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Resumen general

El objetivo general de este trabajo fue determinar la efectividad de diferentes cepas de
Trichoderma spp. para el combate de Fusarium spp. en el cultivo de tomate. Se realizaron
tres ensayos diferentes para comprobar el potencial de antibiosis de cepas nativas e
importadas de Trichoderma spp. contra Fusarium spp. en condiciones de laboratorio, a
nivel de invernadero y en el campo. En el primer ensayo, se obtuvo mediante la
caracterizacion morfoldgica y pruebas moleculares la identificacion de las especies de
Trichoderma (T. asperellum, T. asperelloides y T. guizhouense), mientras que, el patogeno
se identificd como F. oxysporum. En general, se encontraron diferencias morfologicas y
genéticas entre las cepas nativas y las importadas en productos comerciales del hongo
Trichoderma spp. Sin embargo, las pruebas in vitro muestran diferencias en la capacidad
antagénica frente al patégeno Fusarium oxysporum, ya que se observo variabilidad en la
efectividad de las especies de Trichoderma, siendo mejor T. asperellum y T. asperelloides
que 7. guizhouense para combatir este patdgeno. En el segundo y tercer ensayo, a nivel de
invernadero y campo, se demostrd, de acuerdo a las variables evaluadas: a) nimero de
hojas, b) porcentaje de clorosis, c¢) porcentaje de hojas marchitas, d) incidencia, y e)
biomasa seca, que las diferentes especies de Trichoderma utilizadas para el combate
biolégico de Fusarium oxysporum en plantas de tomate ejercen una buena respuesta
biologica directa al mejorar el vigor y robustez de las plantas, e indirecta al disminuir la
infeccidn por este fitopatogeno. Ademas, que se logré corroborar que 7. asperellum y T.
asperelloides combaten mejor a F. oxysporum en cultivos de tomate que la especie T.

guizhouense.
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Introduccion General

En la actualidad, no se conoce de algin método eficiente que por si solo disminuya
significativamente la enfermedad de la marchitez causada por Fusarium spp. en tomate, por
lo tanto, se han realizado grandes esfuerzos por combatirla y en estos momentos se aplica un
manejo integrado en diversos paises, en el que se incluyen la poda fitosanitaria, fertilizacion
al suelo, reguladores de crecimiento y aspersiones de fungicidas (Jiménez y Sanabria 1997a

y b; Agrios 2005; Caravaca 2008).

En Costa Rica, la produccion de tomates por afio alcanza las 58 560 toneladas métricas/afio
(Lopez 2012). Por otra parte, las importaciones de agroquimicos de accion biocida para el
afio 2015 en Costa Rica fueron del total: un 34% en fungicidas, un 29% de insecticidas-
nematicidas, un 27% de herbicidas y fumigantes con un 10% (Ramirez 2015). Por lo que el
impacto en el uso de agroquimicos es, dafiino para los organismos vivos que comparten el
ecosistema, al considerar la mortalidad de organismos o la disminucion de una especie en un
ecosistema o la contaminacion de aguas subterraneas en periodos de tiempo (De la Cruz

2004).

El combate biologico se presenta como una alternativa que puede ser eficaz, econémica y
libre de riesgo frente a los numerosos y crecientes problemas derivados del uso
indiscriminado de agroquimicos. En el combate bioldgico de enfermedades se aplican
microorganismos antagonistas en el sitio de infeccion, de forma preventiva o curativa, ya que

interfieren con la supervivencia de los microorganismos fitopatogenos (Agrios 2005).



El uso de Trichoderma como agente de biocontrol representa una alternativa viable, dado
que es eficaz, de facil produccion a gran escala, la mayoria son especies cosmopolitas y
presentan gran capacidad de parasitar, competir por nutrientes o producir compuestos que
resultan antagénicos para una gran variedad de hongos fitopatogenos, entre los que se
encuentran los géneros Rhizoctonia spp., Fusarium spp., Pythium spp., entre muchos otros
(Montealegre et al. 2005; Chérif y Benhamou 1990; Cordoba 2003; Hibar et al. 2005, 2006).
Por lo anterior, se requiere detectar la presencia y diversidad de cepas nativas, con el
proposito de evaluarlas como agentes potenciales de combate biologico y determinar su

especificidad con respecto al patogeno blanco a combatir (Papavizas 1985; Nelson 1991).

Por otra parte, los hongos utilizados como biocontroladores pueden inducir resistencia en las
plantas afectadas por estrés debido a diferentes factores tanto bidticos, tales como
enfermedades, y abioticos como la sequia y la salinidad. Ademas, aumentan la eficiencia en
el uso de nitrégeno, mediante la capacidad de estos hongos de producir compuestos de 6xido
nitrico (NO), lo cual permite reducir la aplicacion de fertilizantes nitrogenados, reduciendo
la contaminacion por nitratos en las aguas y la contaminacion del aire (Han y Lee 2005;

Kloepper et al. 2004).

Los informes de la especificidad de las especies de Trichoderma en la eficacia-del combate
de Fusarium oxysporum son contradictorios, y la mayoria se refieren a la eficiencia de los
ensayos in vitro o en invernadero bajo condiciones controladas, y por lo tanto, dichos
resultados no se pueden generalizar a todas las especies y cepas aisladas de Trichoderma
(Ploetz 2004). Zhang et al. (2004) estudiaron el efecto inhibitorio de 150 aislamientos de

Trichoderma spp. proveniente de 40 suelos diferentes y otros materiales, de los cuales 39



mostraron eficacia en la inhibicion de Fusarium oxysporum en experimentos de cultivo dual
in vitro. La eficacia estuvo relacionada al micoparasitismo, inhibicion enzimatica y lisis. Sin
embargo, se ha encontrado que existen diferencias en los resultados dependiendo de la cepa
en cuanto a la efectividad del combate (Gonzélez et al. 2004). Por otra parte, en un ensayo
con plantas de jitomate, la cepa utilizada no proporcioné una proteccion adecuada contra

Fusarium oxysporum (Fernandez et al. 2007).

Otro factor que se debe tener en cuenta, es que existen mecanismos generales relacionados
con la respuesta de la planta a la inoculaciéon con microorganismos benéficos como
Trichoderma, sin embargo, se producen variaciones naturales. Por ¢jemplo, algunas especies
de Trichoderma inducen el crecimiento, ademas de la respuesta sistémica inducida (RSI) en
las plantas (Harman et al. 2008), mientras que otras no, lo cual va a depender de la especie

de planta o el cultivar (Alfano et al. 2007; De Souza 2008).

Actualmente, en Costa Rica no se tiene informacion certera de si las diferentes cepas de
Trichoderma aisladas de los mismos sitios de cultivo, asi como las importadas de otros
cultivos o paises, presentan la misma eficiencia y especificidad en el combate de las especies
del género Fusarium. Ademas, existen interrogantes acerca de si existe alguna relacion
especifica entre la cepa de Trichoderma que se utilice para el combate de F: usarium spp., 0

que si en ultima instancia, todas tienen potencial de antibiosis.

El objetivo general fue determinar la efectividad de diferentes cepas de Trichoderma spp.
para el combate de Fusarium spp. en el cultivo de tomate. Por lo tanto, se realizaron tres

ensayos diferentes para comprobar el potencial de antibiosis de cepas nativas e importadas



de Trichoderma spp. contra Fusarium spp.: en condiciones de laboratorio, a nivel de

invernadero y finalmente, a nivel de campo.



CAPITULO I

Revision Bibliografica

1. Biologia del género Trichoderma

1.1. Morfologia

El género mitospdrico Trichoderma (Hypocrea, Ascomycota, Hypocreales, Hypocreaceae),
agrupa mas de 100 especies y este nimero esta aumentando rapidamente (Druzhinina et al.
2010). Este género presenta conidiéforos muy ramificados, estan tabicados y sus células
contienen mas de un nicleo. Los conidios son globosos o subglobosos, con pared
normalmente lisa y con un solo nicleo, la mayoria de las especies de Trichoderma se
desarrollan rapidamente sobre sustratos muy diversos y emiten grandes cantidades de
conidios verdes formados a partir de células conididgenas enteroblasticas fialidicas (Kirk et
al. 2008). De acuerdo a las condiciones nutricionales o frente a la desecacion, se producen
unas estructuras de resistencia denominadas clamidosporas, las cuales se forman sobre el
micelio, son globosas, con pared rugosa y mas gruesa que la de los conidios, y tienen gran
importancia en la supervivencia del hongo (Lewis y Papavizas 1984). El niimero de
cromosomas por niicleo va de 3 a 7 y el tamaiio del genoma de 30, 5 a 38,8 Mb, los cuales

varian segun la especie (Goldman et al. 2002).



1.2. Sistematica

Para caracterizar cepas de Trichoderma, inicialmente se emplearon los estudios morfologicos
posteriormente se aplicaron caracteristicas fisiologicas y/o bioquimicas (Grondona et al.
1997). En la actualidad, se esta imponiendo el uso de técnicas moleculares, como perfiles
RFLP, perfiles RAPD-PCR, secuencias de distintas zonas del genoma o marcadores SCAR
tanto para la identificacion de cepas como para la sistematica del género, asi también como
la metagenodmica (Muthumeenakshi et al. 1994; Arisan-Atac ef al. 1995; Hermosa et al. 2000,

2001; Rubio et al. 2005; Gupta et al. 2014).

Los datos de secuencias obtenidos de las regiones ITS y de genes como el que codifica el
factor de elongacion de la transcripcion 1 (TEF1), el ADNr 18S, el ADNr 28S o Ia
endoquitinasa 42 (ech42), han permitido establecer nuevos taxones (Kullnig-Gradinger et al.
2000; Kubicek et al. 2003), describir nuevas especies como Trichoderma asperellum
(Lieckfeldt et al. 1999) o Trichoderma pleurotum (Komon-Zelazowska et al. 2007). Por otra
parte, se han identificado que la especie Trichoderma harzianum, posee el estado
teleomorfico, el cual corresponde a Hypocrea lixii (Chaverri et al. 2003), pero ademas, dentro
del complejo de Trichoderma harzianum se han descrito o re-identificado 14 nuevas especies
(Chaverri et al. 2015); también en el caso de 7. asperellum se han segregado dos nuevas

especies como 7. asperelloides y T. yunnanense (Samuels et al. 2010).

Actualmente, solo se estdn aceptando cuatro secciones dentro del género Trichoderma:

Pachybasium (7. harzianum y T. virens, estas dos especies constituyen las principales



especies empleadas en el combate bioldgico); Trichoderma (T. asperellum, T. atroviride, T.
hamatum, T. koningii y T. viride), Longibrachiatum (7. longibrachiatum y T. saturnisporum)
e Hypocrearum (estados anamorficos de Hypocrea) (Samuels 1996; Hermosa et al. 2004).
Se debe tener presente que el numero de especies contenido en cada una de las secciones

depende de los cambios continuos que sufre su sistematica.

Sin embargo, los métodos de filogenética molecular emplean pruebas para comparar
hipétesis sobre el nimero de especies en la seccion Trichoderma y ahora, esta claro que
existen mas especies. Actualmente, hay 100 taxa (especies, formas y variedades) de
Trichoderma e Hypocrea, las cuales tienden a ser incluidas en analisis filogenéticos. Algunos
anamorfos/teleomorfos importantes son 7. reesei/H. jecorina, los cuales son la primera
fuente de la enzima celulasa, y tres especies de control biologico: T. virens/H. virens, T.
harzianum/H. lixii, y T. stromaticum/H. stromatica. Se considera que un Unico gen no es
considerado suficiente para caracterizar especies de Trichoderma e Hypocrea y las nuevas
especies estan siendo identificadas utilizando genes multiples, incluyendo los de actina,
calmodulina, endoquitinasa y el factor de traslacion-elongacion (Jaklitsch y Kubicek 2008;

Druzhinina et al. 2010; Samuels 2006).

Cada una de las 83 especies esta representada en el GenBank por secuencias de al menos la
region ITS de ADNr, y estan caracterizados por secuencias de genes que codifican proteinas
del factor de traslocacion-elongacion 1-a (zef) (Jaklitsch et al. 2006; 2005; Samuels 2006;
Kredics et al. 2014). En internet se puede encontrar una clave interactiva de la Subcomision

sobre Trichoderma e Hypocrea (ISTH, http://www.isth.info/) para la identificacion de varias



especies de Trichoderma basada en ITS y genes multiples, incluyendo una pequefia parte de

tef (Samuels 2006; Jaklitsch et al. 2008).

2. Mecanismos de accion de Trichoderma como agente de combate biologico

Weindling (1932) describi6 la capacidad antagonista de Trichoderma lignorum (ahora T.
viride), hace mas de 70 afios. Hasta el momento, se han descrito cinco mecanismos de accidon
de Trichoderma: (1) micoparasitismo, (2) antibiosis, (3) competencia, (4) promocion del
crecimiento y/o (5) induccion de resistencia en la planta hospedadora. Estos mecanismos no
son excluyentes entre si, y la importancia relativa de cada uno de ellos aiin no esta bien
establecida, aunque parece que depende de la cepa de Trichoderma, del patogeno y de las
condiciones edaficas y ambientales (Hjeljord y Tronsmo 1998; Howell 2003; Harman et al.

2004a; Shoresh et al. 2010; Gupta et al. 2014).

2.1. Micoparasitismo

Se define el mico_pfatl'asitismo como la relacion que un organismo establece con un hongo
huésped de manera que se beneficia del mismo, obteniendo nutrientes sin aportarle nada a
cambio y, en ocasiones, causando su muerte. Cuando ocurre esto ﬁ}tim(; se habla de
micoparasitos necrotroficos para diferenciarlos de los biotroficos, que mantienen su relacion

con células vivas durante largos periodos de tiempo (Agrios 2005; Olmedo y Casas 2014).



Los eventos que conllevan al micoparasitismo son complejos y tienen lugar de una manera
ordenada. En primer lugar, Trichoderma localiza al patdégeno y comienza a crecer por
tropismo hacia él (Lu et al. 2004). Esta deteccion a distancia se debe, al menos parcialmente,
a la expresion secuencial de enzimas que degradan la pared celular de los hongos, sus siglas
en inglés CWDEs (Cel Wall Degrading Enzymes). Aunque las diferentes cepas de
Trichoderma pueden seguir distintos patrones de inducciéon de CWDEs, parece seguro que
una exoquitinasa extracelular, que se produce de forma constitutiva en pequefias cantidades,
podria estar implicada en este proceso. Esta exoquitinasa provoca la liberacion de algunos
oligomeros de la pared del hongo. Estos compuestos son los que inducen la expresion de
endoquitinasas toxicas (Brunner er al. 2003; Harman 2006) que, al ser liberadas por
Trichoderma, se difunden y comienzan el ataque al hongo patégeno antes de que se haya

producido el contacto fisico (Zeilinger et al. 1999; Viterbo et al. 2002b).

Una vez que los hongos estan en contacto, Trichoderma puede enrollarse alrededor de las
hifas del hongo patégeno y formar estructuras especializadas de tipo apresorio, las cuales
podran penetrar en el interior de su adversario. La unién parece estar mediada por la
interaccion entre carbohidratos de la pared celular de Trichoderma y lectinas del patégeno
(Inbar y Chet 1996; Rocha-Ramirez et al. 2002). Una vez en contacto, Trichoderma produce
varias CWDE:s y antibidticos, como los peptaiboles (Schirmbdck et al. 1994; Degenkolb et
al. 2003), que generarian agujeros en la pared celular. Finalmente, Trichoderma digiere el
contenido intracelular del hongo, proceso que va acompafiado de algunos cambios
morfolégicos como vacuolizacion, pérdida de citoplasma y desintegracion de las hifas del
hospedante (Benhamou y Chet 1996). En algunos casos, también se observa la esporulacion

de Trichoderma tras la digestion del otro hongo (Elad et al. 1984).
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Es importante mencionar que el mecanismo micoparasitico de Trichoderma integra la accion
de diversas CWDEs (Elad et al. 1982; Papavizas 1985; Chet et al. 2002; Sanz et al. 2004),
entre las cuales se encuentran quitinasas, B-1,3-glucanasas, B-1,6-glucanasas y proteasas.
Debido a que la quitina y el B-1,3-glucano son los principales componentes estructurales de
la pared celular de hongos, se ha propuesto que las enzimas claves en este proceso son las
quitinasas y las B-1,3-glucanasas (Elad et al. 1982; Papavizas 1985; De la Cruz ef al. 1993).
Por otra parte, se tienen en cuenta otras enzimas que hidrolizan otros componentes
minoritarios de las paredes fungicas (proteinas, B-1,6-glucanos, a-1,3-glucanos) (Viterbo et

al. 2002a; Sanz et al. 2005; Suarez et al. 2005; Olmedo y Casa 2014).

2.2. Antibiosis

La actividad antibiotica de Trichoderma fue detectada por primera vez por Weindling (1932)
y desde entonces se han descrito numerosos antibidticos producidos por las especies de este
género. La antibiosis consiste en la inhibicion del crecimiento de un organismo por el
producto metabdlico de otro, sin que medie contacto fisico entre ellos (Agrios 2005). Muchas
cepas de Trichoderma liberan metabolitos secundarios, volatiles y no volatiles, que producen 9

este efecto de antibiosis (Cardoza et al. 2005; Webster y Weber 2007, Shoresfh et al. 2010).

El papel de estos compuestos en el antagonismo es fundamental, ya que mutantes de 7. virens
deficientes en la produccion de gliotoxina pierden totalmente la capacidad de inhibir a
Rhizoctonia solani (Howell y Stipanovic 1995). Los mecanismos de antagonismo que

Trichoderma utiliza no son independientes, sino que interactuan unos con otros. Un ejemplo
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de este sinergismo se ha observado en el efecto antifiingico sobre varios géneros de hongos
fitopatogenos como Botrytis, Fusarium o Alternaria, que se incrementa, tras una aplicacion

conjunta de antibidticos y CWDEs de Trichoderma (Lorito et al. 1996).

2.3. Competencia con el patogeno

La competencia se define como el comportamiento desigual de dos o mas organismos ante
un mismo requerimiento, ya sea sustrato, nutrientes, o espacio; es decir, mientras que, alguno
de los organismos reduzca la cantidad o espacio disponible para los demas. Un factor esencial
para que exista competencia entre organismos es que haya escasez de un elemento (Carballo
y Guaharay 2004). Sin embargo, las caracteristicas del agente de control biolégico favorecen
este tipo de antagonismo, como la plasticidad ecoldgica, velocidad de crecimiento y
desarrollo, y por otro lado por factores externos como tipo de suelo, pH, temperatura,

humedad, entre otros (Infante ez al. 2009).

La ubicuidad de Trichoderma en suelos naturales y agricolas de todo el mundo (Hermosa et
al. 2004) es una prueba de que es un buen competidor por el espacio y por requerimientos
nutricionales. Aparece en casi todos los suelos y también en habitats naturales que contienen
grandes cantidades de materia organica, donde se comporta como un excelente
descomponedor de material vegetal y fungico. Ademds, muchas especies c;IeI género
Trichoderma muestran una gran versatilidad metabolica que les permite crecer utilizando un
amplio abanico de fuentes de nitrogeno y carbono (Grondona ef al. 1997). Por otra parte, la

capacidad para colonizar la rizosfera de las plantas es un punto clave en este proceso, ya que
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un agente de combate bioldgico que no sea capaz de crecer en la rizosfera no podra competir

por el espacio y los nutrientes de ese ecosistema (Howell 2003).

Por ejemplo, la competencia por el espacio es el mecanismo atribuido a la proteccion de los
racimos de uvas contra la “podredumbre gris” causada por B. cinerea, ya que este patdogeno
no puede instalarse sobre los capuchones florales de vides que han sido colonizados por T.
harzianum (Dubos et al. 1982). En la bibliografia se pueden encontrar otros casos en los que
se alude a la competencia por los nutrientes como responsable directa del efecto antagonista

de Trichoderma (Howell y Stipanovic 1995; Handelsman y Stabb 1996; Lo et al. 1996).

Sin embargo, es dificil determinar si Trichoderma es capaz de ejercer su accién antagonista
solamente mediante la competencia o si, por el contrario, otros mecanismos como el
micoparasitismo o la antibiosis preparan el escenario para que la competencia se lleve a cabo

de una forma mas eficaz (Harman 2000).

2.4. Promocion del crecimiento de las plantas

Se ha comprobado la capacidad de ciertas cepas de Trichoderma para estimular el
crecimiento y el desarrollo de las raices de las plantas, lo que se traduce enun incremento de
la productividad (Harman et al. 2004b), demostrandose que algunas cepas del género
Trichoderma pueden regular los niveles de auxina en la rizosfera y estimulan el crecimiento
de las plantas y, por ende, protegen el sistema radical e inducen la defensa sistémica frente

al ataque de patégenos (Bjorkman 2004). Por ejemplo, plantas de pepino inoculadas con la
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cepa de 7. harzianum (T-203), mostraron un incremento del 75-95% en el sistema radical, y

un aumento de la superficie foliar del 80% (Yedidia et al. 2001).

Por otra parte, Trichoderma, a lo largo del proceso de interaccion con la planta, proporciona
resistencia a diferentes tipos de estrés abiotico y cambios en el estado nutricional (Howell
2003). Se ha descrito que algunas cepas de Trichoderma poseen la capacidad de solubilizar
metales como el zinc, el manganeso, el hierro o el cobre, convirtiéndolos en nutrientes

asimilables por las plantas (Altomare et al. 1999).

2.5. Induccion de mecanismos de resistencia en planta

Se ha comprobado que la asociacion directa de Trichoderma con las raices de la planta,
estimula los mecanismos de defensa de la misma (Yedidia et al. 1999), lo que conlleva una
sesistencia contra una amplia gama de microorganismos fitopatégenos, incluso nematodos
(Harman et al. 2004b). Esta resistencia inducida no es especifica de un determinado tipo de
planta y puede ser localizada o sistémica, preparandola para ejercer una respuesta mayor y
mas rapida ante el ataque de patégenos (Conrath et al. 2002). La respuesta incluye la
secrecion de peroxidasas, la sintesis de fitoalexinas, la expresion de genes que codifican
proteinas relacionadas con la patogénesis o “PR”, la biosintesis de compuestos terpénicos
(Howell 2006) o el aumento de los niveles de acido salicilico (Martinez et al. 260]) y acido

Jasmonico (Segarra et al. 2007).

Un estudio evalué el mecanismo de interaccion entre Trichoderma y las plantas de soya

(Glycine max L.), el cual indicé que las moléculas elicitoras secretadas por el hongo son



14

detectadas por células de las plantas a través de cambios en la concentracion intracelular de
Ca** citosdlico, por lo que las células vegetales son capaces de discriminar sefiales que se
originan en la interaccion de uno o dos hongos y modular la respuesta de defensa (Navazio

etal 2007).

La infeccion de Trichoderma se inicia con la germinacion de las esporas y colonizacion de
la superficie de las raices, y la posterior penetracion en las primeras capas de células de la
epidermis (Yedidia et al. 1999; Zeilinger et al. 1999; Harman et al. 2004a; Woo et al. 2006).
En esta etapa de la interaccion Trichoderma-planta, muchos genes, como los que codifican
hidrofobinas, son necesarios para la adherencia a las raices (Benitez et al. 2004; Rosado et
al. 2007). Por medio de resultados transcriptomicos se ha podido comprobar que algunas
cepas de Trichoderma inducen de forma activa cambios sistémicos en la fisiologia y la
resistencia de la planta a los patogenos, modulando la expresion de genes relacionados con

el estrés y el metabolismo de la misma (Alfano et al. 2007).

En los altimos afios se esta analizando el papel que juega Trichoderma en su relacion con la
planta y el patégeno, desde el punto de vista de la produccion de moléculas que podrian
actuar como elicitores de la respuesta de defensa en plantas (Vinale et al. 2008). Ademas, se
han aislado genes del tipo avr, similares a los que poseen los patégenos avirulentos, o del
tipo de transportadores ABC, relacionados con la resistencia de Trichoderma a moléculas
toxicas que secretan las plantas o los hongos fitopatégenos (Harman et al. 2004a; Woo et al.

2006; Martinez et al. 2001; Schuster y Schmoll 2010).
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3. Aplicacion del género Trichoderma como biocontrolador

El uso principal en el comercio mundial de Trichoderma se deriva de su alta capacidad de
produccion de enzimas; la especie T. reesei (Hypocrea jecorina) es el organismo celulolitico
mas extensamente empleado en el mundo (Kovoivula et al. 2002), los cuales indican que de
las 11 familias de celulasas conocidas, se han encontrado cinco producidas por Trichoderma,
principalmente en aislamientos de 7. reesei; claro esta que la produccion de celulasas se
puede encontrar en otras especies de este género (Watanabe ef al. 2006). La produccion de
celulasas tiene aplicaciones en la industria textil, papelera (blanqueamiento de pulpas),
alimenticia (panificadora, cervecera, alimentos para animales, entre otros), farmacéutica y
recientemente, en produccion de biocombustibles de tercera generacion. Trichoderma es
también un degradador eficiente de heteropolisacaridos (polisacaridos no celulésicos), como
el xilano de importancia en la industria papelera (Watanabe et al. 2006); ademas, algunas
cepas son agentes de bioremediacion, porque degradan pesticidas del ambiente (Tang et al.

2009), remueven metales pesados (Akhtar et al. 2009) y degradan cianuro (Ezzi y Lynch

2005).

Una de las aplicaciones que mas interés despierta es la utilizacion de diferentes especies de
Trichoderma como agentes de control biolégico en agricultura para el combate de
enfermedades de plantas producidas por microorganismos patogenos (Monte 2001; Benitez
et al. 2004; Harman et al. 2004a). Con frecuencia, se informa sobre la produccion de
sustancias con actividad antiflingica de especies de Trichoderma como: el acido fenilico, 6-
pentil-a-pirona, viridofunginas y harzianopiridona; antisépticos tales como: antraquinona,

harzianodiona y gliotoxina. Ademas, reguladores de crecimiento en plantas (ciclonerodiol,
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harzianopiridona y 6-pentil-a-pirona); péptidos antimicrobianos e incluso compuestos
fitotoxicos como el viridiol; otros con usos potenciales en farmacopea, como los
antitumorales e inmunomoduladores (harzianodiona y gliotoxina) (Supothina et al. 2007,

Vinale et al. 2006; Xiao-Yan et al. 2006).

T. harzianum, T. viride y T. virens son las especies de Trichoderma mas citadas en combate
biologico (Papavizas 1985; Chet 1987). Actualmente, T. harzianum, solo o en combinacion
con otras especies de Trichoderma, esta siendo utilizada en preparaciones comerciales para
el combate de numerosas enfermedades de plantas producidas por hongos. Estas
formulaciones se aplican directamente al suelo, a las semillas (“coating™) o, mediante
diferentes sistemas de riego, a plantulas para trasplante en semilleros y en cultivos

establecidos (Grondona et al. 2001).

3.1 Trichoderma spp. como agente de control biologico de Fusarium spp.

El marchitamiento por Fusarium es una de las enfermedades mas comunes y perjudiciales en
el cultivo de tomate, especialmente cuando es intensivo y se utilizan variedades susceptibles.
La enfermedad es mas destructiva en los climas célidos y en suelos arenosos de las regiones
templadas. Las plantas infectadas no se desarrollan, se marchitan rapidamente y finalmente
mueren. De vez en cuando, se pueden observar plantaciones enteras de to:mate dafiadas
seriamente o inclusive pérdidas totales antes de que se realice la cosecha del cultivo (Agrios

2005).

Los sintomas aparecen por primera vez en la nervadura con un ligero aclaramiento de los
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foliolos jovenes mdas externos. Posteriormente, las hojas mas viejas muestran epinastia
causada por la caida de los peciolos. Las plantas infectadas en la etapa de plantula, por lo

general, después de que aparecen los primeros sintomas, se marchitan y mueren pronto

(Agrios 2005).

En plantas con estados fisiologicos mas avanzados, ocurre una clorosis de las nervaduras de
sus hojas antes de que se produzca el achaparramiento y epinastia foliar, luego un
amarillamiento de las hojas inferiores, formacion ocasional de raices adventicias,
marchitamiento de sus hojas y tallos jovenes, defoliacion, necrosis marginal de sus hojas y
finalmente, su muerte. Estos sintomas suelen aparecer solo en uno de los costados del tallo y

avanzan hacia la parte superior de la planta hasta que destruye el follaje y ocasiona la muerte

del tallo (Agrios 2005).

El biocontrol de fitopatogenos de suelo con especies de Trichoderma ha sido objeto de
estudio desde 1930 debido a la gran diversidad de especies y cepas que han sido utilizadas
con este propdsito, ya sea directamente al suelo o en el tratamiento de las semillas (Pérez et
al. 2009). Los resultados muestran que 7. harzianum induce la produccion de enzimas liticas
(1-3 B-glucanasa y quitinasa) en las células de las paredes de los patégenos R. solani,
Pythium aphanidermatum y Fusarium oxysporum (Sivan y Chet 1989). Las especies de
Trichoderma son capaces de combatir ascomicetes, basidiomicetes y oomicetes (Monte
2001; Benitez et al. 2004), y recientemente, también se ha informado de su efecto sobre

nematodos (Dababat et al. 2006; Kyalo et al. 2007, Goswami ef al. 2008).



18

Existen informes sobre diversos intentos en el biocontrol de las poblaciones de Fusarium
oxysporum causantes de marchitez en diferentes hospedantes (Sandoval et al. 1996), ademas,
se ha informado de la eficacia de Trichoderma harzianum (cepa A34) en el combate de
Fusarium spp. en frijol y claveles, asi como de diferentes especies de hongos en tomate,

tabaco y frijol (Sandoval y Lopez 2000; 2001).



19

CAPITULO II

EVALUACION DEL ANTAGONISMO IN VITRO DE CEPAS NATIVAS E
IMPORTADAS DE TRICHODERMA SPP. FRENTE A FUSARIUM SPP. EN EL
CULTIVO DE TOMATE

RESUMEN

El objetivo del ensayo fue determinar la efectividad de cepas nativas (Asper-CR y Guiz-CR)
e importadas (Guiz-USA y Aspe-Col) de Trichoderma spp. en el combate de Fusarium spp.,
aislado de plantas enfermas de tomate. Mediante la caracterizacion morfologica y pruebas
moleculares se identificaron tres especies de Trichoderma (T. asperellum, T. asperelloides y
T. guizhouense), mientras que el patdgeno se identificé como F. oxysporum. Se utilizé la
técnica de cultivo dual para evaluar los radios de crecimiento del antagonista (RCA) y del
patdgeno (RCP), el micoparasitismo y el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial
(PICR). Los valores promedios de los RCA fueron 26,5; 39,3; 41,2 y 32,1 mm para Aspe-
Col, Asper-CR y Guiz-CR respectivamente y 42,75 mm para el testigo de cada cepa. En
cuanto al micoparasitismo, se obtuvo que Aspe-Col y Asper-CR presentaron invasion
completa de la colonia de F. oxysporum, con esporulacion. La Asper-CR invadio la colonia
del patégeno, pero sin esporulacion y finalmente, la Guiz-USA solo logr6 invadir un cuarto
de la superficie de la colonia del patégeno. También se determiné el PICR, se encontraron
diferencias significativas entre cepas donde las mas efectivas fueron Asper-CR y Aspe-Col
con 67% y 63% de inhibicion respectivamente. En conclusion, si se encontraron diferencias
morfolégicas y genéticas entre las cepas nativas y las importadas en productos comerciales
del hongo Trichoderma spp. Las pruebas in vitro muestran que existe capacicjad antagonica

frente al patégeno Fusarium oxysporum, siendo mejor 7. asperellum y T. asperelloides.
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ABSTRACT

The effectiveness of native (Asper-CR y Guiz-CR) and exotic (Guiz-USA and Aspe-Col)
strains of Trichoderma spp. against Fusarium spp. isolated from diseased tomato plants was
tested. By means of morphological and molecular analyses Trichoderma asperellum, T.
asperelloides, T. guizhouense and the pathogen Fusarium oxysporum were identified. Values
of radial growth of the antagonist (RGA), mycoparasitism and percentage of radial growth
inhibition (PRGI) were estimated by dual culture technique. Mean RGA values of 25.6, 39.3,
41.2 and 32.1 mm were obtained for Guiz-USA, Aspe-Col, Asper-CR and Guiz-CR,
respectively; while for the control strain was 42.75. Colonies of F. oxysporum were
completely invaded by Aspe-Col and Guiz-CR with sporulation. Asper-CR colonized the
pathogen culture without sporulation and Guiz-USA partially (25%) invaded the surface of
the pathogen’s culture. Differences in PRGI were significant among Trichoderma strains.
The most effective strains were Asper-CR (67%) and Aspe-Col (63%). Native and exotic
strains of the fungus Trichoderma spp. from commercial products show genetic and
morphological differences. In conchusion, in-vitro tests showed antagonistic activity against
the pathogen Fusarium oxysporum based on the observed variability in effectiveness of
Trichoderma spp. with T. asperellum and T. asperelloides showing a better effect compared

to T. guizhouense.
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INTRODUCCION

En la actualidad, no se conoce de algin método eficiente que por si solo disminuya
significativamente la enfermedad de la marchitez causada por Fusarium spp. en diferentes
cultivos. Se han realizado grandes esfuerzos por combatirla y en estos momentos varios
paises aplican un manejo integrado, en el que se incluyen la poda fitosanitaria, fertilizacion
al suelo, reguladores de crecimiento y aspersiones con fungicidas (Jiménez y Sanabria 1997a
y b; Agrios 2005; Caravaca 2008). Esta altima opcidon es la mas utilizada y el uso
indiscriminado provoca problemas de contaminacion ambiental y en general, desequilibrio

ecologico.

El uso de Trichoderma como agente de biocontrol representa una alternativa viable, dado
que es eficaz, facil de producir a gran escala, la mayoria son especies cosmopolitas y
presentan gran capacidad de parasitar, compiten por nutrientes o producen compuestos que
resultan antagonicos para una gran variedad de hongos fitopatogenos tales como los géneros
Rhizoctonia spp., Fusarium spp., Pythium spp., entre otros (Montealegre et al. 2005; Chérif

y Benhamou 1990; Cérdoba 2003; Hibar et al. 2005, 2006; Gupta et al. 2014).

Actualmente, en Costa Rica no se tiene informacion certera si las diferentes cepas de
Trichoderma spp. aisladas de los mismos sitios de cultivo, asi como las importadas de otros
cultivos o paises, presentan la misma eficiencia y especificidad en el combate de las especies
del género Fusarium. Ademas, ain se tienen interrogantes acerca de la existencia de alguna
relacion especifica antagénica entre Trichoderma spp. y Fusarium spp., o si en Ultima

instancia, todas las cepas tienen potencial de antibiosis. Es por esto que, se requiere detectar
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la presencia y conocer la diversidad de cepas nativas, con el proposito de evaluarlas como
agentes potenciales de combate biologico y comprobar su especificidad con respecto al
patdgeno a combatir (Papavizas 1985; Nelson 1991). Por lo anterior, el objetivo de este
estudio fue determinar el potencial de antibiosis de cepas nativas e importadas de

Trichoderma spp. contra Fusarium spp. en condiciones de laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion. El estudio se realizo en el Laboratorio de Microbiologia Agricola, del Centro de

Investigaciones agronémicas de la Universidad de Costa Rica.

Aislamiento e identificacion de las cepas de Trichoderma spp. y del patogeno Fusarium
spp. Se emplearon productos comerciales preparados con diferentes cepas de Trichoderma
spp. provenientes de Estados Unidos (THU-1) y Colombia (THC-2); asi como dos cepas
nativas de Costa Rica pertenecientes a la Universidad de Costa Rica (THM-3, San Carlos y

THM-4, Cartago).

Los aislamientos de Trichoderma spp. a partir de los productos comemiale; se realizaron
mediante el método de diluciones seriadas en caja Petri, para lo cual se tomé una muestra de
I gr del producto y se diluy6 en 10 mL (proporcion 1/10 p/v) de agua destilada estéril hasta
obtener diluciones de 10 y 107, De la tltima dilucion, se extrajo una alicuota de 0,1 mL y
se distribuyé homogéneamente sobre una caja Petri que contenia medio de cultivo agar papa

dextrosa (PDA). Estas se incubaron a 25+1 °C por 5-6 dias en oscuridad y luego 4 dias con
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luz dia en una incubadora Digisystem DK-500. Se utilizaron 10 cajas Petri por cada producto
comercial. De cada aislamiento para la identificacion se utiliz6 el método descrito por
Gilchrist et al. (2005), y las claves de identificacion propuestas por Samuels ef al. (2013) y

Ellis (2006).

Los aislamientos de Fusarium spp., se realizaron a partir de muestras de plantas enfermas de
tomate que presentaban marchitez, necrosamiento basal del tallo y de las axilas de las ramas
laterales inferiores. Las plantas se lavaron con agua corriente para eliminar el exceso de suelo
presente en el tallo y raiz, de estos tejidos se hicieron disecciones de 0,5 cm de la zona de
avance de la enfermedad, cada trozo se desinfecté con hipoclorito de sodio al 2,5% por 2 min
y posteriormente, se realizé cuatro enjuagues con agua destilada estéril. Luego, cada trozo se
fracciond en secciones de aproximadamente 0,25 cm y se colocaron en cajas Petri con medio
de cultivo PDA. Los aislamientos obtenidos se purificaron mediante la técnica de punta de
hifa descrita por Chairman et al. (1978), la cual consiste en seleccionar la punta de una hifa
solitaria, cortarla, y transferirla a una caja Petri. Se usé medio de cultivo Komoda (Komoda

1975), que luego se dejo incubar por dos o tres dias.

Las diferentes cepas obtenidas, se identificaron morfoldgicamente con base en el protocolo
del Fusarium Research Center de la Universidad de Pennsylvania, desarrollado por Burges
et al. (1994) y Gilchrist et al. (2005) y las claves taxondmicas de Booth (1971), Arikan et al.

(2001), y Seifert (1996).

Caracterizacion molecular de las cepas de Trichoderma spp. y Fusarium spp. Esta parte

del estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de Técnicas Moleculares del CIPROC de la
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Facultad de Ciencias Agroalimentarias de la Universidad de Costa Rica. Se realizo la
extraccion del ADN de las diferentes cepas de Trichoderma spp. y de los aislamientos de
Fusarium spp. se tomé un disco 5 cm de diametro a partir de cajas Petri con medio de cultivo
PDA de 3-5 dias de crecimiento de los hongos. Luego los discos de micelio se secaron con
toallas de papel absorbente. Posteriormente, el disco de micelio se colocd en un tubo
Eppendorf de 1,5 mL para la extraccion de ADN. La extraccion de ADN gendmico se realizd

utilizando el kit de aislamiento de ADN Gendmico de Puregene ™.

Posteriormente, para Trichoderma spp. se llevo a cabo la amplificacion por PCR de un
fragmento de 0,9 kb del extremo 5° del factor de elongacion 1-a (TEF1) del gen (eEFlal)
que contiene tres intrones que fueron amplificados utilizando el par de primers tef71f
(CAAAATGGGTAAGGAGGA(G/C)AAGAC) y el tef997R (CAGTACCGGC(A/G)
GC(A/G)AT(A/G)AT(G/C)AG) (Shoukouhi y Bissett 2009), luego se hizo una electroforesis
para corroborar el resultado de la amplificacion y por ultimo, el producto de PCR obtenido
se limpié empleando el kit de purificacion para PCR QIAquick® (QIAGEN), se envi6 a

secuenciar a la empresa Macrogen Inc., en Seul, Corea.

Para el caso de los aislamientos de Fusarium spp. se efectud el protocolo para el PCR para
amplificar la regién del gen TEF, utilizando el imprimador de inicio ef7 (5'-

TGGGTAAGGA(A/G)GACAAGAC-3) y el imprimador de reversa ef2

(5"GGA(G/A)GTACCAGT(G/C)ATCATGTT-3") (O'Donnell et al. 1998; Geiser et al.

2004) y a los productos amplificados del hongo se les efectud una electroforesis en gel de
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agarosa. Finalmente, se realizd la secuenciacidon por la empresa Macrogen Inc., en Seul.

Corea.

Las secuencias obtenidas para cada imprimador ya sea de los antagonistas como del
patogeno, se analizaron con el programa BioEdit Sequence Alignment Editor version 7.0.5.3
(Hall 1999) y se obtuvo la secuencia consenso. Las secuencias se compararon con las
secuencias publicadas en la base de datos del Banco de Genes del Centro Nacional para la

Informacion Biotecnologica en USA (NCBI), mediante la opcion BLASTn search (Altschul

et al. 1997).

La informacion del ADN de la region del factor de elongacion 1-a (TEF1) del gen (eEF1al)
de las cepas de Trichoderma spp. e incluidas las secuencias de aislamientos de especies de
Trichoderma del Banco de Genes (Gen Bank), las mismas fueron alineadas con el programa
Clustal W (Thompson et al. 1994). El alineamiento fue corregido manualmente en el
programa BioEdit. El analisis filogenético de las secuencias se hizo con el programa MEGA
6 (Tamura et al. 2013); segin el criterio de Maxima Verosimilitud, el modelo Kimura 2-
parameter v un analisis de 2000 réplicas de Bootstrap. Se incluyo la secuencia de
Trichoderma aggressivum CBS 100.525 (AF534614) como grupo externo (raiz) en el analisis
filogenético de las especies del complejo de Trichoderma harzianum. Las secuencias de la
region del factor de elongacion -1a (TEF) utilizadas fueron las mismas que empleo Chaverri

etal. (2015) en su andlisis filogenético del Complejo de 7. harzianum.

Pruebas de antibiosis a nivel de laboratorio. Se utiliz6 la técnica del papel celofan

modificada (Dennis y Webster 1971), para seleccionar aquellas cepas de Trichoderma spp.
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que presentaron capacidad antagoénica in vitro, al inhibir o retardar el crecimiento del micelio
de Fusarium spp. Se cortaron tiras de 2,0 cm de ancho por 8,5 cm de largo de papel celofan,
las cuales se esterilizaron antes de colocarlos bajo condiciones asépticas dentro de la caja
Petri, sobre el medio de cultivo PDA; posteriormente, en un extremo de la caja de Petri se
coloco un disco de agar de 4 mm de didmetro con micelio de Fusarium spp. de 8 dias de edad
y se dejé desarrollar durante 3 dias por su crecimiento lento. Luego en el extremo opuesto
otro disco de 4 mm con micelio de Trichoderma spp. (nativos o comerciales) de la misma
edad, a una distancia aproximada de 5 cm entre ellos (Howell 2003). También se cultivo, por
separado, cada antagonista y patogeno, se coloco un disco de agar de 4 mm de diametro de
micelio en el centro de la caja Petri, los cuales correspondieron a los testigos y se incubaron

bajo las condiciones antes descritas.

Luego se incubaron a 25+1 °C por 5-6 dias en oscuridad y luego 4 dias con luz de dia en una
incubadora Digisystem DK-500. Se midi6 cada 24 h el crecimiento radial del micelio de la
colonia de los hongos, hasta observar el traslape de hifas de ambos hongos en el papel
celofan. En este momento el papel se retird y observé al microscopio (Biolégico Binocular,

Modelo Xsz 206 B) con aumento de 40x, para determinar si se presentaba hiperparasitismo.

Para evaluar la capacidad antagénica o antagonismo de aislamientos nativos o forineos de
Trichoderma spp. se utilizd la técnica de Cherif y Benhamou (1990), para lo cual en cada
tratamiento, se deposit6 en un extremo de cajas Petri con PDA un disco de 5 mm de diametro
con micelio activo de colonias fungosas de 8 dias de edad de Fusarium spp., y se dejaron
desarrollar durante 3 dias por su crecimiento lento. Posteriormente, en ¢l otro extremo de la

caja se depositaron discos de 5 mm de 7richoderma spp. Luego se incubaron a 25+1 °C por
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5-6 dias en oscuridad y luego 4 dias con luz de dia en una incubadora Digisystem DK-500.

Se midi6 cada 24 h el crecimiento radial del micelio de la colonia de los hongos.

Se comprobd de distintas formas: a) se midio el grado de micoparasitismo, mediante la escala
propuesta por Ezziyyani et al. (2004) (Cuadro 1). Ademas, se evalud: a) la competencia por
nutrientes y espacio, la cual se obtuvo con los radios de crecimiento de cada patdgeno y
antagonista en cultivo dual, junto con sus respectivos testigos, utilizando un calibrador “Pie
de rey”. y b) por el porcentaje de inhibicién de crecimiento radial (PICR), con la féormula
utilizada por Ezziyyani et al. (2004), PICR = (R1 — R2)/R1 x 100, donde R1 es el radio mayor
(radio patogeno testigo) y R2 es el radio menor (radio del patégeno en enfrentamiento con el

antagonista).

Cuadro 1. Escala para evaluar del grado de micoparasitismo segin Ezziyyani et al. (2004)

Capacidad antagénica

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

1 Invasion de % de la superficie de la colonia del hongo patogeno.

p) Invasion de % de la superficie de la colonia del hongo patégeno.

3 Invasion total de la superficie de la colonia del hongo patégeno.

4 Invasion total de la superficie de la colonia del hongo patégeno esporulacion
sobre ella. I

El andlisis estadistico que se utilizd fue un analisis de varianza (Anova) y prueba de
comparacion de medias de Tukey (p<0.05) con el programa estadistico Infostat version 6.12,

bajo un disefio experimental completamente al azar con tres repeticiones que constaban de
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un plato Petri como umidad experimental, y cuatro réplicas biologicas por cepa de
Trichoderma spp. Se midio las siguientes variables: radio de crecimiento del antagonista

(RCA), radio de crecimiento del patogeno (RCP), micoparasitismo (MICMO) y PICR.

RESULTADOS

Aislamiento e identificacion de las cepas de Trichoderma spp. y del patogeno Fusarium
spp- Las cepas THU-1 (Estados Unidos) y la cepa nativa THM-4 se identificaron dentro del
complejo de Trichoderma harzianum (Figura 1). Estas cepas crecieron muy rapido en medio
de cultivo PDA mostrando un aspecto polvoso. Al inicio, las colonias presentan una
coloracion blanco amarillento que luego se torno verde. Al microscopio, se observaron
fialides terminales en un verticilo o solitarias de forma ampuliformes, por lo general
fuertemente constreiiidos por debajo de la punta, y mas largas que las fidlides subterminales
con un conidio sucesivo en la extremidad y conidias de forma globosa a subglobosa de color
verde olivo; caracteristicas que concuerdan con las descritas por Chaverri et al. (2015) para

T. guizhouense.

Las cepas THC-2 (Colombia) y la cepa nativa THM-3 al ser inoculadas en medio de cultivo
PDA, crecieron formando anillos concéntricos, los primeros en formarse son de color verde
oscuro, mientras que en los margenes el micelio es blanco, y no se observé pigmentacién
amarilla. Al microscopio se observaron fidlides en forma de candelabro producidos en las
puntas de las hifas, ligeramente mas grandes en el medio y levemente constrefiida en la base,

con conidias subglobosas a elipsoidales de color verde oscuro; con clamidosporas
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normalmente abundantes y subglobosas. De acuerdo con lo descrito por Samuels ez al. (2010;

2013) las cepas THC-2 y THM-3 pertenecen a Trichoderma asperellum (Figura 1).

Figura 1. Aislamiento de cepas de Trichoderma spp. en medio de cultivo papa dextrosa a los ocho
dias. De izquierda a derecha: 7. guizhouense (THU-1); T. asperelloides (THM-3); T. asperellum

(THC-2) y T. guizhouense (THM-4).

A partir de plantas enfermas de tomate se aislaron dos cepas de Fusarium spp., los cuales se
caracterizaron porque las colonias crecieron en el medio de cultivo, formando un micelio
aéreo blanco, que posteriormente adquiri6, en uno de los aislamientos, una coloracién
purpura (F1), mientras que el otro aislamiento present6 esporodoquios de coloracion salmén
(F2). Ambas cepas presentaron conididoforos monofialides cortos, simples, laterales en el
micelio aéreo, mas tarde en forma de racimos densamente ramificados. LLos macroconidios
eran fusiformes, principalmente de tres septos y abundantes microconidios elipsoidales, no
septados en su mayoria. Las clamidosporas eran terminales o intercalares e hialinas. Estas
caracteristicas concuerdan con las descritas por Burges et al. (1994) y Gilchrist et al. (2005)

y las claves taxondmicas de Booth (1971), Arikan et al. (2001), y Seifert (1996) con F.

oxysporunmi.
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Por otra parte, se selecciono la cepa F1 de F. oxysporum para llevar a cabo los siguientes
ensayos debido a que la cepa F2, presento problemas de crecimiento en los diferentes medios

de cultivo utilizados.

Caracterizacion molecular de las cepas de Trichoderma spp. y Fusarium spp. Las
secuencias de la region del factor de elongacion 1-a (TEF1) obtenidas de las diferentes cepas
aisladas de Trichoderma de los productos nativos e importados se alinearon con secuencias
encontradas en el Banco de Genes (Gen Bank) (Cuadro 2), identificandose THU-1 y THM-
4 con un 97% de similitud con 7. harzianum. Mientras que en el caso de THC-2 tuvo un 99%

de similitud con 7. asperellum y el mismo porcentaje obtuvo THM-3 con 7. asperelloides

(Cuadro 3).

Cuadro 2. Identificacion de las cepas de Trichoderma spp. nativas e importadas presentes
en los productos evaluados con base en la secuencia parcial del gen TEF segun Gen Bank

Producto Similitud (%) Identidad Accesion Gen Bank

Complejo T. harzianum EF191330

99 T. asperellum KP262481
99 T. asperelloides KP696458
97 Complejo T. harzianum EF191330

Por lo que al realizar el andlisis filogenético basado en los fragmentos de tef (figura 3) se
demuestra que las cepas THU-1 y THM-4 con un valor de Bootstrap del 100% son idénticas

formando un grupo monofilético dentro del complejo de 7. harzianum. Por otra parte, en el
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arbol se muestra que existe una relacion entre las especies de 7. asperellum y T. asperelloides
con un Bootstrap de 87%, sin embargo, con un Bootstrap de 99% estd un grupo de 7.
asperellum donde se encuentra la cepa THC-2 y con un Bootstrap del 100% el grupo de 7.

asperelloides y algunos aislamientos de 7. asperellum que no se han reclasificado.

Ademas, se realizé otro andlisis filogenético para determinar la correcta clasificacion de las
cepas de Trichoderma que en el primer analisis se agruparon dentro del complejo de T.
harzianum, para lo cual se obtuvo que corresponden a la nueva especie identificada como

Trichoderma guizhouense (Figura 3 y Cuadro 3).

En el caso de las cepas aisladas de Fusarium spp. al comparar las secuencias obtenidas de la
region del gen TEF con otras en el Banco de Genes, para la cepa F1 con una similitud del
99% se identifica como F. oxysporum (Accesion KF574861) y para la cepa F2 se obtuvo una

similitud del 98% al igual con F. oxysporum (Accesion KJ648634).
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Figura 2. Relacion filogenética de especies de Trichoderma nativas e importadas en productos
comerciales con base en la secuencia del factor de elongacion 1a (tef) gen (eEF 1al). Arbol construido
con el programa MEGA 6 software, método Maxima Verosimilitud (ML), modelo Kimura 2-
parameter y 2000 réplicas de Bootstrap. Valores de Bootstrap se indican en los nodos.
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Figura 3. Relacion filogenética de especies de Trichoderma harzianum nativas e importadas en
productos comerciales con base en la secuencia del factor de elongacién 1-a (TEF1) gen (eEF1al).
Arbol construido con el programa MEGA 6 software, método Maxima Verosimilitud (ML), modelo
Kimura 2-parameter y 2000 réplicas de Bootstrap. Se incluy6 de raiz a T. aggressivum. Valores de
Bootstrap se indican en los nodos.
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Cuadro 3. Resumen de la identificacion de las cepas de Trichoderma spp. nativas e

importadas presentes en los productos evaluados

Cepa Producto Identificacién Siglas

 Estados Umdos Tlgmzkoueﬂse g G“E‘USA
| Coiombla o T ;s;p.e;eﬁm;; S A.si)eh(ilol
—— Costa Rxca Taspereﬂo 1 d 6 s ) A5per-CR 3
| Costa cha o Tgmzhouema . -.Gui.z-.CR

Pruebas de antibiosis a nivel de laboratorio. Al realizarse la confrontacion in vitro de las
diferentes cepas aisladas de productos comerciales importados (Guiz-USA y Aspe-Col) y
nativas (Asper-CR y Guiz-CR) de Trichoderma spp. frente al patogeno Fusarium oxysporum,
éstas presentaron radios de crecimiento (RCA) supertores at patogeno (RCP). Observandose
que el primer contacto entre hifas det amagontista y et patogeno fue de 3 a 4 dias en la mayoria
de las cepas a excepcion de la cepa Guiz-USA que fue entre 5 a 8 dias. Sin embargo, con el
papel celofan solo con la cepa Guiz-USA se logro observar el traslape de hifas de ambos
hongos, ya que para las demas cepas de Trichoderma spp. en la mayoria de los casos el
antagonista no permitio que el patdgeno creciera lo suficiente para alcanzar la mitad de la

caja Petri, donde se encontraba el papel celofan.

Los mayores radios de crecimiento de las cepas de Trichoderma sp. fueron Aspe-Col

(Colombia), Asper-CR y Guiz-CR (nativas) con 39,3, 41,2 y 32,1 mm respectivamente
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(Figura 4A). Cabe destacar que las cepas del antagonista llegaron a tener un radio de
crecimiento muy cercano al de los respectivos tratamientos testigos, de manera que a los ocho
dias del ensayo en todos los casos lograron cubrir totalmente la superficie de la caja Petri con

42,75 mm de radio (100%).

Por otra parte, los radios de crecimiento del patogeno (Figura 4B) en casi todos los
tratamientos estuvieron por debajo del testigo que alcanzo6 un crecimiento de 25,05 mm; no
obstante, el tratamiento que contenia la cepa Guiz-USA (proveniente de Estados Unidos)
tuvo poco efecto sobre el desarrollo del patégeno con un RCP de 23,95 mm cercano al testigo

(Figura 4B) y el menor RCA (Figura 4A).

Al observar las figuras 5 y 6 de la prueba de micoparasitismo existiendo diferencias
significativas (P<0,0001), se muestra que las cepas Aspe-Col y Guiz-C, lograron alcanzar el
grado 4, la Asper-CR obtuvo un 3,6, logrando una invasion total de la superficie de la colonia
del patégeno y esporular sobre ella; mientras que la Guiz-USA solo obtuvo 1 grado,

invadiendo un 1/4 de la superficie de la colonia de F. oxysporum.
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Figura 4. Radios de crecimiento del antagonista (A) y del patégeno (B), correspondientes a cultivos
duales de los diferentes aislamientos de Trichoderma spp., frente a Fusarium oxysporum, al octavo
dia de evaluacion. Letras diferentes indican diferencias significativas para Tukey P=0.05. Las barras
verticales representan el error estandar. Todos los testigos alcanzaron el maximo crecimiento.
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Figura 5. Grado de micoparasitismo (MICMO) correspondiente a cultivos duales de los distintos
aislamientos de Trichoderma spp. frente a Fusarium oxysporum, al octavo dia de evaluacion. Letras

diferentes indican diferencias significativas para Tukey P=0.05. Las barras verticales representan el
error estandar.

Figura 6. Cultivos duales de los distintos aislamientos de Trichoderma spp. frente a Fusarium
oxysporum para graficar el grado de micoparasitismo (MICMO) correspondiente, seglin la escala de
capacidad antagonica: (A) 0= ninguna invasion, (B) 1= Invasion de 1/4, (C) 2= Invasion de 1/2, (D)
3= Invasion total, (E) 4= Invasion total con esporulacion sobre ella (Ezziyyani et al. 2004). Flechas
rojas indican al patdégeno.
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Al determinar el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR), la mayoria de los
tratamientos lograron superar el 50% de inhibicion del crecimiento radial del patogeno F.
oxysporum (Figura 7). Se encontr diferencias significativas entre cepas (P<0.0001), donde
las mas efectivas fueron Asper-CR, Aspe-Col, Guiz-CR con 67%, 63%, 59% de inhibicion

respectivamente, mientras que con el Guiz-USA solo alcanz6 un 44%.

’i 80,0 -
| | b
1_ 70,0 4 b
i ! b
i 60,0 {
¥ 500 - a
b o i '
2 40,0 -4
n. 13
30,0 -
| 20,0 -
| 10,0 -
0,0 ot Tl T T T 1
Guiz-USA Aspe-Col Asper-CR Guiz-CR
Cepa

Figura 7. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial (PICR), correspondiente a cultivos duales
de los diferentes aislamientos de especies de Trichoderma de productos comerciales importados y
nativos frente al patégeno Fusarium oxysporum, al octavo dia de evaluacion. Letras diferentes indican
diferencias significativas para Tukey P<0.05. Las barras verticales representan el error estandar.
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DISCUSION

Trichoderma es un grupo monofilético (Kullnig et al. 2002), con teleomorfos en el género
Hypocrea o relacionados con Hypocreales. Estudios sobre la conexion entre teleomorfos —
anamorfos tiende a demostrar caracteristicas morfoldgicas traslapadas entre especies en los
anamorfos del género Trichoderma (Chaverri y Samuels 2003). En consecuencia, las
diferencias morfologicas no son indicadores fiables del grado de divergencia genética entre
las especies y observaciones morfologicas, solas no son suficientes para la identificacion

precisa de las especies.

En este estudio se identificaron las diferentes cepas aisladas de productos comerciales
importados, asi como, dos cepas aisladas de cultivos en Costa Rica, por lo tanto la cepa Guiz-
USA y la cepa nativa, proveniente de Cartago, Guiz-CR se identificaron como 7richoderma
guizhouense, la cual es una especie del complejo Trichoderma harzianum, 1a cual fue descrita
por Chaverri et al. (2015). Ademas, es importante tomar en cuenta que el producto utilizado
de Estados Unidos (Guiz-USA) dice contener 7. harzianum, sin embargo, segun este trabajo
la especie no correspondia, lo cual al comparar con el estudio realizado por Chaverri y
colaboradores (2015), quienes -a'l revisar la taxonomia de las especies del complejo de
Trichoderma harzianum empleando el factor de elongacion 1-a (TEF1) y analizar cepas de
productos comerciales utilizados para biocontrol, determinaron que la mayoria de estos
productos presentan una errénea identificacion de la especie de Trichoderma que se estan

utilizando, ya que productos como el Promot dice contener 7. harzianum cuando en realidad
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es T. guizhouense u otros productos que utilizan la cepa T22 de “T. harzianum” y en realidad

es T. afroharzianum.

Ademas, de las caracteristicas moleculares evaluadas para determinar especies de
Trichoderma es importante la parte de ecologia y distribucion geografica de especies, ya que
se considera que Trichoderma harzianum se encuentra en Europa y Norte América, con un
reporte en Colombia por Hoyos et al. (2009), en habitats en su mayoria de suelo (Al-Sadi et
al. 2015), también del compost de setas y en ocasiones endétifos en tallos y posiblemente es
fungicola. Mientras que 7. guizhouense es posiblemente cosmopolita y se encuentra en Africa
(Cameran, Ghana), Europa (Croacia, Grecia, Italia y Espaiia) y Asia (Indonesia, Japon). El

habitat es similar a T" harzianum (Chaverri et al. 2015).

En el caso de las cepas Aspe-Col y la cepa nativa Asper-CR (San Carlos) segun la morfologia
se identificaron como Trichoderma asperellum (Figura 1), sin embargo, al realizar los
analisis moleculares de las secuencias del factor de elongacion 1-a (TEF1) se identifico la
cepa nativa THM-3 como T. asperelloides (Figura 2). En un estudio realizado por Samuels
et al. (2010) nombran a esta nueva especie segregandola a partir de 7. asperellum, donde
aclara que estd especie nueva puede no ser diferenciada por su fenotipo, biologia o
biogeografia. Ademas, que las caracteristicas morfologicas son muy similares entre las dos
especies, pero es mas comun encontrar a 7. asperellum. Es por ello que ain todavia se
encuentren aislamientos de 7. asperellum que no se hayan re-identificado como T.
asperelloides, como se observa en el arbol de las relaciones filogenéticas (Figura 3) o que no
existe todavia una buena separacion de los linajes, ya que posiblemente 7. asperelloides

derivd de T. asperellum. La diversidad sugiere que 7. asperellum se origind por



41

recombinacion, mientras que 7. asperelloides parece ser clonal. Debido a estos estudios
recientes en la taxonomia de muchas especies de Trichoderma es que muchos productos
utilizados a nivel mundial han tenido que ser estudiados para reclasificar las especies que se
estan realmente aplicando en los cultivos, por ejemplo el producto de la India, TNAU que

contiene T. viride es T. asperelloides (Mukherjee et al. 2013).

En cuanto a las pruebas de antagonismo in vitro se pudo observar que variaron los tiempos
para el contacto entre hifas de las diferentes cepas de Trichoderma spp. y las de F.
oxysporum; aunque al patogeno se le dio tres dias de ventaja por su lento crecimiento,
demostroé mayor agresividad el antagonista Trichoderma spp. Al comparar con otros estudios
estos resultados son muy similares a los reportados por Michel (2001), quién encontré valores
al primer contacto entre cepas nativas de Trichoderma spp. y F. oxysporum (Fo) de 3 a 6 dias
y con F. subglutinans (Fs) de 3 a 10; mientras que, Solano (2004) de 3 a 4 dias con F.
oxysporum y de 2 a 3 con F. subglutinans. De la misma manera Michel y colaboradores
(2005b), reportaron entre 5 y 7 dias para el contacto de T. harzianum contra F. oxysporum f.
sp. lycopersici. Segin, Michel y colaboradores (2009) indican que entre menor sean los dias
al contacto, es mayor la agresividad que existe por parte del hongo antagonista y menor la
resistencia del fitopatogeno. La colonizacion del area compitiendo por espacio y nutrientes
es una manera de ejercer biocontrol, ya que se reduce o se detiene el desarrollo del micelio

por completo del otro hongo (Dennis y Webster 1971).

En cuanto a los radios de crecimiento de las colonias tanto del patégeno como de las cepas
del antagonista, se logré encontrar diferencias significativas (P<0.0001) entre las cepas de

Trichoderma spp. nativas y las importadas de otros paises frente al patégeno F. oxysporum,
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el mayor antagonismo corresponde a las cepas Aspe-Col (7. asperellum) y Asper-CR (7.
asperelloides) y la cepa de T. guizhouense (Guiz-CR) (Figura 3 A y B), estos resultados son
similares a los presentados en un estudio de confrontacion in vitro de cepas de T. harzianum
vs. F. solani realizado por Suérez et al. (2008). Este mayor crecimiento por parte de las cepas
de Trichoderma podria deberse a que presentan una mayor tasa de incorporacion de
nutrientes, metabolismo y un crecimiento superior a F. oxysporum, utilizando distintos
mecanismos como secrecion de enzimas hidroliticas, entre ellas celulasas, quitinasas,
glucanasas, xilasas y muchas veces las proteasas, las cuales pueden estar implicadas en los
mecanismos de biocontrol, permitiéndole al antagonista aprovechar mejor los nutrientes del
medio y privar al patogeno de utilizar los recursos disponibles (Zeilinger y Oman 2007;

Vinale et al. 2008; Rojan et al. 2010).

De acuerdo a la clasificacion del micoparasitismo mediante la escala (Figura 4 y 5) se
demuestra que a nivel de laboratorio tanto Trichoderma asperellum, T. asperelloides como
T. guizhouense pueden ejercer su antagonismo frente a Fusarium oxysporum, pero que
existen diferencias entre cepas de la misma especies 7. guizhouense como es el caso de Guiz-
USA (grado 1) y Guiz-CR (grado 4). Si comparamos con otros estudios que emplearon una
escala de clasificacion de antagonismo similar a la de este estudio de Bell y colaboradores
(1982), donde 1=Trichoderma sobrecrece completamente al patdgeno y cubre totalmente la
superficie del medio, 2= Trichoderma sobrecrece las dos terceras partes de la superficie del
medio, 3= Trichoderma y el patogeno colonizan cada uno aproximadamente la mitad de la
superficie y ninglin organismo parece dominar al otro, 4= el patdégeno coloniza las dos
terceras partes de la superficie del medio y parece resistir a la invasion por Trichoderma 'y

5= el patégeno sobrecrece completamente a Trichoderma y ocupa la superficie total del
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medio. Michel (2005a) reportaron contra Fs y Fo clases de antagonismo 1, 2 y 3; obteniendo
menor niamero de cepas con antagonismo | con Fo. En otro ensayo se clasifico el
antagonismo de 20 cepas de Trichoderma contra Fo y todas resultaron ser clase 1 (Michel
2005b), lo cual corresponde al grado 4 de este ensayo segun la escala de Ezziyyani y
colaboradores (2004). Mientras que, esas mismas cepas de Trichoderma contra Sclerotium

rolfsii Sacc., solo 3 fueron clase 1 y 2, y en las demas cepas. el patdgeno fue mas agresivo.

Se debe tener presente que el complejo proceso de micoparasitismo consiste de muchos
eventos desde el reconocimiento del hospedero, el ataque y la subsecuente penetracion y
muerte. Durante el proceso, Trichoderma secreta enzimas que degradan la pared celular del
otro hongo. Ademas, por la secrecion de exoenzimas hidroliticas disminuyen el crecimiento

y la actividad del patégeno (Vinale et al. 2008; Brunner et al. 2003; Harman 2006; 2008).

Al determinar el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR), la mayoria de los
tratamientos lograron superar el 50% de inhibicién del crecimiento radial del patogeno F.
oxysporum (Figura 6). Aunque Trichoderma guizhouense es menos efectiva para combatir al
patégeno, la cepa nativa (Guiz-CR) presenta mas eficacia que la importada. Segun Ploetz
(2004), la especificidad de las especies de Trichoderma en la eficacia del combate de
Fusarium oxysporum son contradictorios, y la mayoria se refieren a la eficiencia de los
ensayos in vitro o invernadero bajo condiciones controladas, y por lo tanto, dichos resultados
no se pueden generalizar a todas las especies y cepas aisladas de Trichoderma. Ademas, el
antagonismo de las cepas de Trichoderma spp. pueden deberse a que liberan metabolitos
secundarios, volatiles y no volatiles, que producen un efecto de antibiosis (Cardoza et al.

2005; Webster y Weber 2007; Shoresh et al. 2010).
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En conclusion, se encontraron diferencias morfologicas y genéticas entre las cepas nativas
de Costa Rica y las importadas en productos comerciales para el hongo Trichoderma spp.,
por lo tanto, es necesario realizar otros estudios moleculares que permitan obtener mayor
respuesta a las posibles diferencias genéticas intra-especificas para este género. Mientras que,
en las pruebas in vitro existen diferencias en la capacidad antagonica de las diferentes
especies de Trichoderma frente al patégeno Fusarium oxysporum, ya que las cepas de T.
asperellum, T. asperelloides y la cepa nativa de 7. guizhouense mostraron ser mas agresivas

en el combate del patégeno, independiente de su procedencia, por lo que se podria ampliar

el estudio con mas aislamientos.
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CAPITULO 111

RESPUESTA DE PLANTAS DE TOMATE INOCULADAS CON DIFERENTES
CEPAS DE TRICHODERMA SP. EN EL COMBATE DE FUSARIUM OXYSPORUM
A NIVEL DE INVERNADERO

RESUMEN

El objetivo del ensayo fue evaluar la respuesta bioldgica de plantas de tomate inoculadas con
diferentes cepas de Trichoderma spp. en el combate de Fusarium oxysporum a nivel de
invernadero. Se utilizaron las cepas de Trichoderma spp. aisladas de productos comerciales
de Estados Unidos (Guiz-USA) y de Colombia (Aspe-Col) y las nativas (Asper-CR y Guiz-
CR). También se aislo la cepa de F. oxysporum de plantas de tomate enfermas. Se utilizaron
plantas de tomate de la variedad Montaiia, se realizé un almacigo que luego se transplant6 a
macetas en el invernadero y se les aplicé el in6culo de F. oxysporum (5 x 10® esporas/mL) y
al siguiente dia se inocularon los tratamientos con Trichoderma spp. (12 x 10° esporas/mL).
Las variables analizadas fueron: a) nimero de hojas, b) porcentaje de clorosis, c) porcentaje
de hojas marchitas, d) incidencia, e) longitud de raiz y f) biomasa seca. Segun los resultados
obtenidos, al tratar las plantas de tomate inoculadas con Fusarium oxysporum, con los
diferentes aislamientos de Trichoderma spp., se obtuvieron porcentajes de incidencia de 0%
con los tratamientos que contenian 7. asperellum (Aspe-Col) y T. asperelloides (Asper-CR),
53,3% con T. guizhouense (Guiz-USA) y un 40% para Guiz-CR, mientras que, en el testigo
la incidencia fue de un 96%. Las plantas que se inocularon con las diferentes cepas de
Trichoderma mostraron un mejor desarrollo, ya que presentaron una cantidad de hojas
significativamente mayor (P<0.0001) que el tratamiento testigo. En el caso de la longitud de
raiz, las plantas tratadas con la cepa nativa de T. asperelloides mostraron una longitud
significativamente mayor de 39,0 cm. en promedio, en comparacion con la cepa de Colombia
que obtuvo un 24,4 cm. de longitud. En conclusidn, se demostré que las diferentes especies
de Trichoderma utilizadas para el combate bioldgico de Fusarium oxysporum en plantas de
tomate ejercen una buena respuesta biologica directa al mejorar el vigor y robustez de las

plantas, e indirecta al disminuir la infeccion por este fitopatégeno.
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ABSTRACT

The present study evaluates the biological response of tomato plants inoculated with
Trichoderma spp. strains against the pathogen fungus Fusarium oxysporum in greenhouse
conditions. Strains of Trichoderma spp. obtained from commercial products from abroad
(Guiz-USA and Aspe-Col), as well as, local strains (Asper-CR and Guiz-CR) were tested.
Strains from the pathogen fungus F. oxysporum were isolated from infected plants (variety
“montaiia”) and inoculated (5 x 10° spores ml™') in seedlings from the same tomato variety
grown in nursery conditions. Inoculated seedlings with F. oxysporum were transplanted to
individual gardening pots and kept in greenhouse conditions. Those seedlings were
inoculated again the following day with Trichoderma spp. (12 x 10° spores ml'). The
following variables were measured in adult plants: a) number of leaves, b) percent of leaf
chlorosis, c) percent of withered leaves, d) incidence, and e) dry accumulated biomass.
Tomato plants inoculated with Trichoderma treatment showed a better development than
control plants. Plants treated with Trichoderma strains significantly (P<0.0001) developed
more leaves. However, there were no significant differences between treatments containing
the same species of Trichoderma, but between different species. Plants inoculated with local
T. asperelloides strains were in average significantly taller (39.0 vs. 24.4 cm) than plants
inoculated with 7. asperellum strains from Colombia. Incidence in inoculated plants with F.
oxysporum was null in treatments with 7. asperellum (Aspe-Col) and T. asperelloides
(Asper-CR) but it amounted to 53.3% in 7. guizhouense (Guiz-USA) and 40% in Guiz-CR.
Incidence in the control treatment was 96%. In conclusion, different Trichoderma species
used in biological control of Fusarium oxysporum in tomato plants had a direct positive
response by increasing plant vigor and robustness, and indirect by reducing the infection by

the plant pathogen.
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INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum L.) es uno de los vegetales mas ampliamente consumidos
en el mundo, representa el 14% de la produccion mundial, con 120 663 000 toneladas por
afio (Moreno et al. 2009). En Costa Rica, se producen 58 560 toneladas métricas al afio,
registrandose un consumo aproximado de 20 Kg. por persona por afio, por lo tanto, es un

producto importante en la dieta de los costarricenses (Lopez 2012).

La marchitez vascular del tomate, causada por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, se
encuentra distribuida en todo el mundo causando grandes pérdidas en el cultivo. El hongo
sobrevive en restos de cultivo de una temporada a otra y posee estructuras de resistencia que
le permiten perdurar en el suelo por espacio de al menos seis afios. Es favorecido por
temperaturas calidas asociadas a alta humedad relativa. El hongo penetra en la planta a nivel
del suelo ya sea por el tallo o por las raices superficiales y luego es trasladado por haces

vasculares a toda la planta (Shoresh et al. 2010).

Las enfermedades producidas por hongos fitopatdgenos causan pérdidas severas en la
agricultura (Rey et al. 2000); estas mermas consisten en la reduccion de la calidad y/o la
cantidad de la cosecha obtenida (Monte 2001). La forma tradicional para el combate de las
enfermedades en cultivos es la aplicacion de productos quimicos, pero debido a su
composicion resultan toxicos e inespecificos, ya que ademas de eliminar los organismos
fitopatogenos, dafian la flora del suelo (Vinale et al. 2008). Por ello, es necesaria la busqueda
de alternativas orientadas al manejo de agentes antagonistas que sean eficientes y

compatibles con el ambiente (Cupull ez al. 2003).
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Trichoderma spp. como algunos otros microorganismos empleados para el combate de
enfermedades, no solo actua sobre los fitopatégenos; también puede tener efectos benéficos
sobre el crecimiento y desarrollo de la planta, lo cual, en tltima instancia, reduce los efectos
de la enfermedad (Harman 2006; Woo et al. 2006; Hoyos 2011). Diversas especies de
Trichoderma spp. son utilizadas en la agricultura para el manejo de fitopatogenos, ya que
limitan el desarrollo de hongos dafiinos como Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum,
Verticillium dahliae (Gonzélez et al. 2005). Los mecanismos empleados por Trichoderma
spp. son la competencia, la antibiosis o el hiperparasitismo; en este altimo caso, se adhiere
a las hifas de los fitopatogenos por medio de estructuras especializadas llamadas apresorios
y libera enzimas (glucanasas, quitobiosas y quitinasas) y antibioticos (viridina, gliotoxina,

gliovirina y peptaiboles) (Howell 2003; Stewarty y Hill 2014).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la respuesta bioldgica de plantas de tomate
inoculadas con diferentes cepas de Trichoderma spp. en el combate de Fusarium oxysporum

a nivel de invernadero.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion. EL ensayo se realizd en el invernadero del Laboratorio de Microbiologia

Agricola del Centro de Investigaciones Agronomicas de la Universidad de Costa Rica.

Cepas utilizadas. Se utilizaron cepas de Trichoderma spp. aisladas de productos comerciales

de Estados Unidos (Guiz-USA) y de Colombia (Aspe-Col) y las nativas (Asper-CR y Guiz-
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CR), ademas de una cepa de Fusarium oxysporum aislada de plantas de tomate enfermas

(Cuadro 1).

Cuadro 1. Tratamientos de Trichoderma spp. evaluados en suelo inoculado con Fusarium
oxysporum y sembrado con plantas de tomate

Tratamiento Fusarium oxysporum Trichoderma spp.

(5x10° esporas/ mL) (12x10° esporas/mL)

Guiz-USA T. guizhouense

Aspe-Col F-01 T. asperellum
Asper-CR F-01 T. asperelloides
Guiz-CR F-01 I T. guizhouense

(Testigo) F-01 5

Ensayo invernadero. Se llevo a cabo con plantas de tomate de la variedad Montafia. Las
semillas fueron sembradas en sustrato Peat Moss (previamente esterilizado) en bandejas de
plastico negro con capacidad para 100 plantulas. La bandeja permaneci6 durante tres dias en
un cuarto oscuro, para inducir la germinacidn y posteriormente, se traslado al invernadero

durante 21 dias.

El suelo que se utilizo para la siembra de las plantas de tomate en macetas de 375 cm® de
volumen fue traido de la Finca Guadalupe, el cual fue esterilizado a una temperatura de 121°C
durante 60 minutos en una autoclave por dos dias consecutivos, para eliminar la mayoria de

organismos vivos. El transplante se realiz6 25 dias después de la siembra del almacigo.
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Inoculaciéon de los hongos. El inéculo de F. oxysporum se elabor6 licuando, durante tres
segundos, el contenido de 7 cajas Petri de cultivo puro de las cepas de F. oxysporum.
sembradas en PDA, y fue diluido en 1L de agua estéril. Seguidamente, con ayuda de una
pipeta Pasteur se extrajo una alicuota de la solucion previamente agitada y se realiz6 el conteo
de conidias utilizando un hematocitémetro y un microscopio de luz con magnificacion de
40X, para determinar la concentracion de conidias por mililitro, la cual fue de 5 x 10°

esporas/mL.

El suelo contenido en cada maceta fue inoculado con 100 ml del inéculo de F. oxysporum
tres dias antes del transplante, el que se mantuvo con una humedad constante en las macetas
para facilitar la colonizacion del patégeno. En el momento del transplante de las plantlas,
con una espatula, se realizaron 5 incisiones en el suelo cerca de las raices de las plantas

ocasionandose lesiones para facilitar la entrada al patégeno.

Al dia siguiente del transplante de las plantilas de tomate a las macetas, se llevaron a cabo
las inoculaciones de los tratamientos con 7richoderma spp., para lo cual se aplicaron 20 ml

de una suspension de 12 x 10° esporas/ml por maceta (Cuadro 2).

Diseiio experimental y analisis de datos. Se usé un disefio completamente ﬁl azar con tres
repeticiones por tratamiento (la unidad experimental fue de 5 plantas por repeticion), tanto
para la incidencia de la enfermedad, como para la altura y biomasa seca total. Los resultados
de altura y biomasa seca se sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA) y a una

comparacion de medias de Tukey (P<0.05), utilizando el programa estadistico Infostat
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version 6.12. Las variables que se evaluaron de acuerdo a escalas se analizaron por medio de
una prueba no paramétrica (Kruskal Wallis, P<0.05) utilizando el programa estadistico

Infostat version 6.12.

Las variables que fueron analizadas a los 68 dias después de sembradas las plantas (dds),

fueron las siguientes:

a) Numero de hojas
b) Porcentaje de clorosis en las hojas (Cuadro 2)

c) Porcentaje de hojas marchitas (Cuadro 2)

Cuadro 2. Escala modificada para la evaluacion del porcentaje de clorosis y marchitez en
las hojas de las plantas de tomate afectadas por Fusarium oxysporum (Marlatt et al. 1996)

Escala Porcentaje Intensidad de la enfermedad
(%)

No presentan sintomas.

10-25 Clorosis leve, marchitamiento de la planta en el 1/3
inferior

25-50 Clorosis moderada y marchitamiento de la planta en
los 2/3 inferior

50-80 Clorosis severa, marchitez de la planta en los 3/3

85-100  Muerte de la planta T
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RESULTADOS

De acuerdos con el cuadro 3, se puede observar que al tratar las plantas de tomate inoculadas
con Fusarium oxysporum, con los diferentes aislamientos de Trichoderma sp., se logré un
buen combate del patégeno, ya que se obtuvieron diferencias significativas (P<0.0001) en
la evaluacion de la incidencia de la enfermedad de acuerdo con los tratamientos evaluados,
es decir un 0% con los tratamientos que contenian 7. asperellum (Aspe-Col) y T.
asperelloides (Asper-CR), para los tratamientos con T. guizhouense fue de un 60% (Guiz-
USA) y un 40% para Guiz-CR, mientras que en el testigo la incidencia fue de un 93%.
Ademas, como se muestra en el cuadro 3 y figura 1, en cuanto a las variables clorosis y
marchitamiento, los mejores tratamientos fueron el Aspe-COL y el Asper-CR, mientras que,
el testigo obtuvo un porcentaje de entre un 50-80% (grado 3), ya que las plantas de tomate
mostraban un dafio severo.

Cuadro 3. Medianas de las variables evaluadas mediante escalas y porcentaje de incidencia de

plantas de tomate infectadas por Fusarium oxysporum tratadas con diferentes cepas de Trichoderma
sp. nativas e importadas

Clorosis y Incidencia™*

Tratamientos marchitez* (%)

©) (%)

GUIZ-USA 2bc (52,60) 60bc
ASPE-COL 0a (16,50) Oa
ASPER-CR 0a (16,50) Oa
GUIZ-CR 1b (37,47) 40b
Testigo 3¢ (66,93) 93¢

*Prueba no paramétrica Kruskal Wallis (P<0.0001), valores entre paréntesis de los rangos de la prueba. Escala
del porcentaje de clorosis y marchitez: 0= 0%, 1= 10-25%, 2= 25-50%, 3= 50-85% y 4= 85-100%. Escala del
grado de severidad: 0= sana, 1= dafio moderado, 2= dafio leve y 3= daiio severo.

** Letras diferentes indican diferencias significativas para Tukey (P<0.0001).
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Figura 1. Escala del porcentaje de clorosis y marchitez segtin los sintomas presentes en
plantas de tomate: 0= 0%, 1= 10-25%, 2= 25-50%, 3= 50-85% y 4= 85-100%.

Segtin los resultados obtenidos del numero de hojas por planta (Figura 2), se puede observar
que no hubo diferencias significativas entre tratamientos que contenian la misma especie de
Trichoderma, ya sea T. guizhouense, T. asperelloides o T. asperellum, pero si entre especies,
donde 7. asperelloides y T. asperellum tiene, en promedio, el mayor numero de hojas por
planta (Asper-CR con 26,3 y 24,6 para Aspe-Col). En el caso de la longitud de raiz (Figura
2), las plantas tratadas con la cepa nativa 7. asperelloides (Asper-CR) mostraron una
longitud de raiz significativamente mayor (promedio de 39,0 cm.) en comparacion con la
cepa de Colombia que obtuvo un 24,4 cm. de longitud. Ademas, las dos cepas de T.
guizhouense (Guiz-USA y Guiz-CR) obtuvieron en promedio 15,0 cm. de longitud de raiz,

lograndose observar diferencias significativas (P<0.0001) entre los tratamientos y el testigo.
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Figura 2. Promedio del nimero de hojas y la longitud de raiz de plantas de tomate infectadas
por Fusarium oxysporum tratadas con diferentes cepas de Trichoderma spp. nativas e
importadas. Letras diferentes indican diferencias significativas para Tukey (P<0.0001) entre
la variable analizada. Las barras verticales representan el error estandar.

Una variable de crecimiento evaluada fue la biomasa seca total por planta (Figura 3), donde
se observan diferencias significativas (P<0.0001) entre los tratamientos y el testigo. Los
mayores pesos secos se obtuvieron con los tratamientos que contenian 7. asperellum (Aspe-
Col) y T. asperelloides (Asper-CR) con 62,5 g y 68, 6 g en promedio, mientras que los
tratamientos Guiz-USA y Guiz-CR (7. guizhouense) presentaron en promedio 42,1 g y 50,

7 g y el testigo con el menor promedio de biomasa seca (21, 2 g).

Por otra parte, la variable altura (Figura 3) mostré que el tratamiento Asper-CR de T.

asperelloides (cepa nativa) obtuvo la mayor altura de las plantas con un promedio de 103,3
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cm, seguida por la cepa de Colombia (Aspe-Col) con un 92,6 cm. Los dos tratamientos con
T. guizhouense (Guiz-USA y Guiz-CR) mantuvieron en promedio alturas muy similares:
79,1 cm. y 77, 9 cm., mientras que las plantas testigos fueron las de menor tamafio, con un
promedio de 42,4 cm., evidenciando que si existen diferencias significativas (P<0.0001)
entre las plantas de tomate que son tratadas con las diferentes especies de Trichoderma

aunque éstas se encuentren infectadas por Fusarium oxysporum (Figura 3).

120,00 :
a8 Guiz-USA
| d u Aspe-Col
| 100,00 A
; 'E u Asper-CR
| © !
{ o | mGuiz-CR
| § 80,00 -
s = Testigo
5
| 2 60,00
-
C)
| © 40,00 -
.
| o
|
; 20,00 -
i i
| ' !
| Biomasa Altura

Variable

Figura 3. Promedio de la biomasa seca total y la altura de las plantas de tomate infectadas por
Fusarium oxysporum tratadas con diferentes cepas de Trichoderma sp. nativas € importadas. Letras
diferentes indican diferencias significativas para Tukey (P<0.0001) entre la variable analizada. Las
barras verticales representan el error estandar.
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DISCUSION

Trichoderma tiene varios mecanismos de combate biolégico. En el caso del mecanismo de
competicion, se ha demostrado que al inocular suelo con esporas de T. harzianum se suprime
la infeccion de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum y F. oxysporum f. sp. melonis, ya
que generalmente se consideran a las especies de Trichoderma competidores agresivos,
debido a su rapido crecimiento y colonizacién de sustratos, excluyendo a patdgenos como
Fusarium spp. (Ozbay y Newman 2004). En este ensayo al tratar las plantas de tomate
inoculadas con Fusarium oxysporum, con los diferentes aislamientos de Trichoderma sp.,
se logré un buen combate del patégeno, obteniéndose porcentajes de incidencia de la
enfermedad de 0% con los tratamientos que contenian 7. asperellum (Aspe-Col) y T.
asperelloides (Asper-CR). Asi mismo, al evaluar las variables de severidad como clorosis y

marchitamiento se demostr6 la ausencia de sintomas para estos dos tratamientos.

La estimulacion de crecimiento y los incrementos en productividad de cultivos asociados a
inoculaciones con Trichoderma se han observado en un amplio nimero de especies de
plantas. Trichoderma puede competir en la rizosfera con otros organismos por su propiedad
de establecer interaccion con la planta en tres niveles: 1) colonizar la rizosfera, el rizoplano
y tejidos internos de las raices, y puede ser luego encontrado en estructuras aéreas; 2)
competir directamente con microorganismos por toma de nutrientes y producir metabolitos
secundarios y 3) puede detoxificar los productos nocivos de otros microorganismos y del
ambiente (Hoyos 2011). Las plantas de tomate que se inocularon con las diferentes cepas

de Trichoderma mostraron un mejor desarrollo, ya que presentaron una cantidad de hojas
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significativamente mayor que el tratamiento testigo, se observod que los tratamientos que
contenian la misma especie de Trichoderma no se diferenciaron, pero si entre especies ya
sea T. harzianum, T. asperelloides o T. asperellum, donde T. asperellum y T. asperelloides

tienen, en promedio, el mayor namero de hojas por planta.

En el caso de la longitud de raiz, las plantas tratadas con la cepa nativa 7. asperelloides
(Asper-CR) mostraron una longitud de raiz significativamente mayor en comparacion con
los demas tratamientos. Es importante recalcar que ciertas especies de Trichoderma poseen
una estrecha asociacion con raices de plantas y son endo6fitos comunes en estas (Viterbo y
Chet 2006; Brotman et al. 2008; Hoyos 2011) logrando ser un agente eficiente de control
biolégico de hongos en rizosfera y/o estimulan el crecimiento de plantas por produccion de
metabolitos o solubilizacién de nutrientes (Woo et al. 2006). La inoculacion de las raices de
plantas con Trichoderma resulta en cambios en el desarrollo de las mismas, tales como raices
profundas y mas robustas y una mayor cantidad de raices secundarias, lo cual proporciona

una mayor area para absorcion de nutrtentes (Shoresh et al. 2010).

Las plantas de tomate tratadas con Trichoderma Spp. mostraron una mejor apariencia en el
desarrollo y vigor en comparacién con las plantas testigos. Se ha demostrado que las
aplicaciones de Trichoderma spp. llevan a incrementos en el contenido de peso seco, el
almidon, el azicar total y soluble y a reducir el contenido de aziicar en las hojas de diferentes
plantas (Adams y De-Lij 2007; Lamba et al. 2008, Shores y Harman 2008b; Shores et al.

2010). Por otra parte, Trichoderma sp. reduce la enfermedad causada por patogenos en el
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sitio de inoculacion al estimular la resistencia inducida localizada o sistémica, o segin la
inoculacion, la resistencia sistémica inducida mediada por las rutas de sefializacion del 4cido
jasmonico y el etileno (Shoresh et al. 2010, Hoyos 2011). Segin Vinale et al. (2008) la
induccion de resistencia por algunos aislamientos de Trichoderma sobre las plantas es
similar al elicitado por las rizobacterias, que aumentan el sistema de defensa pero no

involucra la produccion directa de proteinas relacionadas con la patogénesis.

De acuerdo con diferentes estudios, Trichoderma acelera el desarrollo de los tejidos
meristematicos primarios, los cuales aumentan el volumen, la altura, asi como el peso de la
planta (Moity 1982; Gonzalez et al. 1999; Gravel et al. 2007; Shoresh y Harman 2008 a, b).
Esto concuerda con los datos observados, pues en los diferentes tratamientos con las cepas de
Trichoderma, se incremento la altura de la planta y la biomasa producida. Este hongo secreta
fitohormonas como el 4cido indol acético que estimula la germinacion, el crecimiento y
desarrollo radicular, mejora la asimilacion de nutrientes, lo que influye en el crecimiento
vegetativo de cultivos como papa, tomate, maiz y cafetos (Windham et al. 1986; Cupull ef al.
2003; Harman et al. 2004a y b; Harman 2006; Gravel ef al. 2007; Vinale et al. 2008; Sanchez
2009). La inoculacion de plantas con Trichoderma sp. incrementa la absorcion de nutrientes
induciendo el crecimiento de las plantas, ya que cuenta con la habilidad de solubilizar una
amplia gama de nutrientes para las plantas, tales como fésforo y micronutrientes incluyendo

hierro, cobre, zinc y manganeso, haciéndolos disponibles para la planta (Shores et al. 2010).

En conclusion, se demostré que las diferentes especies de Trichoderma utilizadas para el

combate biologico de Fusarium oxysporum en plantas de tomate ejercen una buena respuesta
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bioldgica directa al mejorar el vigor y robustez de las plantas, e indirecta porque se disminuye
la infeccién por este fitopatogeno. Sin embargo, es importante retomar que algunas especies

de Trichoderma pueden ser mejores controladores biologicos que otras.
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CAPITULO IV

DETERMINACION DE LA EFICACIA DEL BIOCONTROL DE CEPAS NATIVAS
E IMPORTADAS DE TRICHODERMA SPP. SOBRE FUSARIUM OXYSPORUM EN
EL CULTIVO DE TOMATE A NIVEL DE CAMPO

RESUMEN

El objetivo del ensayo fue determinar la efectividad de aislamientos de cepas nativas e
importadas de Trichoderma spp. para el combate de Fusarium oxysporum en el cultivo de
tomate a nivel de campo. El ensayo se llevd a cabo en la Finca Guadalupe ubicada en Birrisito
de Cartago. Los aislamientos de hongos utilizados en este estudio fueron dos cepas de T.
guizhouense (Guiz-USA y Guiz-CR), T. asperellum (Aspe-Col) y T. asperelloides (Asper-
CR). Inmediatamente después de la siembra se realiz6 la primera inoculacion. Para esto, se
diluyé 500 mL de una suspension de esporas de Trichoderma spp. (12x10° esporas/mL) en
17,5 L, aplicandose 4 L de agua/m?. Estas se repitieron cada 15 dias durante el primer mes y
luego una vez al mes por los dos meses siguientes. De acuerdo al muestreo realizado a los 68
dds. en la variable de nimero de hojas, se destaca el tratamiento Asper-CR con un promedio
de 106 hojas como el mejor. En cuanto a la longitud de raiz, la misma Asper-CR obtuvo un
promedio de 75 cm. Al evaluar la incidencia de la enfermedad se observé que fue menor en
los tratamientos con 7. asperellum: Aspe-Col (17.5%) y el T. asperelloides: Asper-CR
(20%). En cuanto a la clorosis y marchitez, los tratamientos Aspe-Col y Asper-CR
presentaron una mediana de 0, significando-en la escala de evaluacion, plantas sanas. Por
ultimo, se evalud la biomasa seca total por planta. Los mayores pesos secos se obtuvieron
con los tratamientos Aspe-Col (192,6 g) y Asper-CR (187,4g). El tratamiento Asper-CR (T.
asperelloides) y el Guiz-CR (7. guizhouense) obtuvieron en promedio las mayores alturas
por planta. En conclusién, se evidencia el efecto biocontrolador que tienen algunos
aislamientos de Trichoderma para combatir a Fusarium oxysporum; asi como mejorar el

crecimiento y vigor de las plantas.
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ABSTRACT

The effectiveness of Trichoderma spp. isolates obtained from native and imported strains to
control Fusarium oxysporum in tomato plants was evaluated under field conditions. The trial
was carried out at Guadalupe farm, located in Birrisito, Cartago province, Costa Rica. Isolates
of T. guizhouense (Guiz-USA and Guiz-CR) and 7. asperellum (Aspe-Col) and T.
asperelloides (Asper-CR) were used for this study. Immediately after transplant, 500 mL of
a 12 x 10” spores mL"! suspension of Trichoderma spp. was diluted in 17,5 L of water and
this 4 L was applied to a square meter. Inoculations were done biweekly during the first
month and once per month the following two months. After 68 days, plants under Asper-CR
treatment showed the highest leaf production (average of 106 leaves) and root length (average
of 75 cm). Treatments Aspe-Col and Asper-CR showed the lowest pathogen incidence
(17.5% and 20%, respectively). The effects of chlorosis, wilting and severity of infection on
treatments Aspe-Col and Asper-CR showed a median equal to zero, meaning healthy plants.
Finally, dry biomass per plant was higher for plants under treatments Aspe-Col (192.6 g) and
Asper-CR (187.4 g). Plants under treatments Asper-CR y Guiz-CR obtained in average the
highest height. In conclusion, it is noticeable the effect as biological control agent of
some Trichoderma strains against Fusarium oxysporum, while improving plant vigor and

growth.
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INTRODUCCION

Fusarium oxysporum es una especie de hongo cosmopolita que habita tanto el suelo como la
rizosfera que incluye cepas no patégenas como patégenas. El hongo puede sobrevivir en el
suelo por largos periodos de tiempo a través de la produccion de clamidosporas (Leslie y
Summerell 2006). Las especies fitopatdgenas causan traqueomicosis (marchitez por
Fusarium) o pudre de raiz y talluelo en un gran nimero de especies de plantas de importancia

econémica (Beckman 1987; Marzano et al. 2013).

Los métodos mas efectivos para el combate de la enfermedad causada por F. oxysporum es
el uso de cultivares resistentes (Fravel ef al. 2003). Sin embargo, es posible, por mutaciones
espontineas al azar o parasexualidad, que emerjan nuevas razas del patégeno, las cuales
superan la resistencia del hospedero (Cai et al. 2003). Algunos fungicidas sistémicos podrian
combatir la enfermedad, pero solo parcialmente (Amini y Sidovich 2010). Los fumigantes
de suelo son efectivos en la erradicacion del indculo residente pero tienen costos muy
elevados en lo concerniente a la seguridad humana y el medio ambiente. La rotacion de
cultivos puede lograr el mismo resultado, pero el método no es econémicamente rentable,

donde la agricultura es intensiva y altamente especializada (Scott ef al. 2012).

El combate biologico con el antagonista Trichoderma spp. ha demostrado ser una alternativa
al combate quimico de diversos patégenos de plantas (Harman et al. 2004b). En particular,
se ha encontrado que algunas especies de Trichoderma son efectivas en el combate de
enfermedades de corona y pudre de raiz en muchos cultivos (Verma et al. 2007). Sin

embargo, se ha encontrado que el nivel de combate de diversas cepas de Trichoderma spp.
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sobre F. oxysporum es inadecuado o inconsistente (Nel et al. 2006). Se conoce que, en
particular, una cepa de Trichoderma, puede ser diferencialmente efectiva contra diversos
fitopatogenos (Harman er al. 1989). Ademas, Howel (2003) explica que Trichoderma
presenta una variedad de mecanismos de accion que podrian jugar de diferentes maneras

cuando interaccionan con los patogenos y con la planta.

El objetivo del presente trabajo fue determinar la efectividad de aislamientos de cepas nativas
e importadas de Trichoderma spp. para el combate de Fusarium oxysporum en el cultivo de

tomate a nivel de campo.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion. El ensayo se llevé a cabo en la Finca Guadalupe ubicada en Birrisito de Cartago,
la cual consta de aproximadamente 2,80 hectareas cultivadas con tomate de la variedad
Montaiia y segun el historial de la finca ha presentado durante muchos afios problemas con

Fusarium oxysporum.

Cepas de hongos. Los aislamientos de hongos utilizados en este estudio fueron de productos
comerciales preparados con diferentes cepas de Trichoderma spp. En el caso de las cepas de
T. guizhouense una es proveniente de Estados Unidos (Guiz-USA) y la otra es una cepa nativa
de la Universidad de Costa Rica (Guiz-CR), la cepa de T. asperellum provenia de un producto
comercial de Colombia (Aspe-Col); y segunda cepa nativa es T. asperelloides perteneciente

a la Universidad de Costa Rica (Asper-CR).
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Prueba a nivel de campo. Al inicio del ensayo se cuantifico la concentracion del patdgeno
con un muestreo previo a la preparacion del terreno para la siembra de las plantulas de tomate.
Posterior a la preparacion del suelo, se marcaron lotes al azar de un area aproximada de 5x5
m? donde se realizaron los diferentes tratamientos con las cepas de Trichoderma spp., por lo

que se contd con 5 repeticiones por tratamiento (Cuadro 1).

Cuadro 1. Tratamientos con Trichoderma spp. que fueron evaluados en el cultivo de tomate
para determinar su efecto sobre el patégeno Fusarium oxysporum

Tratamiento Fusarium oxysporum Trichoderma spp.

(12x1 0’ esporas/mL)

Guiz-USA T. guizhouense
Aspe-Col F-01 T. asperellum
Asper-CR F-01 T. asperelloides
Guiz-CR F-01 T. guizhouense

(Testigo) F-01 -

El almacigo de las plantas de tomate con semillas de la variedad Montaiia, se prepard en
bandejas de plastico negro con capacidad para 100 plantulas, se utilizé como sustrato Peat
Moss previamente esterilizado. Las bandejas permanecieron durante tres dias én un cuarto
oscuro, para inducir la germinacion y después de 15 dias, se trasladaron al campo, donde las

plantulas se sembraron a una distancia de 0,5 m entre plantas y 1,20 m entre hileras.
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Inoculacién del antagonista. La primera aplicacion de Trichoderma spp. se realizod
inmediatamente después de la siembra. Para esto, se diluyé 500 mL de una suspension de
12x10° esporas/mL, en 17,5 L de agua y se aplico a cada lote de cada tratamiento (4 L/lote
aproximadamente), utilizando el método convencional de aplicacién con bomba de espalda
de 18 L, dirigido al sistema radical haciendo un cubrimiento del suelo alrededor de las plantas
de tomate. Las aplicaciones se repitieron cada 15 dias durante el primer mes y luego una vez
al mes por los dos meses siguientes del cultivo segiin cada tratamiento. Los muestreos se
realizaron cada 15 dias después del inicio de las aplicaciones de los diferentes tratamientos,
se tomaron 10 plantas de tomate con un patrén de muestreo en zig-zag por tratamiento, para
evaluar el progreso en el combate de Fusarium spp. determinandose severidad (Cuadro 2) e

incidencia de la enfermedad.

Por otra parte, a los 68 dias después de la siembra (dds) se tomd una muestra de 40 plantas
de tomate con un patron de muestreo en zig-zag por tratamiento. Las variables evaluadas
fueron las siguientes:

a) Nuamero de hojas

b) Porcentaje de clorosis en las hojas (Cuadro 3)

c) Porcentaje de hojas marchitas (Cuadro 3)
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Cuadro 2. Escala modificada para la evaluacion de la severidad mediante el porcentaje de

clorosis y marchitez en las hojas de las plantas de tomate afectadas por Fusarium oxysporum
(Marlatt et al. 1996)

Escala  Porcentaje Intensidad de la enfermedad
(%)

No presentan sintomas.

10-25 Clorosis leve, marchitamiento de la planta en el 1/3
inferior
25-50 Clorosis moderada y marchitamiento de la planta en

los 2/3 inferior
50-80 Clorosis severa, marchitez de la planta en los 3/3

85-100 Muerte de la planta

Diseio experimental y analisis de datos. Se utilizo un disefio de bloques completos al azar
(BCA), tanto para determinar la incidencia de la enfermedad, la altura y biomasa seca total.
Los datos se analizaron mediante un anélisis de varianza (ANOVA) y una comparacion de

medias de Tukey (P<0.05), utilizando el programa estadistico Infostat version 6.12.

Las variables que se evaluaron de acuerdo a escalas se analizaron por medio de una prueba
no paramétrica (Kruskal Wallis, P<0.05) utilizando el programa estadistico Infostat version

6.12.
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RESULTADOS

En el muestreo previo se encontré una concentracion de 2 x 107 UFC/ mL del patégeno
Fusarium oxysporum. Segin los resultados obtenidos en los muestreos realizados
periodicamente, se observo que la incidencia aumento con el tiempo (Figura 1); sin embargo,
a los 60 dias, dos de los tratamientos se mantuvieron por encima del 50% y otros dos
permanecieron por debajo de ese porcentaje. Los tratamientos con 7. asperellum (Aspe-Col)
y T. asperelloides (Asper-CR) fueron los mejores con un 30% y un 20% respectivamente,

mientras que el tratamiento testigo alcanzo6 un 81% de incidencia.

Por otra parte, a los 68 dds (Figura 1) al evaluar la incidencia de la enfermedad causada por
F. oxysporum en plantas de tomate tratadas con diferentes cepas de Trichoderma sp., se
observa una menor incidencia en los tratamientos con 7. asperellum, Aspe-Col conun 17.5%
y T. asperelloides (Asper-CR) con un 20%; mientras que los tratamientos con 7. guizhouense,
Guiz-CR y Guiz-USA presentaron un 32,5% y un 67,5% respectivamente. La mayor
incidencia fue en el tratamiento testigo con un 75%. Por lo tanto, se puede decir que el
combate biolégico fue bastante efectivo, ya que entre los tratamientos aplicados con
Trichoderma sp. se observaron diferencias significativas (P<0.0001) en el porcentaje de
incidencia de la enfermedad y que podriamos tener una buena alternativa de manejo de F.

oxysporum en plantaciones de tomate, con los tratamientos Aspe-Col y Asper-CR.



77

—— Guiz-USA — = Aspe-Col —&— Asper-CR —<—Guiz-CR Testigo

120 4

100

80

(%)

I-n_(.:i‘aéncia dé fa Eﬁfermedad

Tiempo (Dias) :

Figura 1. Promedio del porcentaje de incidencia de plantas de tomate infectadas por Fusarium
oxysporum a nivel de campo tratadas con diferentes cepas de Trichoderma sp.

*Las barras verticales representan el error estindar. Letras diferentes indican diferencias significativas para Tukey P=0.035
apticadas solo a los 68 dds.

Al evaluar la severidad en plantas de tomate que fueron tratadas con las diferentes cepas de
Trichoderma sp. ya sean nativas o importadas (Figura 2) se obtuvieron diferencias
significativas entre tratamientos, observandose en la mayoria, que los dafios fueron leves
presentando clorosis leve, marchitamiento de la planta en el 1/3 inferior, incluso a los 60 dias
a excepcion de los tratamientos Guiz-USA que presentdé una mediana grado 2 (dafio

moderado), y el testigo, con una mediana grado 3 (dafio severo) donde no existen diferencias

entre ellas.
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Figura 2. Medianas del grado de severidad de plantas de tomate infectadas por Fusarium oxysporum
a nivel de campo tratadas con diferentes cepas de Trichoderma sp.

*Las barras verticales representan el error estindar. Letras diferentes indican diferencias significativas para prueba no
paramétrica (Kruskal Wallis. P<0.05) solo a los 68 dds.

En cuanto a la clorosis y marchitez a los 68 dds. (Figura 2 y 3) los tratamientos que
presentaron un grado de 0,2 de acuerdo a la escala, lo cual significa plantas sanas, fueron los
tratados con 7. asperellum (Aspe-Col) y T. asperelloides (Asper-CR). Para el caso de los
tratamientos con 7. guizhouense las plantas mostraron, para el tratamiento Guiz-USA con
grado 2 (25-50%), mientras que, las plantas en el tratamiento Guiz-CR mostraron clorosis y
marchitez entre un 10% y un 25%. Finalmente, en el testigo el dafio fue severo, se observé

entre un 85% y un 100% (grado 4).
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Figura 3. Plantas de tomate afectadas por el patégeno Fusarium oxysporum a los 68 dds.

Escala del porcentaje de clorosis y marchitez: A= 0%, B= 10-25%, C= 25-50%, D= 50-85% y E= 85-100%. Escala del
grado de severidad: A= sana, B= dafio moderado, C= dafio leve y Dy E= dafio severo.

Al evaluar las diferentes variables en cada uno de los tratamientos a los 68 dds. se observaron
diferencias significativas (P<0.0001), en el nimero de hojas, destacandose el tratamiento
Asper-CR como el mejor, con un promedio de 106.3 hojas, mientras que, los demas
obtuvieron 24.8 Guiz-CR; 49.8 Aspe-Col; 51,3 Guiz-CR y el testigo con la menor cantidad
de hojas por planta (promedio 21). En cuanto a la variable longitud de raiz (Figura 4), se
obtuvo la mayor longitud radical con el tratamiento Asper-CR con un promedio de 75 cm,
mientras que los demas tratamientos obtuvieron 30 cm Guiz-CR, 36 cm Guiz-USA y 41 cm

Aspe-Col y el testigo 23 cm de longitud de raiz en promedio.
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Figura 4. Promedio del numero de hojas y longitud de raiz de plantas de tomate infectadas por
Fusarium oxysporum tratadas con diferentes cepas de Trichoderma sp.

*Letras diferentes indican diferencias significativas para Tukey P=0.05. Las barras verticales representan el error estandar.

Por ultimo, se evalué la biomasa seca total por planta (Figura 5), donde se observan
diferencias significativas (P<0.0001) entre los tratamientos y el testigo. Los mayores pesos
secos se obtuvieron con los tratamientos que contenian 7. asperellum (Aspe-Col) y T.
asperelloides (Asper-CR) con 192,6 gy 187,4 g en promedio, mientras que los tratamientos
Guiz-USA y Guiz-CR (7. guizhouense) presentaron en promedio 1248 g y 151,9 g y el
testigo con el menor promedio de biomasa seca (108,5 g). Por otra parte, la variable altura
(Figura 5) mostré que el tratamiento Asper-CR de T. asperelloides obtuvo la mayor altura
de las plantas en comparacion con los demas tratamientos y el testigo, eviden(;iando que si
existen diferencias significativas (P<0.0001) entre las plantas de tomate que son tratadas con
las diferentes especies de Trichoderma aunque €stas se encuentren infectadas por Fusarium

oxysporum (Figura 4). Las plantas de tomate de los diferentes tratamientos mostraron, en su
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mayoria, una mejor apariencia en el desarrollo y vigor en comparacion con las plantas

testigos.
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M Aspe-Col |

= 200 W Asper-CR

s b GieicR

'g m Guiz-
;:n 150 « Testigo |
£ f
o .
| 8 .
| i I
o 100 :
2 |
& I
K4 .
50
0 .
Biomasa Total Altura
Variable

Figura 5. Promedio de la biomasa seca total y la altura de las plantas de tomate infectadas por
Fusarium oxysporum tratadas con diferentes cepas de Trichoderma sp.

*Letras diferentes indican diferencias significativas para Tukey P=0.05. segiin cada variable evaluada. Las barras verticales
representan el error estandar.

DISCUSION

Al realizar los ensayos de campo, se pueden presentar limitaciones propias de los sistemas
biologicos, pues al basarse en la aparicion aleatoria de la enfermedad, es necesgrio acudir a
los antecedentes de incidencia de la enfermedad en el area de estudio (uniformidad o
dispersion, incidencia, severidad, tipos de sintomas en el hospedante), por lo que se realizan

los muestreos para determinar la concentracion del patégeno Fusarium oxysporum.
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El empleo de algunos microorganismos para el biocontrol de enfermedades, como el caso de
Trichoderma, no solo tiene accién sobre los patdgenos; sino que, proporcionen efectos
benéficos sobre el crecimiento y desarrollo de la planta, lo cual, en Gltima instancia, reduce
los efectos de la enfermedad. Al realizar inoculaciones de Trichoderma spp. en el cultivo de
tomate se corrobord, a través del tiempo, que la incidencia y la severidad de la enfermedad
ocasionada por F. oxysporum se logré mantener en niveles bajos, menores al 50% (Figuras
1 y 2). En el caso del tratamiento testigo, las plantas presentaron una sintomatologia que
varid desde un leve amarillamiento a clorosis y marchitamiento muy severo pasando por
necrosis interna y en algunos casos, ocasiond la muerte, lo cual es similar con los resultados
obtenidos por Marlatt et al. (1996), quienes describen los sintomas como amarillamiento y

marchitamiento, obstruccion de tejido vascular y posteriormente la muerte de la planta.

Estos resultados nos permiten decir que las diferentes cepas de Trichoderma sp. pueden
considerarse una alternativa para el combate de F. oxysporum. Se ha demostrado que algunos
aislamientos de Trichoderma spp. reducen la enfermedad causada por patégenos en el sitio
de inoculacion (resistencia inducida, localizada, sistémica) o segin la inoculacion
(resistencia sistémica inducida) (Hoyos 2011; Dean et al. 2012), ya que induce la activacion
en la planta de genes relacionados con estrés bidtico o abidtico (Al-fano et al. 2007). Segin
Vinale et al. (2008), la induccion de resistencia por algunos aislamientos de Trichoderma es
similar al elicitado por las rizobacterias, que aumentan el sistema de defensa pero no

involucra la produccion directa de proteinas relacionadas con la patogénesis.
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Ademas, al evaluar las diferentes variables de respuesta de la planta a los 68 dds. los
resultados demuestran que hay un mejor desarrollo de las plantas en la mayoria de los
tratamientos (Figura 4), ya que presentan una mayor cantidad de hojas en comparacion con
el tratamiento testigo. En cuanto a la longitud de raiz, las plantas en la mayoria de los
tratamientos mostraron un mejor desarrollo foliar que radical, a excepcion del tratamiento
Guiz-USA (T. guizhouense); mientras que el tratamiento Guiz-CR (7. guizhouense) no
mostr6 diferencias con el testigo. Ciertas especies de Trichoderma poseen una estrecha
asociacion con las raices de las plantas o son endo6fitos comunes de estas (Sette et al. 2006;
Manesh et al. 2006; Hoyos et al. 2009), por lo tanto, son consideradas agentes eficientes de
combate biologico de hongos en la rizosfera y/o estimulan el crecimiento de plantas por la
produccion de metabolitos o solubilizacion de nutrientes (Woo ef al. 2006, Hoyos 2011;

Salazar et al. 2011).

La estimulacion de crecimiento y los incrementos en productividad de cultivos asociados a
inoculaciones con Trichoderma se han observado en un amplio nimero de especies de plantas
como clavel, rabanos, tomate, lechuga, maiz y frijol, entre otros (Gravel et al. 2007; De Souza
et al. 2008; Hoyos et al. 2009; Gwan y Knudsen 2013, Gupta et al. 2014b). Se ha encontrado
que aislamientos de Trichoderma contribuyen al crecimiento longitudinal de las raices de
maiz y algunos pastos, haciendo que estos cultivos sean mas resistentes a‘lla sequia y
enfermedades, ademas, se ha observado que en el caso del maiz, requiere un 40% menos de
fertilizantes nitrogenados con relacion a las plantas que no estan inoculadas (testigo)

(Harman 2000; 2004b).
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En los resultados de biomasa seca total y altura de las plantas de tomate, se obtuvo como
mejores tratamientos los de 7. asperellum (Aspe-Col) y T. asperelloides (Asper-CR),
aunque en la variable altura la mayoria de los tratamientos estuvieron muy similares en
tamaiio. Se ha demostrado que las aplicaciones de Trichoderma spp. llevan a incrementos
en el contenido de peso seco, el almiddn, el azicar total y soluble y a reducir el contenido
de azicares solubles en las hojas de diferentes plantas (Adams y De-Lij 2007; Lamba et al.

2008, Shoresh y Harman 2008 a y b; Shoresh et al. 2010).

Varios estudios han demostrado que diversas cepas de T. harzianum presentan la habilidad
de promover el crecimiento de las plantas, a través del incremento en la absorcion de
nutrientes, estimulando los factores de crecimiento tales como IAA y GAj3y disminuyendo
los niveles de etileno debido a la colonizacion de la raiz (Harman 2011; Chowdappa et al.
2013). El incrementar los niveles de IAA y GA3 es un mecanismo directo por el cual los
agentes biocontroladores promueven el crecimiento de las raices y el tallo y el area foliar en

plantas de tomate (Chowdappa et al. 2013).

Por otra parte, se esperaba que las cepas de Trichoderma sp. aisladas de Costa Rica ejercieran
un mejor combate del patégeno F. oxysporum, ya que dichas especies se encuentran
ampliamente distribuidas y en la mayoria de suelos su concentracion es abundante, sin
embargo, podemos ver que en este estudio 7. asperelloides (Asper-CR) mostré mejores
resultados de combate lo cual podria estar relacionado con mayor especificidad con el
hospedero y las condiciones del sitio de cultivo favorecieron su adaptacion como es el caso

en las diferencias de las cepas de T. guizhouense nativa e importada. Ademas, hay estudios
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que reportan que 7. asperelloides y T. harzianum presentan tolerancia a los agroquimicos y
especificamente a fungicidas como el Captan, sin afectar los parametros de actividad
biolégica como el crecimiento y el parasitismo contra Fusarium spp. (Chaparro et al. 2011),
lo cual fue beneficioso para el cultivo de tomate en donde se realizo este estudio, porque se
realizan siembras constantes sin rotacion de cultivos con una amplia aplicacion de
agroquimicos. Segun Gupta et al. (2014a) T. asperelloides suprime la generacion de oxido
nitrico elicitado por el patdogeno necrotrofico F. oxysporum en las raices de Arabidopsis,

evitando de esta forma el desarrollo de la enfermedad.

En conclusion, los microorganismos benéficos como es el caso Trichoderma spp. puedan
convertirse en una verdadera alternativa al uso de agroquimicos en plantaciones de tomates
para combatir enfermedades como la marchitez ocasionada por F. oxysporum; pero ademas,

que contribuyan con la defensa general y que mejoren la absorcion de nutrientes de la planta.
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DISCUSION GENERAL

Para la realizacion de los diferentes ensayos se aislaron cepas de Trichoderma spp.
provenientes de productos comerciales importados en el pais, los cuales cuentan con los
registros otorgados por el Ministerio de Agricultura y Ganaderia para ser utilizados en varios
cultivos. El primer producto, indica que contiene una mezcla de 7. koningii y T. harzianum.
Por lo anterior, se realizaron aislamientos con el fin de corroborar la presencia de ambas
especies de Trichoderma, sin embargo, solamente se logré aislar una cepa, que de acuerdo a
la caracterizacion morfoldgica y la identificacion molecular se determiné que es T.
guizhouense (Guiz-CR). En cuanto al segundo producto comercial importado (Aspe-Col),
proveniente de Colombia, el cual si esta registrado como fungicida microbioldgico, presenta
como contenido a 7. lignorum. Al realizarse el aislamiento del hongo para su caracterizacion

morfoldgica y analisis molecular se identificé como Trichoderma asperellum.

De acuerdo a la caracterizacion morfolégica mencionada anteriormente, las cepas nativas
corresponden a 7. asperelloides (Asper-CR) la cual fue aislada de muestras de suelo
colectadas de areas boscosas de San Carlos y 7. guizhouense (Guiz-CR), de areas en barbecho
en Cartago, las cuales pertenecen al Laboratorio de Microbiologia Agricola de la Universidad

de Costa Rica. El patdgeno fue identificado como Fusarium oxysporum.

Al realizarse la confrontacion in vitro de las diferentes cepas aisladas de productos
comerciales importados (Guiz-CR y Aspe-Col) y nativas (Asper-CR y Guiz-CR) de

Trichoderma frente al patdgeno Fusarium oxysporum, éstas presentaron radios de
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crecimiento (RCA) superiores al patégeno (RCP). Segin los resultados obtenidos existen
diferencias significativas (P<0.0001) entre las cepas de Trichoderma nativas y las importadas
frente al patégeno Fusarium oxysporum, el mayor antagonismo corresponde a las cepas

Aspe-Col (7. asperellum) y Asper-CR (T asperelloides).

De acuerdo con los resultados del porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR), la
mayoria de los tratamientos lograron superar el 50% de inhibicion del crecimiento radial del
patégeno F. oxysporum (Capitulo I, Figura 4), por lo tanto, existen diferencias en la
capacidad antagénica de las diferentes especies de Trichoderma, ya que las cepas de 7.
asperellum y T. asperelloides mostraron ser mas efectivas en el combate de Fusarium
oxysporum, independiente de su procedencia. Aunque 7. guizhouense es menos efectiva, la
cepa nativa presenta mas eficacia que la importada. El antagonismo de las cepas de
Trichoderma spp. puede deberse a que liberan metabolitos secundarios, volétiles y no
volatiles, que producen un efecto de antibiosis (Cardoza et al. 2005; Webster y Weber 2007;

Shoresh et al. 2010).

A nivel de invernadero, al inocular con las diferentes cepas de Trichoderma spp. las plantas
infectadas con Fusarium oxysporum, se observé un mejor desarrollo de las plantas, ya que
presentaron una mayor cantidad de hojas que el tratamiento testigo. Los tratéimientos que
contenian la misma especie de Trichoderma no se diferenciaron, pero si entre especies, donde
T. asperellum y T. asperelloides tienen, en promedio, el mayor niimero de hojas por planta,
al igual que una mayor longitud de raiz. Es importante recalcar que ciertas especies de

Trichoderma poseen una estrecha asociacion con raices de plantas y son endéfitos comunes
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en estas (Viterbo y Chet 2006; Brotman et al. 2008; Hoyos 2011) logrando ser un agente
eficiente de control biologico de hongos en rizosfera y/o estimulan el crecimiento de plantas
por medio de la produccion de metabolitos o solubilizacion de nutrientes (Woo et al. 2006).
La inoculacion de las raices de plantas con Trichoderma resulta en cambios en el desarrollo,
tales como raices profundas y mas robustas y una mayor cantidad de raices secundarias, lo

cual proporciona una mayor area para absorcion de nutrientes (Shoresh et al. 2010).

Los porcentajes de incidencia de la enfermedad obtenidos fueron de 0,2% con los
tratamientos que contenian 7. asperellum (Aspe-Col) y T. asperelloides (Asper-CR). En
cuanto a las variables de porcentaje de clorosis y marchitez (0%) y la severidad de la
enfermedad (grado 0) (Capitulo 11, Cuadro 3 y Figura 2) los tratamientos Aspe-Col y el
Asper-CR fueron los mejores. Trichoderma tiene varios mecanismos de combate biologico.
En el caso del mecanismo de competicion, se ha demostrado que al inocular suelo con esporas
de T. harzianum se suprime la infestacion de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum y F.
oxysporum f. sp. melonis, ya que generalmente se consideran a las especies de Trichoderma
competidores agresivos, debido a su rapido crecimiento y colonizacion de sustratos,

excluyendo a patogenos como Fusarium spp.

La biomasa seca total por planta y la altura (Capitulo 11, Figura 3) mostraron los mayores
promedios en los tratamientos con T. asperelloides y T. asperellum, siendo el tratamiento
con Asper-CR (cepa nativa) el mas elevado. En cuanto a los tratamientos con 7. guizhouense
los resultados son un poco més del doble que los obtenidos con los testigos. Las plantas de

tomate mostraron una mejor apariencia en el desarrollo y vigor en comparacion con las
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plantas testigos. Se ha demostrado que las aplicaciones de Trichoderma spp. llevan a
incrementos en el contenido de peso seco, el almiddn, el azicar total y soluble y a reducir el
contenido de azicar en las hojas de diferentes plantas (Adams y De-Lij 2007; Lamba et al.

2008, Shores y Harman 2008a y b; Shores ef al. 2010).

Al realizar los ensayos de campo, se pueden presentar limitaciones propias de los sistemas
biologicos, pues al basarse en la aparicion aleatoria de la enfermedad, es necesario acudir a los
antecedentes de incidencia de la enfermedad en el area de estudio (uniformidad o dispersion,
incidencia, severidad, tipos de sintomas en el hospedante), por lo que se realizan los muestreos
para determinar la concentracion del patdégeno Fusarium oxysporum. Segin los resultados
obtenidos a los 68 dias después de sembrado el cultivo de tomate en campo, al evaluar las
diferentes variables como el nimero de hojas (Capitulo 111, Figura 3) se muestra un mejor
desarrollo de las plantas cuando estas son tratadas con Trichoderma spp., ya que presentan un
nimero significativamente mayor de hojas (P<0.0001) en comparaciéon con el tratamiento
testigo. Se destacan el tratamiento Asper-CR (7. asperelloides) con un promedio de 106 hojas
como el mejor y el testigo con la menor cantidad (promedio 21). En cuanto a la variable de
longitud de raiz, los mejores resultados se obtuvieron con la cepa nativa de T. asperelloides
(Asper-CR) con un promedio de 75 cm. de longitud de raiz. Ciertas especies de Trichoderma
poseen una estrecha asociacion con las raices de las plantas o son endéﬁtos-comunes de estas
(Sette et al. 2006; Manesh et al. 2006; Hoyos et al. 2009), por lo tanto, son consideradas
agentes eficientes de control biolégico de hongos en la rizosfera y/o estimulan el crecimiento
de plantas por la produccion de metabolitos o solubilizacion de nutrientes (Woo et al. 2006,

Hoyos 2011; Salazar et al. 2011).
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Por otra parte, se esperaba que las cepas de Trichoderma sp. aisladas de Costa Rica ejercieran
un mejor combate del patégeno F. oxysporum, ya que dichas especies se encuentran
ampliamente distribuidas y en la mayoria de suelos su concentracion es abundante, sin
embargo, podemos ver que en este estudio 7. asperelloides (Asper-CR) mostré6 mejores
resultados de combate lo cual podria estar relacionado con mayor especificidad con el
hospedero y las condiciones del sitio de cultivo favorecieron su adaptacion como es el caso
en las diferencias de las cepas de T. guizhouense nativa e importada. Ademas, hay estudios
que reportan que 7. asperelloides y T. harzianum presentan tolerancia a los agroquimicos y
especificamente a fungicidas como el Captan, sin afectar los parametros de actividad
bioldgica como el crecimiento y el parasitismo contra Fusarium spp. (Chaparro et al. 2011),
lo cual fue beneficioso para el cultivo de tomate en donde se realiz6 este estudio, porque se
realizan siembras constantes sin rotacién de cultivos con una amplia aplicacion de
agroquimicos. Segin Gupta et al. (2014a) T. asperelloides suprime la generacion de 6xido
nitrico elicitado por el patégeno necrotrofico F. oxysporum en las raices de Arabidopsis,

evitando de esta forma el desarrollo de la enfermedad.

Durante los tltimos 10 afios, se han licenciado en todo el mundo mas de 80 productos para
regulacion biologica de enfermedades de plantas, un porcentaje grande de estos han sido
desarrollados para cultivos de invernadero. Los productos formulados como las especies de
Trichoderma son, en su mayoria, para regulacion de patogenos del suelo y para enfermedades
foliares primarias. Y si bien la oferta y el uso de productos de regulacion biologica esta

aumentando, todavia representan solamente cerca del 1% de las ventas de insumos agricolas

(Hoyos 2011).
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En conclusion, a nivel in vitro se encontraron diferencias morfologicas y genéticas entre las
cepas nativas de Costa Rica y las importadas en productos comerciales para el hongo
Trichoderma spp. Las pruebas in vitro indican que hay diferencias en la capacidad antagénica
frente al patogeno Fusarium oxysporum, siendo mejor T. asperelloides y T. asperellum. En
el ensayo de invernadero se demostrd que las diferentes especies de Trichoderma utilizadas
para el combate bioldgico de Fusarium oxysporum en plantas de tomate ejercen una buena
respuesta biologica indirecta al mejorar el vigor y robustez de las plantas, y directa al
disminuir la infeccion por este fitopatogeno. A nivel de campo logré corroborar la efectividad
como biocontrolador que tienen algunos aislamientos de Trichoderma para combatir

Fusarium oxysporum.
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