras revelar un halo de aclaramiento con lugol
alrededor del crecimiento flngico, es decir que poseen la enzima amilasa. En la prueba de
nitrificacion que evalla la capacidad de las cepas para emplear el nitrato (NO3) como aceptor final
de electrones reduciéndolo a nitrito (NO2) generando un cambio de color del medio a rojizo al
afiadir el reactivo de Griess fue positiva para: TN1, TN2, FS2 y FS3 y negativo para las especies
TN3, TN3 'Y FS1 de las cepas analizadas. En la prueba de amonificacion se determind que todas las

cepas fueron positivas en la liberacion del ion amonio que acidifica el medio.
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Determinacidn del crecimiento miceliar de las cepas de Trichoderma spp. Sobre las cepas de

fusarium spp., presentes en un cultivo de lechuga del colegio Normal Superior, Pamplona

Para realizar los bioensayos que permiten evaluar la capacidad antagénica de los biocontroladores se
utilizé la técnica dual “controlador-patogeno” (Agamez , Barrera y Oviedo, 2009). Los
enfrentamientos se configuraron de la siguiente manera: TN1-FS1, TN1-FS2, TN1-FS3; TN2-FS1,
TN2-FS2, TN2-FS3; TN3-FS1, TN3-FS2, TN3-FS3; TN4-FS1, TN4-FS2, TN4-FS3y TC-FS1, TC-
FS2, TC-FS3. Las comparaciones del crecimiento radial de los antagonistas (Trichoderma spp.) con

el crecimiento radial de los patogenos (Fusarium spp.) se realiz6 durante catorce dias.

Figura 15. Competencia por espacio y nutriente de las cepas TN1, TN2, TN3, TN4Y TC

vs FS1
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Figura 15. Promedio de crecimiento micelial en enfrentamiento de competencia dual, durante los catorce

dias evaluados, en las cinco cepas de Trichoderma spp. frente a FS1.
Fuente: autor.

En la figura 15 se observa el promedio de crecimiento micelial durante catorce dias evaluados, de

las cinco cepas de Trichoderma spp. en competencia dual con FS1. La cepa TN1 inicia con un
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crecimiento de 6.533mm y finaliza en 44.466, la cepa TN2 quien fue la que obtuvo un menor
crecimiento frente a FS1, inicia con 3 mm y del dia 9 su crecimiento se mantiene estatico
finalizando en 19.233, la cepa TN3 inicia con un crecimiento de 4.66 mm y finaliza en 35.4, la cepa
TN4 quien fue el controlador que presento un mayor crecimiento frente a FS1 inicia con 6.9 mmy
finaliza su crecimiento con 46.2, teniendo mayor efecto en competencia por espacio y nutrientes, y

la cepa TC inicia con un crecimiento de 14 mm y finaliza con 41 mm.

Figura 16. Competencia por espacio y nutriente de las cepas TN1, TN2, TN3, TN4Y TC

vs FS2
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Figura 16. Promedio de crecimiento micelial en enfrentamiento de competencia dual, durante los catorce
dias evaluados, en las cinco cepas de Trichoderma spp. frente a FS2.
Fuente: autor.

En la figura 16 se observa el promedio de crecimiento micelial durante catorce dias evaluados, de
las cinco cepas de Trichoderma spp. en competencia dual con FS2, La cepa TN1 inicia con un

crecimiento de 4.133mm vy finaliza en 41.03, la cepa TN2 quien fue la que obtuvo un menor
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crecimiento, inicia con 2.33 mm y del dia 11 en adelante su crecimiento se mantiene estatico
finalizando en 10.5, la cepa TN3 inicia con un crecimiento de 9.66 mm vy finaliza en 40.56, la cepa
TN4 quien fue el controlador que presento un mayor crecimiento frente a FS1 inicia con 8.33 mmy
finaliza su crecimiento con 53.9, teniendo mayor efecto en competencia por espacio y nutrientes, y

la cepa TC inicia con un crecimiento de 10 mmy finaliza con 37.73 mm.

Figura 17. Competencia por espacio y nutriente de las cepas TN1, TN2, TN3, TN4Y TC

vs FS3
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Figura 17. Promedio de crecimiento micelial en enfrentamiento de competencia dual, durante los catorce
dias evaluados, en las cinco cepas de Trichoderma spp. frente a FS3.
Fuente: autor.

En la figura 17 se observa el promedio de crecimiento micelial durante catorce dias evaluados, de
las cinco cepas de Trichoderma spp. en competencia dual con FS3. La cepa TN1 quien fue la que
obtuvo un menor crecimiento frente a FS3, inicia con 1.63 mm y finaliza en 29.27 mm, la cepa

TNZ2 inicia con un crecimiento de 5.73 mm y finaliza en 36.40 mm, la cepa TN3 inicia con un
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crecimiento de 13.97 mm y finaliza en 32.40 mm, la cepa TN4 quien fue el controlador que
presento un mayor crecimiento frente a FS3 inicia con 13.97 mm y finaliza su crecimiento con
42.73, teniendo mayor efecto en competencia por espacio y nutrientes, y la cepa TC inicia con un

crecimiento de 12.67 mm y finaliza con 40.67 mm.

Todos los antagonistas, tuvieron un crecimiento rapido en busca de nutrientes. EI antagonista que
siempre presento mayor crecimiento frente a las demés cepas de Trichoderma spp., fue TN4 como
se mencion0 anteriormente. Aproximadamente en el dia 7 todos tocan a los patdgenos, cercando el
crecimiento de este. El patdgeno gque presento mayor competencia por espacio y nutrientes fue FS3
en comparacion a los demas patdgenos (figura 18A) ya que la mayoria de antagonistas no pudieron
impedir su crecimiento.

Figura 18. Crecimiento del antagonista TN1 frente a FS3y FS2, dia 14

Figura 18. (A)Se ilustra que la invasion de la cepa TN1 de Trichoderma spps., sobre FS3, no fue tan efectiva
sobre el patégeno, (B) se observa que la invasion de la cepa TN1 de Trichoderma spp., sobre FS2 tuvo mayor
crecimiento, fotografias tomadas el dia 14 de la evaluacion. Fuente: Autor.
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Escala de evaluacién de la capacidad antagonica (Micoparasitismo)

Al comparar los diferentes grados de la capacidad antagénica in vitro de TN1, TN2, TN3, TN4 y
TC sobre FS1, FS2 Y FS3., se evidencia que solo alcanzan la escala grado 2, los antagonistas TN4 y
TC, que se manifiesta con %2 de la invasion total de la superficie de la colonia del hongo patégeno y
esporulacién sobre ella, la cepa TN3 se manifiesta con ¥ de la invacion total de la superficie
alcanzando el grado 1, la cepa TN1 t TN2 no presentd ninguna invasion de la superficie de la

colonia del hongo fitopatégeno con una escala de grado 0 (Tabla 6).

Este proceso de micoparasitismo se debe a que el hongo antagonista crece quimiotropicamente
hacia el hospedante, se adhieren a las hifas del mismo, se enrollan en ellas frecuentemente y las
penetran en ocasiones. La degradacion de las paredes celulares del hospedante se observa en los
estados tardios del proceso parasitico, que conlleva al debilitamiento casi total del fitopatdgeno y
conduciendo a una muerte lenta. Todo este proceso esta acompafiado de la delimitacion por espacio

y nutrientes (Hernandez, Ferrera, y Alarcon, 2019).

Tabla 6. Resultados escala del grado de capacidad antag6nica

Antagonista  Grado Capacidad antagénica
TNL 0 Ninguna invasion de la superficie de la colonia del hongo
patdgeno
Ninguna invasion de la superficie de la colonia del hongo
TN2 0 .
patdgeno
Invasion de 1/4 de la superficie de la colonia del hongo
TN3 1 ]
patdgeno
Invasion de 1/2 de la superficie de la colonia del hongo
TN4 2 .
patdgeno
TC 2 Invasion de 1/2 de la superficie de la colonia del hongo
patdgeno

Tabla 6. 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 invasién de la superficie,
colonizacién y esporulacion de Trichoderma spp., sobre el fitopatégeno
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Biopreparados para la dosificacion de los hongos antagonistas.

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
incubacion, ademas se logro observar los conidios de cada uno, usando la tincion con azul de
lactofenol en montaje en la cAmara de Neubauer, para asi conocer la aproximacién de produccion de
conidios en cada botella con el biopreparado de cada hongo como se muestra en la Tabla 7, para

luego realizar la dosificacion que se usa en los tratamientos de campo.

Tabla 7. Concentracion de conidios en los biopreparados

Microorganismos Concentracion de conidios/ml
TC 2.58*10° conidios/ml
TN4 1.7*10° conidios/ml
FS3 1.9%10° conidios/ml

Tabla 7. Conteo final de conidios en cada biopreparado realizado en la cAmara de Neubauer

Efecto protector de las cepas TN4 y TC en condiciones de campo abierto
En este proceso para realizar la comparacién de la cepa nativa TN4 y la cepa comercial TC en un
cultivo de lechuga a campo abierto, se emple6 un disefio en bloques completamente al azar. Para

este estudio se tuvo en cuenta la incidencia como variable fitosanitaria

Incidencia

En la figura 19, el porcentaje de incidencia de la enfermedad causada por Fusarium spp., varian en
los diferentes tratamientos. T7 con un promedio de 69,3233 % siendo este el mas alto porcentaje de
incidencia de la enfermedad y contindian T8 con 38,9800%, T6 con 23,6033%, T5 con 19,2600%,
T3 con 19,1000% y T2 con 11,0000%, los cuales su incidencia fue significativa. Mientras que en

los tratamientos T1 Y T4 no se presentd ningun porcentaje de incidencia de la enfermedad en las
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hojas. Esto quiere decir que la concentracion de 1*107 conidios/mly 1*10> conidios/ml, tanto para

la cepa TN4 y TC, presentaron una inhibicidn total de Fusarium spp., en el cultivo de lechuga.

Figura 19. Porcentaje de incidencia en las hojas
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Figura 19. Registro de la Incidencia en % de las hojas. Fuente: Autor.

Al realizar el andlisis de varianza ANOVA para comparar la incidencia en hojas, para los 8

tratamientos, se encontr6 que hay diferencia significativa con un P-valor (0,00) con un nivel se

significancia del ,000%. (Tabla 8).

Tabla 8. Resultado de ANOVA, variable fitosanitaria incidencia

INCIDENCIA

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05

TRATAMIENTO N 1 2 3 4 5 6
T1 3 ,0000
T4 3 ,0000
T2 3 11,0000
T3 3 19,1000
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T5 3 19,2600

T6 3 23,6033

T8 3 38,9800

T7 3 69,3233
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Tabla 8. Incidencia producida por la enfermedad Fusarium spp., en las hojas.

En la Tabla 8, los resultados de ANOVA del porcentaje de incidencia en las hojas bajo los 8
tratamientos se aprecian 6 grupos, donde comienza T1y T4 que no presentan ningun porcentaje de
severidad formando asi el primer grupo, continua T2 con una severidad de 11,0000% quien forma
el grupo 2, seguido T3y T5 quienes forman el grupo 3 con un porcentaje de 19,1000% y 19,2600%
de severidad, el grupo cuatro y cinco esta formado por T6 con 23,6033% y T8 con 38,9800% de

severidad y por Gltimo se encuentra T7 con el mayor porcentaje con 69,3233% de severidad.
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Capitulo V

Conclusiones

Todas las cepas estudiadas TN1, TN2, TN3 y TN4, tienen un efecto antagonico in vitro, ya que
lograron inhibir el crecimiento del fitopatdgeno. La cepa nativa TN4 aislada del mismo cultivo

presento una mayor velocidad en la competencia por espacio y nutrientes.

La prospeccion en campo de lechuga en el colegio Normal Superioir de Pamplona permitié la
obtencion cuatro cepas de Trichoderma spp., que fueron incorporadas al banco de cepas de T. spp.,

de la Universidad de Pamplona.

Las cepas TN4 y TC a una concentracion de 1*107 y 1*10° conidios/ml, ejercen un papel protector
similar sobre el cultivo de lechuga en cuanto a la incidencia de los sintomas de la enfermedad causada

por el fitopatdgeno Fusarium spp.

Se logro evidenciar que la cepa de los fitopatdgenas evaluados que ejercié mayor competencia
frente a los antagonistas de Trichoderma spp., fue FS3 haciendo que se efectuara una alta velocidad

de crecimiento y competencia de espacio por parte de Trichoderma spp.

La cepa nativa de Trichoderma spp., TN4 tiene un mayor efecto antag6nico en campo y in vitro en

comparacion con la cepa de Trichoderma comercias TC.
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Recomendaciones

Realizar una caracterizacion genotipica para identificar taxondmicamente las cepas nativas a nivel

de especie.

Aumentan en el municipio de Pamplona el uso del antagonista Trichoderma spp., en los cultivos de

lechuga y de esta manera observar el potencial estimulante y antagonico que posee esta cepa.

Fomentar el uso de sustratos de facil y bajo precio, (cascarilla de arroz, café residuos de cosecha

para la produccidn artesanal de Trichoderma spp.

Emplear practicas de limpieza y desinfeccion de maquinaria con el fin de que estos no sirvan como

focos de patégenos.
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Apéndice

Apéndice A Pruebas bioquimicas de los hongos

Prueba de celulasas en el medio CMC tras 10 dias de incubacion a 25°C. Resultado positivo
evidenciado por la presencia de un &rea de aclaramiento alrededor del crecimiento fungico

Apéndice B pruebas bioquimicas en tubo, resultado positivo evidencia color morado.
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Apéndice C prueba tras10 dias de incubacién a 25°C

Apéndice D Tabla de ANOVAS; Patdgeno FS1 frente a los Antagonistas de Trichoderma Spp.,
TN1, TN2, TN3, TN4,y TC

ANOVA
CRECIMEINTO MICELIAR
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 3762,527 4 940,632 8,065 ,000
Dentro de grupos 7581,025 65 116,631
Total 11343,552 69

Apéndice E Tabla de ANOVAS; Patogeno FS2 frente a los Antagonistas de Trichoderma Spp.,
TN1, TN2, TN3, TN4,y TC

ANOVA
CRECIMEINTO MICELIAR

Suma de Media

cuadrados gl cuadrética F Sig.
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Entre grupos 8690,917 4 2172,729 7,557 ,000
Dentro de grupos 18688,118 65 287,510
Total 27379,034 69

TN1, TN2, TN3, TN4,y TC

Apéndice F Tabla de ANOVAS; Patdgeno FS1 frente a los Antagonistas de Trichoderma Spp.,

ANOVA
CRECIMEINTO MICELIAR
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 1902,877 4 475,719 4,785 ,002
Dentro de grupos 6461,748 65 99,412
Total 8364,625 69

Apéndice G. Actividad de Campo, preparacion del terreno

Apéndice H.




