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RESUMEN

Los fungicidas utilizados para el control de enfermedades causan problemas de
contaminacion al ambiente y en algunos casos dafio a la biota del suelo, incluyendo
microorganismos benéficos, por tal motivo se deben utilizar métodos alternativos,
siendo uno de estos el control biolégico. Trichoderma spp. es un hongo que se
encuentra en diferentes zonas como habitante natural del suelo, siendo uno de los
antagonistas mas exitosos para el manejo de fitopatdégenos en el suelo, debido a
gue presenta diversos mecanismos de accion, como son: antibiosis,
micoparasitismo, competencia, estimulacién del crecimiento vegetal y la induccion
de resistencia sistémica. La utilizacion combinada de fungicidas a la dosis minima
recomendada por el fabricante y el uso de aislados de Trichoderma spp. tolerantes
a los fungicidas es una estrategia sostenible, por tal motivo en el presente estudio
se plante6 el objetivo de evaluar la sensibilidad in vitro de cinco aislados de
Trichoderma spp. a fungicidas, donde se utilizaron cinco aislados monospéricos de
Trichoderma spp.: T. asperellum (Cut-B y TFR3), T. tomentosum (SS1), T. barbatum
(SS2) y T. harzianum (TA4), frente a los fungicidas tiofonato metilico, benomilo,
captan, quintozeno + thiram y fluazinam, a las dosis 0.42 g, 0.15 9,19, 0.75 gy
0.25gdei. a. L%, respectivamente, donde se evalué el area de crecimiento micelial,
asi como la comparacion de la sensibilidad para cada uno de los tratamientos. El
ensayo se establecié bajo un disefio completamente al azar con siete repeticiones
por tratamiento y dos replicas. Los resultados obtenidos demuestran que los

aislados de T. asperellum (Cut-By TFR3), T. tomentosum (SS1), T. barbatum (SS2),

VI



y T. harzianum (TA4), presentan tolerancia a los fungicidas captan y fluazinam, pero
con el fungicida benomilo T. tomentosum (SS1) fue sensible; no obstante, los otros
cuatro aislados presentaron baja tolerancia la cual fue evidente debido al porcentaje
de crecimiento micelial que se encontrd entre 0.24 y 0.13 % respecto al testigo sin
fungicida, ademas con tiofanato metilico el aislado T. asperellum (Cut-B) también
presentd sensibilidad; en contraste con el testigo, T. tomentosum (SS1) creci6 0.38
%, T. barbatum (SS2) 0.24 %, T. harzianum (TA4) 0.18 % y T. asperellum (TFR3)
0.08 %. Por otro lado, con el fungicida quintozeno + thiram, T. asperellum (Cut-B) y
T. tomentosum (SS1) fueron sensibles, sin embargo, el efecto fue fungistatico. Por
lo que se concluye que las especies de Trichoderma evaluadas en este estudio
presentan potencial para ser incluidas en el manejo integral y sustentable de los

cultivos.
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Sensibilidad in vitro de cinco aislados de Trichoderma spp. a fungicidas

1 INTRODUCCION

En los ultimos afios se ha despertado gran interés por el manejo biolégico de
patdgenos de las plantas debido a la creciente preocupacion de la sociedad por el
uso de agroquimicos (Castillo et al., 2017). En numerosos paises, tanto los
gobiernos como los agricultores y los consumidores de productos agricolas, son
cada dia mas conscientes de la problematica que generan diversos productos
guimicos en términos de su impacto en la inocuidad de los alimentos, en el

ambiente, recursos naturales y la biodiversidad (Chiriboga et al., 2015).

Por décadas, la practica agricola mayormente utilizada para el manejo de
enfermedades fungosas en las plantas ha sido la aplicacion de fungicidas sintéticos,
los cuales se incluyen en el uso cotidiano contribuyendo a la crisis de la agricultura
dificultando la preservacion de los ecosistemas, los recursos naturales, y afectando
la salud de las comunidades rurales y de los consumidores (Peres et al., 2004). La
busqueda de la productividad a corto plazo en la agricultura ha dejado excesiva
contaminacion ambiental, por las constantes aplicaciones. Sin embargo, los
patdgenos desarrollan resistencia; por lo que es necesaria la busqueda de

alternativas, siendo una de estas el manejo biolégico

El uso de microorganismos antagonistas como Trichoderma spp., ha sido utilizado
para el control de enfermedades teniendo gran éxito, debido a que actian a través
de diversos mecanismos de accion, como son: antibiosis, micoparasitismo,

competencia, estimulacion del crecimiento vegetal y la induccién de resistencia

1
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sistémica, impidiendo el desarrollo de hongos causantes de enfermedades en las

plantas (Infante et al., 2009).
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2.2

Sensibilidad in vitro de cinco aislados de Trichoderma spp. a fungicidas

2 REVISION DE LITERATURA

Distribucion mundial de Trichoderma spp.

Las especies del género Trichoderma se encuentran ampliamente distribuidas en el
mundo y estan presentes en diferentes zonas y habitats (Salazar et al., 2012). Sin
embargo, la distribucion de algunas especies como T. polysporum y T. minutisporum
se encuentran en tierras frias, T. viride y T. aureovirida estan limitadas al Reino
Unido y al norte de Europa, T. pseudokoningii abarca en el suroeste de Oceania, T.
reesei limitada a una banda ecuatorial estrecha, T. stromaticum su distribucion esta
restringida solo en América del Sur, T. longibrachiatum se encontré en América del
Norte y Sur, Europa, Africa e India, T. citrinoviride se encuentra en América del Norte
y Sur, Europa, el sureste de Asia y al suroeste de Oceania, y T. harzianum y T.

asperellum son verdaderamente cosmopolitas (Samuels, 2006).

El género Trichoderma

Persoon en 1794, propuso por primera vez como género a Trichoderma spp. siendo
un hongo microscopico, filamentoso. Después Rifai en 1969 realiz6 el primer
agrupamiento de especies agregadas que en nuestros dias se sigue utilizando
Samuels (2006). Actualmente se conocen 355 especies registradas (Kirk, 2019).
Cabe sefialar que su aislamiento es relativamente sencillo en medio de cultivo PDA

(Howell, 2003).

Gustavo Rojas Tapia
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2.3 Clasificacion taxon0mica de Trichoderma spp.

De acuerdo con el Centro Nacional para la Informacion BiotecnolOgica (por sus
siglas en inglés NCBI) (2019), el género Trichoderma spp. se ubica en la siguiente

clasificacion taxondmica:

e Reino: Fungi

e Filo: Ascomycota

e Subdivision: Pezizomycotina
e Clase: Sordariomycetes

e Orden: Hypocreales

e Familia: Hypocreaceae

e Género: Trichoderma

2.4 Caracteristicas morfologicas del género Trichoderma

Samuels (2006), sefiala que los rasgos Utiles para la caracterizacion e identificacion
en otros géneros de hongos con frecuencia no son tan utiles para diferenciar
especies de Trichoderma, generalmente debido al estrecho rango de variacion de
la morfologia o porque los términos descriptivos para discernir la variacion de color
0 patrén no son lo suficientemente precisos. Sin embargo, las observaciones
morfologicas son a menudo suficientes para la identificacion de especies del hongo,
al menos en la medida en que los taxones se han diferenciado morfolégicamente

de manera adecuada y se describen en la literatura existente.
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Los caracteres de ADN del género Trichoderma se convirtieron en una herramienta
para los andlisis filogenéticos, por lo que las secuencias de multiples genes se usan
para inferir filogenias de taxones en todos los niveles, permitiendo el reconocimiento
de especies. Sin embargo, no todas las especies que caen dentro del concepto

filogenético del género son morfolégicamente similares (Samuels, 2006).

Trichoderma spp. en sus primeras etapas de crecimiento presenta apariencia
aterciopelada de color blanco, en el desarrollo del micelio se torna a un blanco
verdoso para posteriormente permanecer con una tonalidad verde oliva y produce
la formacion de anillos concéntricos siendo estos caracteristicos de dicho hongo
(Acurio y Espafia, 2017). Sin embargo, Blaszczyk et al. (2014) menciona que
algunas especies del género Trichoderma producen varios pigmentos, que van
desde un amarillo verdoso hasta un tinte rojizo, gris o0 marron, aunque también

pueden ser incoloras.

T. viride forma pustulas algodonosas de un color blanco que posteriormente se
compactan y esporulan tomando un color verde de textura granular, con
conidioforos ramificados alrededor de la pustula y desprende un olor a coco
mientras que T. harzianum torna un color blanco verdoso hasta dar una tonalidad
verde oliva, ademas se produce la formacién de anillos concéntricos los mismos

gue son caracteristicos del género (Acurio y Espafia, 2017).

Este hongo produce tres tipos de estructuras: hifas, clamidosporas y conidios,
siendo estos ultimos los mas viables de los propagulos empleados en programas

de biocontrol (Chiriboga et al., 2015), de tal modo que se caracterizan por poseer

5
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una pared gruesa exterior, constituida por tres capas (endospora, epispora y
perispora) protectoras del protoplasto. Las hifas y clamidosporas se diferencian de
los conidios por poseer de una pared celular mucho mas delgada y no esta formada
por capas constitutivas. La ventaja del conidio de poseer una pared celular gruesa
es la posibilidad de aislarlo de su medio natural y que sobreviva a condiciones
adversas, manteniéndolo en dormancia hasta que las condiciones sean propicias
para la germinacién. En consecuencia, los conidios son verdaderas semillas que

utiliza el hongo para colonizar nuevos sustratos (Agamez et al., 2008).

Trichoderma spp. es capaz de degradar sustratos complejos como almidon, pectina
y celulosa entre otros, y emplearlos para su crecimiento gracias al gran complejo
enzimatico que posee (enzimas hidroliticas como amilasas, pectinasas, celulasas y
quitinasas, entre otras). Asi mismo, asimila como fuente de nitrdgeno compuestos
tales como aminodacidos, urea, nitritos, amoniaco y sulfato de amonio. Es un hongo
con una alta capacidad de tolerar un amplio intervalo de temperaturas y, por lo tanto,

amplia distribucién ecolégica (Agamez et al., 2008).

2.5 Generalidades de Trichoderma spp.

Trichoderma spp. es un hongo cosmopolita, habitante natural del suelo, sobre todo
con abundante materia organica y alta densidad de raices, también se puede
encontrar asociado a la superficie de plantas y corteza de madera descompuesta
(Pineda et al., 2017). Ademas, presenta rapido crecimiento y desarrollo en una
amplia gama de sustratos, tolerancia a condiciones ambientales extremas y a

habitats donde se desarrollan fitopatégenos (Chiriboga et al., 2015).
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Trichoderma spp. ha sido el hongo micoparasito mas exitoso entre los organismos
biocontroladores para el manejo de enfermedades producidas por patégenos del
suelo, por lo que Agamez et al. (2008), describen que este género se encuentra en
un nimero importante de los suelos agricolas, ya que su desarrollo se ve favorecido
por rapida colonizacion. Esta capacidad de adaptacion a diversas condiciones
ambientales y sustratos le confiere la posibilidad de encontrarse en diferentes

suelos, cultivos, climas y procesos tecnoldgicos para su multiplicacion.

No obstante, Blaszczyk et al. (2014), mencionan que las especies fungicas del
género Trichoderma se caracterizan por tener una produccion abundante de

conidios, asi como por la capacidad de producir esclerocios.

2.6 Condiciones 6ptimas de desarrollo

Los valores optimos para su crecimiento y esporulacion oscilan alrededor de los 25
°C, un factor importante en dicho género a tener en cuenta durante la multiplicacion
fundamentalmente en la esporulacion es la conveniencia de periodos alternados de
luz y oscuridad, que favorecen su colonizacion sobre diferentes sustratos solidos

(Agamez et al., 2008).

El género Trichoderma requiere temperaturas en un intervalo de 15 a 35 °C, siendo
la 6ptima de 25°C, en algunos casos ciertas especies pueden soportar temperaturas
de 4 °C y hasta de 41 °C. La humedad relativa con la que es capaz de crecer se

encuentra entre 20 y 80 %. Pueden crecer en suelos con pH desde 5,5 a 8,5 siendo
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el 6ptimo de 5.5 a 6.5, pero pueden sobrevivir en intervalos mayores, ya que tiene

la capacidad de acidificar el medio (Martinez et al., 2013).

2.7 Mecanismos de accion de Trichoderma spp.

Las especies del género Trichoderma son los antagonistas mas utilizados para el
manejo de enfermedades de plantas producidos por hongos, debido a su capacidad
de adaptacion a diferentes condiciones edafoclimaticas y a su facilidad para ser
aisladas y cultivadas (Papavizas et al., 1982). Ademas, estd biolégicamente
adaptado para colonizar de manera eficaz los sustratos y sobrevivir en condiciones

adversas, fundamentalmente, en forma de clamidosporas (Agamez, 2009).

Sivila y Jujuy (2013), sefialan que Trichoderma spp. presenta distintos mecanismos
de accion para ejercer su antagonismo, dependiendo de las caracteristicas de la
cepa, del patégeno y las condiciones ambientales. Puede actuar por medio de
competencia, antibiosis, micoparasitismo, induccion de resistencia sistémica y

estimulacién de crecimiento vegetal (Rajesh et al., 2016).

2.7.1 Competencia por espacio y nutrientes

La competencia se define como el crecimiento desigual de dos 0 mas organismos
ante un mismo requerimiento (sustrato, nutrientes, luz, etc.), siempre y cuando su
utilizacion reduzca la cantidad o espacio disponible para los demas organismos.
Este tipo de antagonismo se ve favorecido por las caracteristicas que posee

Trichoderma spp., como su capacidad cosmopolita, velocidad de crecimiento,
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desarrollo y resistencia a fungicidas, asi mismo por factores externos como tipo de

suelo, pH, temperatura y humedad (Ahmad y Baker, 1987).

Infante et al. (2009), afirman que la evidencia de la plasticidad ecoldgica de
Trichoderma spp. es su presencia en diferentes tipos y usos de suelo, es excelente
competidor por espacio y nutrientes, aunque la competencia depende de la especie.
Adicionalmente Agamez (2009), menciona que dicho hongo esta biolégicamente
adaptado para tener alta velocidad de crecimiento, abundante esporulacion y amplia
gama de sustratos sobre los que puede crecer, esto se debe a que posee amplia

riqueza de enzimas que hacen que sea eficiente como sapréfito del suelo.

2.7.2 Antibiosis

Es una interaccion biolégica que consiste en la imposibilidad de vivir de unos
organismos en las inmediaciones de otros, debido a que éstos segregan sustancias
llamadas antibiéticos 0 metabolitos toxicos producidos por un microorganismo sobre
otro sensible a estos. Algunos autores opinan que la antibiosis no debe ser el
principal mecanismo de accion de un antagonista, ya que existe el riesgo de
aparicion de cepas de los patégenos resistentes al antibidtico. Algunas cepas de
Trichoderma spp. producen metabolitos secundarios volatiles y no volatiles, de los
cuales inhiben el desarrollo de otros microorganismos con los que no hacen
contacto fisico y tales sustancias inhibidoras son consideradas antibioticos (Infante

et al., 2009).
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Rodriguez et al. (2010), mencionan que el efecto de antibiosis se debe a la
produccion de metabolitos secundarios, los cuales pueden ser volatiles o difusibles;
pero que, en cualquiera de los casos, sin entrar en contacto fisico con el patégeno,
pueden inhibir o restringir su crecimiento. Sin embargo, Vinale et al. (2006) afirman
gue algunas cepas de Trichoderma spp. producen trichodermina, dermadina,
suzukacilina, viridina, alameticina, richotoxina, metabolitos que son responsables

del mecanismo antagonico.

Martinez et al. (2008) reiteran la desactivacion de los factores de patogenicidad de
Trichoderma spp. contra hongos fitopatdgenos que constituye un mecanismo de
antagonismo indirecto poco estudiado; sin embargo, Howell (2003) explica que es
posible que el potencial enzimatico de Trichoderma spp. actie como antibiético para
detener el proceso infeccioso de los patégenos y que este sea mucho mayor, debido
a que dicho hongo secreta mas de 70 metabolitos, entre ellos sustancias

estimuladoras del crecimiento y desarrollo de las plantas.

Micoparasitismo

El micoparasitismo es definido como una simbiosis de tipo parasitismo entre
organismos, generalmente estan implicadas enzimas extracelulares como la
quitinasa y celulasa, que son parte de la composicién y estructura de las paredes

celulares de los hongos parasitos (Infante et al., 2009).

Las especies de Trichoderma durante el proceso de micoparasitismo crecen

quimiotréficamente hacia el micelio del hospedante, se adhieren a las hifas del
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mismo, se enrollan en ellas frecuentemente y las penetran en ocasiones. La
degradacion de las paredes celulares del hospedante se observa en estados tardios
del proceso parasitico que conlleva al debilitamiento casi total del fitopatégeno
(Infante et al., 2009). Durante el proceso complejo de la interaccion antagonista-
patbgeno ocurren cuatro etapas: crecimiento quimiotréfico, reconocimiento,

adhesion-enrollamiento y actividad litica (Infante et al., 2009):

A) Crecimiento quimiotroéfico

El quimiotropismo positivo es el crecimiento directo hacia un estimulo quimico en el
gue se da una etapa de localizaciébn del hospedante y se ha demostrado
gue Trichoderma spp. puede detectarlo a distancia, y sus hifas crecen en direccién

al patdégeno como respuesta a un estimulo quimico Chet y Inbar (1994).

B) Reconocimiento

Se da un reconociminto molecular entre Trichoderma spp. y el hospedante, el cual
se realiza a través de interacciones lectinas-carbohidratos. Las lectinas son
proteinas enlazadas a azucares o glicoproteinas, las cuales aglutinan células y
estan involucradas en las interacciones entre los componentes de la superficie de

las células y su ambiente extracelular (Infante et al., 2009).

C) Adhesidn y enrollamiento

Cuando la respuesta de reconocimiento es positiva, las hifas de Trichoderma spp.

se adhieren a las del hospedante mediante la formacion de estructuras parecidas a
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ganchos y apresorios, se enrollan alrededor de éstas, estando mediado por

procesos enziméticos (Peres, 2004).

D) Actividad litica

En esta etapa ocurre la produccion de enzimas liticas extracelulares,
fundamentalmente quitinasas, glucanasas y proteasas, que degradan las paredes
celulares del hospedante y posibilitan la penetracion de las hifas del antagonista

(Infante et al., 2009).

2.7.4 Estimulacién de crecimiento vegetal

Trichoderma spp. promueve el crecimiento y desarrollo de las plantas debido a la
produccion de metabolitos que estimulan los procesos de desarrollo vegetal,
ademas la capacidad de multiplicarse en el suelo y adherirse a las raices de las
plantas para liberar hormonas de crecimientos como auxinas, giberelinas y
citoquininas que inducen el desarrollo y crecimiento de las plantas (Vera et al.,

2002).

2.7.5 Induccidon de resistencia sistémica

Trichoderma spp., se encarga de activar el sistema de defensa de la planta, por
flujos de iones, para inducir el sistema enzimatico oxidativo o activando el sistema
de resistencia inducida, seguido de deposicion de callos y sintesis de polifenoles.
Induce la produccibn de compuestos relacionados con la resistencia de

fitopatbgenos como la elevacion de terpenoides, también se involucra acido
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salicilico (AS) y jasmonato/etileno, esto da como resultado que la planta adquiera
ciertos niveles de tolerancia a la invasion de patdgenos (Mukherjee et al., 2012;

Howell et al., 2003).

2.8 Trichoderma spp. como agente de control bioldgico

El empleo de microorganismos antagonicos competitivos para la proteccién de
cultivos de patogenos fungicos del suelo es una realidad; en particular, especies del
género Trichoderma que han acaparado la atencion como agentes de biocontrol
(Stefanova, 2007). Ciertas especies de Tichoderma spp. se han manipulado, para
hacerlas mas competitivas en la rizosfera, lo que ha sido observado en algunas
cepas que han mostrado tener una mejor capacidad de biocontrol hacia el

fitopatdégeno del suelo (Guazzone et al., 2016).

Algunas de las especies mas utilizadas de Trichoderma spp. como agentes de
control biologico son: T. harzianum, T. viridae, T. hamantum, T. reesei y T. koningii
(Pineda et al., 2017). T. asperellum tiene potencial de biocontrol por la inhibicién y
antagonismo sobre Fusarium sp., y es reconocido por su efectividad en la reduccién
de enfermedades causadas por Sclerotium rolfsii, Botrytis cinerea Pers. y los
géneros Pythium, Rhizoctonia, Alternaria y Phytophthora, entre otras (Michel et al.,

2013).
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2.9 Produccién deinéculo de Trichoderma spp. para el manejo de

enfermedades

Las cepas de Trichoderma spp. crecen rapidamente cuando se inoculan en suelo
ya que son naturalmente resistentes a diversos compuestos toxicos incluyendo
herbicidas, fungicidas y compuestos fendlicos (Chet y Inbar 1994). De manera
masiva el inéculo de Trichoderma se produce por fermentacion; y para uso
comercial es preferido el material seco, las hifas son poco resistentes al secado por
lo que en formulaciones se trabaja con conidios y clamidosporas; cabe sefalar que
los conidios son mas resistentes que las clamidosporas y se producen en mayor
cantidad por diferentes vias: soporte solido y en cultivos liquidos estaticos y agitados

(Carballo et al., 2004).

2.10 Fungicidas utilizados para el manejo de patégenos del suelo

El uso de fungicidas no es una practica econdmica y ambientalmente sustentable,
ya que el uso excesivo de estos ha conducido a fuertes problemas de contaminacién
ambiental (Wu et al., 2009). Infante et al. (2009) mencionan que el control quimico
es uno de los mas utilizados y, en la mayoria de los casos, causa severos dafios al
ambiente, su costo es elevado debido a que su control no es selectivo; esto afecta
la sobrevivencia de microorganismos antagonistas.

Entre los fungicidas que mas se utilizan para el manejo de fitopatdégenos del suelo
se encuentran: tiofanato metilico, thiram, benomilo, captan, quintozeno y fluazinam

(Cuadro 1).
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2.10.1 Tiofanato metilico

Perteneciente al grupo quimico de los tiofanatos, con movimiento por xilema y
floema, y actividad fungicida, preventiva y curativa, por via sistémico y contacto.
Actlua impidiendo el crecimiento micelial y la germinacién de conidios, siendo
altamente toxico para el hongo e inhibe la formacién de tubulina en la mitosis. En la
superficie de la planta se transforma en bencimidazol metilcarbamato
(carbendazim), compuesto que es absorbido y trasportado facilmente por la savia

(De Lifian, 2012).

2.10.2 Thiram

Perteneciente al grupo quimico de los ditiocarbamatos con actividad fungica por
contacto, no sistémico, preventivo, de amplio espectro. Inhibe las enzimas de radical
metalico y las sulfhidricas e infiere en la respiracion celular del hongo. Reacciona
facilmente con los tioles incluida la coenzima A, por un mecanismo de intercambio
de radicales infiriendo en la transduccion de sefiales osmdéticas. Actia sobre los
sistemas enzimaticos provocando la acumulacion de acido pirdvico que impide la
germinacion de las esporas. Es un inhibidor multisitio (actia directamente sobre el

hongo) (De Lifian, 2012).

2.10.3 Benomilo

Perteneciente al grupo quimico de los bencimidazoles, es sistémico de absorcion
radical y foliar, translocacion principalmente acropetalo y actividad fungicida por

contacto preventivo y curativo. Dentro de la célula del hongo el ingrediente activo
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bencimidazol se transforma en metilbencimidazol-2il carbamato (carbendazimm,
MBC) y posteriormente a un mononucleétido activo. MBC actua infiriendo en la
sintesis del DNA, inhibe la formacién de tubulina en la mitosis y el mecanismo de

transmision de mensajes genéticos del DNA al RNA (De Lifian, 2012).

2.10.4 Captan

Perteneciente al grupo quimico de los dicarboxamidas, es de actividad fungicida,
preventiva y curativa, de amplio espectro y absorcion por via radical y foliar.
Reacciona con las enzimas sulfhidricas con produccion de tiofosgano, sustancia
toxica para las células del hongo, e interfiere el proceso de respiracion celular de
los hongos por lo que inhibe la germinacién de esporas y dificulta el crecimiento y
desarrollo micelial. Es un inhibidor multisitio (actla directamente sobre el hongo)

(De Lifian, 2012).

2.10.5 Quintozeno

Perteneciente al grupo quimico de los clorobencenos con actividad fangica de
contacto, actuando negativamente en la célula del hongo de tal modo que Interfiere
con la divisién mitGtica y también causa lisis de la membrana mitocondrial causando

de este modo un dafio en general (De Lifian, 2012).

2.10.6 Fluazinam

Perteneciente al grupo quimico de los 2,6-dinitroanilinas, actiia como desacoplador

de la cadena de transporte de electrones de la fosforilacion oxidativa, por tanto, se
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inhibe la produccion de ATP al no generarse el gradiente de pH, lo que afecta la
respiracion de las células del hongo, y por ende a los estadios previos a la infeccion

de las plantas, la movilidad de las zoosporas y la esporulacion (De Lifian, 2012).
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Cuadro 1. Clasificacion de los diferentes principios activos usados segun el Comité de Accion de Resistencia a

Fungicidas (FRAC, 2019).

Modo de accién

Cddigo y punto de
accion

Nombre del grupo

Grupo quimico

Nombre comun

1.- Citoesqueleto Ensamblaje de la 3- | Fungicidas MBC (metil Tiofanatos Tiofanato
2.- Proteinas motoras tubulina en mitosis benzimidazol metilico
carbamatos).
Actividad multisitio Inhibidor multisitio Disulfuro de tetrametil Ditiocarbamatos Thiram
1.- Citoesqueleto tiuram
2.- Proteinas motoras
3.- Respiracion celular
1.- Citoesqueleto Ensamblaje de la Metil 1-butilcarbamoil-
2.- Proteinas motoras 3-tubulina en 2-bencimidazol- Benzimidazoles Benomilo
mitosis carbamato
Actividad multisitio
1- Clt(?esqueleto Inhibidor multisitio ftalimidas (electrofilos) Ftalimidas Captan
2.- Proteinas motoras
3.- Respiracion celular
1.- Tansporte o sintesis de .
- L . Hidrocarburo .
lipidos Peroxidacion de la Pentacloronitrobenceno o Quintozeno
. . aromatico
2.- Integridad de la membrana célula
Desacopladores Qil - fungicidas 2,6-dinitro-
1.- Respiracion celular de la fosforilacion (Inhibidores internos de anilinas Fluazinam
oxidativa la quinona)
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2.11 Compatibilidad de Trichoderma spp. con fungicidas

La compatibilidad del género Trichoderma con fungicidas es objeto de estudio de algunos
autores debido a la interrogante que surge sobre su posible inhibicidbn por estos
plaguicidas (Franco y Orrego 2013). Sin embargo, Muifio et al. (2001) habla acerca de un
estudio realizado de compatibilidad de Trichoderma spp. con fungicidas, donde se
demuestra que benomilo posee a una alta mortalidad del hongo, por lo que fue
considerado como toxico, sin embargo, thiram provoc6 una mortalidad considerable a las
48 horas, pero retomo su crecimiento a los 5 dias, por lo que se considero

moderadamente toxico y compatible.

Trichoderma spp. es incompatible con benomilo, carbendazim, imazalil, propiconazol,
tebuconazol y triflumizol (De Lifian, 2012). Khirallah et al. (2016), mostraron que la
sensibilidad de Trichoderma harzianum a varios fungicidas era variable dependiendo de
la concentracion y los ingredientes activos, por lo que Barakat y Almasri (2017),
demostraron la compatibilidad de Trichoderma harzianum con fungicidas tolerados a nivel

in vitro, in vivo e invernadero.

Esta practica de compatibilidad de fungicidas y microorganismos promete ventajas, tales
como reduccién del uso de fungicidas, menor incidencia de patdgenos, en especial los
de dificil control; mayores rendimientos en los cultivos y la disminucion del impacto

ambiental (Castillo et al., 2017).
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El conocimiento de dicha compatibilidad de los agentes de control biolégico con
fungicidas es indispensable para mejorar la efectividad en el manejo de enfermedades y
la reduccion de las altas concentraciones de los fungicidas, evitando de este modo

generar un dafo al ambiente (Monte, 2001).
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3 JUSTIFICACION

Trichoderma spp. es un hongo que habita en el suelo y que es utilizado como agente de
control bioldgico contra varios fitopatdégenos, su efectividad se debe a que presenta
diversos mecanismos de accién, entre estos: competencia por espacio y nutrientes,
micoparasitismo, antibiosis, estimulacion de crecimiento vegetal e induccién de
resistencia sistémica en las plantas.

En la region floricola del Estado de México se han desarrollado estudios dirigidos al
aislamiento de este microorganismo antagonista y a la determinacion de sus mecanismos
de accién contra hongos fitopatégenos de importancia en la floricultura, tal es el caso de
los aislados T. asperellum (Cut-B y TFR3) T. tomentosum (SS1), T. barbatum (SS2) y T.
harzianum (TA4) Martinez-Tapia et al. (2019) y Alonso (2020), los resultados obtenidos
son prometedores debido a que el hongo actia como agente de control biologico, por lo
gue representa una alternativa viable para disminuir el uso de productos quimicos que
dafian al ambiente. Por otro lado, se ha reportado que Trichoderma spp. posee
resistencia a algunos fungicidas; dicha informacion es sumamente valiosa porque a partir
de ello, se puede proponer la incorporacion de métodos quimicos y biolégicos en el
manejo de fitopatdgenos en campo. Por lo que en el presente trabajo de investigacion se
planted por objetivo: determinar la sensibilidad in vitro de cinco aislados de Trichoderma

spp. a fungicidas.
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4 HIPOTESIS

Con base en las evidencias de compatibilidad de Trichoderma spp. con fungicidas, cinco
aislados del género Trichoderma correspondientes a las especies de Trichoderma
asperellum (Cut-B y TFR3) Trichoderma tomentosum (SS1), Trichoderma barbatum
(SS2) y Trichoderma harzianum (TA4) no presentaran sensibilidad a los fungicidas:
tiofonato metilico, benomilo, captan, fluazinam y quintozeno + thiram, a las dosis minimas

recomendables por el fabricante.

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar la sensibilidad in vitro de cinco aislados de Trichoderma spp. a fungicidas.

5.2 Objetivos especificos

Determinar la sensibilidad in vitro de los aislados T. asperellum (Cut-B y TFR3), T.
tomentosum (SS1), T. barbatum (SS2) y T. harzianum (TA4), a los fungicidas tiofonato
metilico, benomilo, captan, fluazinam y quintozeno + thiram, a las dosis minimas

recomendadas por los fabricantes del producto.

Comparar la respuesta de sensibilidad entre los aislados de T. asperellum (Cut-B y
TFR3), T. tomentosum (SS1), T. barbatum (SS2) y T. harzianum (TA4), a los fungicidas
tiofonato metilico, benomilo, captan, fluazinam y quintozeno + thiram, a las dosis minimas

recomendadas por los fabricantes del producto.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Ubicacidon de lainvestigacion

El trabajo de investigacién se desarrollé en el “Laboratorio de Fitopatologia” del Centro
Universitario UAEM Tenancingo, ubicado sobre la Carretera Tenancingo - Villa Guerrero

Km. 1.5, C.P. 52400 Tenancingo, Estado de México, México.

6.2 Aislados de Trichoderma spp.

Se utilizaron cinco aislados monospoéricos de Trichoderma spp. aislados e identificados
por Alonso (2019) como: T. asperellum (CUT-B), T. tomentosum (SS1), T. barbatum
(SS2), T. asperellum (TFR3) y T. harzianum (TA4), los cuales se encuentran bajo
resguardo del laboratorio de fitopatologia conservados en trigo (Triticum spp.) refrigerado

a 6-8 °C.

El aislado Cut-B se obtuvo a partir de muestras de suelo de un invernadero cultivado con
rosa, ubicado en el Centro Universitario UAEM Tenancingo; los aislados SS1y SS2 se
obtuvieron de muestras de suelo de una zona forestal de la localidad de San Simonito,
Tenancingo, Estado de México; TFR3 fue aislado de un cultivo de rosa afectado por
Rosellinia necatrix en el municipio de Tenancingo, Estado de México; y TA4 se aislé de
plantas de alstroemeria (Alstroemeria) con sintomas de marchitez, provenientes del

municipio de Villa Guerrero (Alonso-Bahena et al., 2018; Alonso, 2020).

Para la activacion de aislados se prepard medio de cultivo papa, dextrosa y agar (PDA,

marca BDBioxon®), para esto se utilizaron 39 g de medio de cultivo mezclado con 1000
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mL de agua destilada. El pesaje del medio de cultivo se llevé a cabo en una balanza
analitica (Explorer® Pro), una vez realizada la mezcla se esteriliz6 en autoclave (All
American®) a temperatura de 121 °C y presion de 1.5 kg/cm? durante 15 minutos. Una
vez estéril se vaciod en cajas de Petri de cristal (Kimax®), en cuanto solidificé el medio de
cultivo se procedi6 a la siembra colocando un grano de trigo en el medio de cultivo para

promover su crecimiento y desarrollo.

6.3 Fungicidas y dosis evaluadas

Se evaluo la sensibilidad in vitro de los ingredientes activos: tiofonato metilico, benomilo,
captan, quintozeno + thiram y fluazinam. Las dosis evaluadas correspondieron a la
recomendacion minima de la etiqueta, las cuales se presentan en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Producto comercial, ingrediente activo, concentracion y dosis del ingrediente
activo de los fungicidas evaluados.

Producto Ingrediente activo Concentracion Dosis del Dosis
. ) : producto* :
Comercial @i.a.) dei. a. . i a.
por litro

Cercobim M® Tiofanato metilico 70 % 0649 042¢
Promilo 50 P.H.® Benomilo 50 % 0.3¢g 0.15¢g

Captan 50 WP® Captan 50 % 29 1g
Interguzan 30-30® Quintozeno+Thiram 30 %+30 % 1.25¢ 0.75¢g

Shogun 500FW® Fluazinam 50 % 0.5 mL 0.25 mL

*Dosis minima recomendada por el fabricante del producto comercial.
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6.4 Tratamientos

Los tratamientos evaluados se conformaron como se indica en el Cuadro 3., donde
cada aislamiento fue evaluado con los cinco fungicidas, cada uno con su respectivo

testigo.

Cuadro 3. Aislados de Trichoderma spp. y fungicidas confrontados en los tratamientos
para la evaluacion de sensibilidad.

Cepas Fungicidas

Trichoderma asperellum (CUT-B) Tiofonato metilico, benomilo, captan,
quintozeno + thiram, fluazinam

Trichoderma asperellum (TFR3) Tiofonato metilico, benomilo, captan,
quintozeno + thiram, fluazinam

Trichoderma tomentosum (SS1) Tiofonato metilico, benomilo, captan,
quintozeno + thiram, fluazinam

Trichoderma barbatum (SS2) Tiofonato metilico, benomilo, captan,
quintozeno + thiram, fluazinam

Trichoderma harzianum (TA4) Tiofonato metilico, benomilo, captan,
quintozeno + thiram, fluazinam

6.5 Preparacién del medio de cultivo PDA con fungicidas

Para el desarrollo de la prueba se utiliz6 medio de cultivo PDA, por otro lado, los
fungicidas a la respectiva dosis fueron pesados en una balanza analitica utilizando
material estéril (papel aluminio y espatulas) y en el caso del medio de cultivo liquido se

dosificé con el uso de una micropipeta (Boeco®).
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Una vez estéril el medio de cultivo se mantuvo a una temperatura constante de 50 °C y
se le adicioné la respectiva dosis de fungicida. Enseguida se coloc6 sobre un
termoagitador orbital (Thermo Scientific®) hasta que el fungida se disolvié por completo

y se vaci6 en cajas de Petri.

6.6 Siembrade los aislados de Trichoderma sobre el medio PDA mas fungicida

Por separado para cada aislado de Trichoderma, con un sacabocados se cortaron
circulos de 0.8 cm de didametro de medio PDA con crecimiento de Trichoderma spp. de
siete dias de edad, estos se colocaron en el centro de las cajas de Petri con el respectivo
fungicida y se mantuvieron en una incubadora (LINDBERG/BLUEM®) a temperatura de

24 °C + 1°C y luz natural.

6.7 Variables evaluadas

Por cada tratamiento se determiné el area de crecimiento micelial; para esto, cuando al
menos una repeticion del testigo de cada aislado de Trichoderma alcanzé crecimiento del
100% en la caja de Petri se marcaron todos los tratamientos con un marcador indeleble
de punto fino bajo un contador de colonias (Felisa®) a contra luz para verificar el margen
del crecimiento y evitar errores en el trazado. Posteriormente se tomaron fotografias y se

determino el &rea de crecimiento micelial con el programa Image J (version 1.43).
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6.8 Disefio experimental y analisis estadistico

El experimento se establecid bajo un disefio completamente al azar con siete repeticiones
por tratamiento (Cuadros 2 y 3). Los datos se analizaron por aislado y fungicida con el
programa InfoStat, version estudiantil, por medio de un ANOVA de una via'y comparacion

de medias Tukey (P>0.05).

6.9 Determinacion del efecto fungicida o fungistatico de los ingredientes activos

evaluados

De las siembras de los aislados de Trichoderma spp. sobre medio PDA mas fungicida
(tratamientos), en los que no se presentd crecimiento micelial se determiné el efecto
fungicida o fungistatico que estos presentaron; para lo cual, los cortes circulares de 0.8
cm de didametro que fueron sembrados sobre los tratamientos se transfirieron a cajas de
Petri con medio de cultvo PDA y se mantuvieron en una incubadora
(LINDBERG/BLUEM®) a temperatura de 24 °C + 1°C y luz natural. Se registré la

presencia o ausencia de crecimiento micelial.

27

Gustavo Rojas Tapia



Sensibilidad in vitro de cinco aislados de Trichoderma spp. a fungicidas

7 RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el presente ensayo indican que los tratamientos testigo de
todos los aislados de Trichoderma spp. mostraron rapido crecimiento micelial. El
momento en el que al menos una repeticion de estos cubrio el 100 % del medio de cultivo
PDA dependi6 del aislado; para el caso de Cut-B y TA4 el llenado se presento a los tres
dias, mientras que SS1, SS2 y TFR3 cubrieron por completo la caja de Petri a los cuatro

dias después de la siembra (Figuras 1y 2).

El analisis de varianza muestra que no se presentaron diferencias estadisticas
significativas (P>0.05) en las dos réplicas de cada tratamiento en el area de crecimiento
micelial de los cinco aislados de Trichoderma spp. (Cuadro 4, Anexos 1 al 5). Derivado
de lo anterior, por tratamiento se obtuvo el promedio del area de crecimiento micelial de

cada repeticion y con esto los analisis correspondientes (Cuadro 5).
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4 ‘ ‘

Cut-B TA4 SS1 SS2 TFR3
Aislados de Trichoderma spp.

Dias
N w

=

o

Figura 1. Dias transcurridos desde la siembra de Trichoderma spp., hasta el llenado de
las cajas de Petri con medio de cultivo PDA. T. asperellum (Cut-B), T. harzianum (TA4),
T. tomentosum (SS1), T. barbatum (SS2) y T. asperellum (TFR3).
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Figura 2. Crecimiento micelial in vitro en medio de cultivo PDA sin fungicida de a) Trichoderma asperellum (Cut-B), b)
Trichoderma tomentosum (SS1), ¢) Trichoderma barbatum (SS2), d) Trichoderma asperellum (TFR3), e) Trichoderma
harzianum (TA4).
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Cuadro 4. Area de crecimiento micelial (cm?2) de las réplicas 1y 2, de Trichoderma spp. con fungicidas.

Trichoderma Trichoderma Trichoderma Trichoderma Trichoderma
asperellum tomentosum barbatum asperellum harzianum
Fungicida (Cut-B) (SS1) (8S2) (TFR3) (TA4)
Réplica Réplica | Réplica Réplica | Réplica Réplica | Réplica Réplica | Réplica Réplica
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
Testigo 56.243 56.243 56.243 56.243 45.834 44274 41.401 41.199 30.425 28.633
Benomilo 0.101 0.086 0 0 0.034 0.0968 0.147 0.113 0.118 0.073
Captan 1.197 1.181 2.797 1.015 0.632 0.423 1.163 0.897 1.143 1.311
Fluazinam 0.649 0.530 5.541 6.927 1.008 0.164 1.149 1.084 1.596 1.768
Quintozeno 0 0 0 0 0.429 0.178 0.415 0.235 0.431 0.329
+ thiram
Tiofanato 0 0 0.411 0 0.164 0.106 0.078 0 0.171 0.028
metilico

Gustavo Rojas Tapia
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Cuadro 5. Promedio del area de crecimiento micelial (cm?) de las réplicas 1y 2, de Trichoderma spp. con fungicidas.

Aislado T. asperellum | T.tomentosum | T. barbatum | T. asperellum | T. harzianum

(Cut-B) (SS1) (SS2) (TFR3) (TA4)
Tratamiento promedio promedio promedio promedio promedio

Testigo 56,24 56,24 45,05 41,30 29,53
Benomilo 0,09 0,00 0,07 0,13 0,10
Captan 1,19 1,91 0,53 1,03 1,23
Fluazinam 0,59 6,23 0,59 1,12 1,68
Quintozeno + thiram 0,00 0,00 0,30 0,33 0,38
Tiofanato metilico 0,00 0,21 0,14 0,00 0,10

Gustavo Rojas Tapia
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7.2 Sensibilidad in vitro de T. asperellum (Cut-B) a fungicidas

El area de crecimiento micelial in vitro de T. asperellum (Cut-B) con los fungicidas fue
estadisticamente diferente al testigo (P>0.05). Por otro lado, no se presentaron
diferencias (P>0.05) entre los tratamientos con gintozeno + thiram, tiofanato metilico y
benomilo, en los cuales al término del experimento fue evidente que el hongo fue
sensible, ya que los tratamientos con quintozeno + thiram y tiofanato metilico inhibieron

el 100 % del crecimiento, y benomilo el 99.83 % (Cuadro 6).

Entre los tratamientos con fluazinam y captan se presentaron diferencias estadisticas
(P>0.05) en el area de crecimiento micelial, siendo esta de 0.59 y 1.19 cm?
respectivamente. De acuerdo con los datos anteriores, el area de inhibicion de los
fungicidas respecto al testigo fue de 98.95 y 97.88 %, respectivamente, lo que indica que

a las dosis evaluadas T. asperellum (Cut-B) presenta tolerancia (Cuadro 6).

En cuanto a las caracteristicas culturales de cada uno de los tratamientos, T. asperellum
(Cut-B) tratado con captan presentd crecimiento irregular y abundante esporulacion, lo
cual fue evidente debido a la coloracién verdosa y textura granular que se present6 en el
centro de la caja de Petri; en contraste, con fluazinam el crecimiento micelial fue irregular
y de consistencia compacta, sin evidencia de la formacién de esporas debido a la

colocacion blanca del micelio (Figura 3).

Respecto al efecto fungicida y/o fungistatico de los tratamientos con quintozeno + thiram,
tiofanato metilico, al resembrar a T. asperellum (Cut-B) en medio de cultivo sin fungicidas

retomd su crecimiento a los nueve dias en el caso de quintozeno + thiram, por lo que el
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efecto fue fungistético; con tiofanato metilico no hubo crecimiento por lo que el efecto fue

fungicida (Cuadro 6, Figura 4, Anexo 6).

Cuadro 6. Area de crecimiento micelial (cm?2) de Trichoderma asperellum (Cut-B) en
medio de cultivo PDA con fungicidas.

Area de .
. o Porcentaje de
Tratamiento crecimiento o Efecto
micelial (cm2)* inhibicion
Quintozeno + thiram 02 100 Fungistético

Tiofanato metilico 02 100 Fungicida
Benomilo 0.092 99.83 No aplica
Fluazinam 0.59P 98.95 No aplica
Captan 1.19¢ 97.88 No aplica
Testigo 56.244 No aplica

* Medias con una letra comun no son significativamente diferentes. Comparacion de

medias Tukey (P>0.05).
* Respecto al testigo.

Gustavo Rojas Tapia
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Figura 3. Crecimiento micelial in vitro de Trichoderma asperellum (Cut-B) en medio de
cultivo PDA con fungicidas. a) Testigo, b) benomilo, ¢) captan, d) fluazinam, e) quintozeno
+ thiram y f) tiofanato metilico.
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Figura 4. Crecimiento micelial in vitro de Trichoderma asperellum (Cut-B) transferido a
medio de cultivo PDA sin fungicidas, a partir de los tratamientos de: a) quintozeno +
thiram, b) tiofanato metilico.

7.3 Sensibilidad in vitro de T. tomentosum (SS1) a fungicidas

El area de crecimiento micelial de T. tomentosum (SS1) con los fungicidas fue
estadisticamente diferente (P>0.05) al testigo. Por otro lado, no se presentaron
diferencias (P>0.05) entre los tratamientos con quintozeno + thiram, benomilo y tiofanato
metilico. Cuando T. tomentosum (SS1) se encontr6 expuesto al tratamiento con
guintozeno + thiram y benomilo el crecimiento fue nulo, por lo que fue considerado
sensible; mientras que con tiofanato metilico presenté un area de crecimiento de 0.21

cm?, lo que equivale a inhibicion del 99.62 % (Cuadro 7).

Se presentaron diferencias estadisticas (P>0.05) en el crecimiento con los tratamientos

con captan y fluazinam; el hongo presenté mayor crecimiento con fluazinam y en menor
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medida con captan, siendo este de 6.23 y 3.42 cm?; en este caso, los porcentajes de
inhibicion fueron de 93.91 y 88.92 %, respectivamente, lo que indica que a las dosis

evaluadas T. tomentosum (SS1) tolera la presencia de estos fungicidas (Cuadro 7).

En el medio de cultivo del tratamiento con captan, T. tomentosum (SS1) presenté
crecimiento irregular de coloracion blanca en los extremos del crecimiento y amarillenta
en el centro; con los tratamientos con fluazinam y tiofanto metilico present6 crecimiento
micelial irregular y de consistencia compacta de color amarillo, sin evidencia de la

formacion de esporas (Figura 5).

Cuando se transfirié a T. tomentosum (SS1) del medio de cultivo con los tratamientos con
guintozeno + thiram, tiofanato metilico y benomilo a PDA sin fungicida, retomé su
crecimiento a los cuatro dias en el caso de quintozeno + thiram, por lo cual se considero
gue efecto fue fungistatico. En el caso de la transferencia a partir de las cajas con
benomilo, el efecto fue fungicida debido a que el hongo no se desarrollé en el medio PDA

(Cuadro 7, Figura 6, Anexo 6).
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Cuadro 7. Area de crecimiento micelial de Trichoderma tomentosum (SS1) en medio de
cultivo PDA con fungicidas.

Area de .
. . Porcentaje de
Tratamiento crecimiento o Efecto
micelial (cm2)* inhibicion
Quintozeno + thiram 0?2 100 Fungistético

Benomilo 02 100 Fungicida
Tiofanato metilico 0.21@ 99.62 No aplica
Captan 3.42° 93.91 No aplica
Fluazinam 6.23° 88.92 No aplica
Testigo 56.244 No aplica

* Medias con una letra
medias Tukey (P>0.05).
* Respecto al testigo.

Gustavo Rojas Tapia
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Figura 5. Crecimiento micelial in vitro de Trichoderma tomentosum (SS1) en medio de
cultivo PDA con fungicidas. a) Testigo, b) benomilo, ¢) captan, d) fluazinam, e€) quintozeno
+ thiram y f) tiofanato metilico.
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Figura 6. Crecimiento micelial in vitro de Trichoderma tomentosum (SS1) transferido a
medio de cultivo PDA sin fungicidas, a partir de los tratamientos de: a) quintozeno + thiram
y b) benomilo.

7.4 Sensibilidad in vitro de T. barbatum (SS2) a fungicidas

El area de crecimiento micelial de T. barbatum (SS2) con los fungicidas fue
estadisticamente diferente al testigo (P>0.05). Por otro lado, no se presentaron
diferencias (P>0.05) entre los tratamientos con benomilo, tiofanato metilico, quintozeno
+ thiram, captan y fluazinam, con los cuales al término del experimento el hongo
desarrollé crecimiento de micelio en promedio 0.07, 0.13, 0.3, 0.53 y 0.59 cm?,
respectivamente. Como es evidente, T. barbatum (SS2) tolera en mayor medida la
presencia de captan y fluazinam, con los cuales el porcentaje de inhibicion fue de 99.05

y 98.95 %, respectivamente (Cuadro 8).
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En el medio de cultivo del tratamiento con captan, se presentd crecimiento irregular de
consistencia algodonosa; en contraste, los tratamientos con fluazinam y quintozeno +
thiram se presento crecimiento micelial irregular en el borde del disco, sin evidencia de la

formacion de esporas (Figura 7).

Cuadro 8. Area de crecimiento micelial de Trichoderma barbatum (SS2) en medio de
cultivo PDA con fungicidas.

Area de .
. o Porcentaje de
Tratamiento crecimiento T
micelial (cm?)* inhibicion
Benomilo 0.072 99.87
Tiofanato metilico 0.132 99.76
Quintozeno + Thiram 0.302 99.46
Captan 0.532 99.05
Fluazinam 0.592 98.95

Testigo 45.05°

* Medias con una letra comun no son significativamente diferentes. Comparacion de
medias Tukey (P>0.05).
* Respecto al testigo.
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Figura 7. Crecimiento micelial in vitro de Trichoderma barbatum (SS2) en medio de cultivo
PDA con fungicidas. a) Testigo, b) benomilo, c) captan, d) fluazinam, e) quintozeno +
thiram y f) tiofanato metilico.
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7.5 Sensibilidad in vitro de T. asperellum (TFR3) a fungicidas

El area de crecimiento micelial de T. asperellum (TFR3) con fungicidas fue
estadisticamente diferente al testigo (P>0.05). En lo que respecta a tiofanato metilico,
benomilo, quintozeno + thiram, captan y fluazinam no se presentaron diferencias entre
ellos (P>0.05), en los cuales al término del experimento el hongo presentd crecimiento
de 0.04, 0.13, 0.32, 1.03 y 1.12 cm?, respectivamente. Evidentemente T. asperellum
(TFR3) presentd mayor tolerancia a captan y fluazinam, con los cuales el porcentaje de

inhibicién fue de 98.16 y 98 % (Cuadro 9).

En cuanto a las caracteristicas culturales, en el medio de cultivo de los tratamientos con
captan, el antagonista presentd crecimiento irregular y esporulacion en el centro de la
caja de Petri; con fluazinam el crecimiento micelial fue irregular de consistencia
algodonosa, sin evidencia de la formacién de esporas; con quintozeno + thiram, el
crecimiento sobre el medio de cultivo fue blanco algodonoso con indicios de la formacion

de esporas (Figura 8).
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Cuadro 9. Area de crecimiento micelial de Trichoderma asperellum (TFR3) en medio de
cultivo PDA con fungicidas.

Area de .
: o Porcentaje de
Tratamiento crecimiento A
micelial (cm2)* inhibicion
Tiofanato metilico 0.042 99.92
Benomilo 0.132 99.76
Quintozeno + Thiram 0.322 99.43
Captan 1.032 98.16
Fluazinam 1.122 98.00

Testigo 41.3°

* Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes. Comparacion de
medias Tukey (P>0.05).
* Respecto al testigo.
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Figura 8. Crecimiento micelial in vitro de Trichoderma asperellum (TFR3) en medio de
cultivo PDA con fungicidas. a) Testigo, b) benomilo, ¢) captan, d) fluazinam, e€) quintozeno
+ thiram y f) tiofanato metilico.
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7.6 Sensibilidad in vitro de T. harzianum (TA4) a fungicidas

El 4rea de crecimiento micelial de T. harzianum (TA4) con los fungicidas fue
estadisticamente diferente (P>0.05) al testigo. En términos generales, de acuerdo con el
andlisis estadistico no se presentaron diferencias (P>0.05) entre los tratamientos de
benomilo, tiofanato metilico, quintozeno + thiram y captan, con los cuales al término del
experimento el area de crecimiento micelial de T. harzianum (TA4) fue de 0.09, 0.10, 0.38
y 1.23 cm?. Cabe sefialar que la mayor area de crecimiento se presenté con fluazinam,
en el que el area de crecimiento del hongo antagonista fue de 1.68 cm?. Tales resultados

demuestran que T. harzianum (TA4) toleré la presencia de estos fungicidas (Cuadro 10).

En el medio de cultivo de T. harzianum (TA4) los tratamientos con captan el aislado
presento crecimiento irregular con apariencia algodonosa de color verde en el centro de
la colonia, lo que indica que el hongo ha producido esporas y con fluazinam se presento
crecimiento micelial irregular y de apariencia algodonosa de color blanco, sin evidencia

de la formacién de esporas (Figura 9).
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Cuadro 10. Area de crecimiento micelial de Trichoderma harzianum (TA4) en medio de

cultivo PDA con fungicidas.

Area de .
: o Porcentaje de
Tratamiento crecimiento o
micelial (cm2)* inhibicion

Benomilo 0.092 99.83

Tiofanato metilico 0.10@ 99.82

Quintozeno + Thiram 0.382 99.32

Captan 1.232 98.95

Fluazinam 1.68° 97.81
Testigo 29.53°¢

* Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes. Comparacién de

medias Tukey (P>0.05).
* Respecto al testigo.
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Figura 9. Crecimiento micelial in vitro de Trichoderma harzianum (TA4) en medio de
cultivo PDA con fungicidas. a) Testigo, b) benomilo, ¢) captan, d) fluazinam, e€) quintozeno
+ thiram y f) tiofanato metilico.
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7.7 Comparacién de la respuesta de sensibilidad a fungicidas entre los cinco

aislados de Trichoderma spp.

Al comparar la respuesta de los cinco aislados de Trichoderma spp. frente a los fungicidas
benomilo, captan, fluazinam, quintozeno + thiram y tiofanato metilico, se observaron
diferencias estadisticas significativas (P>0.05) en el area de crecimiento micelial

dependiendo del fungicida con el que se encontraron expuesto.

7.8 Comparacion de la respuesta de sensibilidad a benomilo

El area de crecimiento micelial in vitro de T. tomentosum (SS1) con benomilo fue
estadisticamente diferente (P>0.05) a T. asperellum (TFR3) siendo esta de 0.0 y 0.13
cm?, respectivamente. Por otro lado, no se presentaron diferencias (P>0.05) entre los
aislados de T. barbatum (SS2), T. asperellum (Cut-B), T. harzianum (TA4) y T. asperellum
(TFR3). De acuerdo con lo anterior, T. tomentosum (SS1) es el Unico aislado que

presenta sensibilidad a dicho fungicida (Figura 10).
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Figura 10. Area de crecimiento micelial (cm?) de T. tomentosum (SS1), T. barbatum
(SS2), T. asperellum (CUT-B), T. harzianum (TA4) y T. asperellum (TFR3), en medio de
cultivo PDA adicionado con benomilo. Barras con letra en comun indican que no existen
diferencias estadisticas. Comparacion de medias Tukey (P>0.05).

7.9 Comparaciéon de larespuesta de sensibilidad a captan

En el tratamiento con captan el area de crecimiento micelial in vitro de T. barbatum (SS2)
fue estadisticamente diferente (P>0.05) a los otros aislados, siendo este el que presento
la menor area de crecimiento micelial con 0.53 cm?. Por otro lado, no se presentaron
diferencias (P>0.05) entre los aislados de T. asperellum (TFR3), T. asperellum (Cut-B) y

T. harzianum (TA4), en los cuales el crecimiento fue de 1.03, 1.19 y 1.23 cm?,
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respectivamente. T. tomentosum (SS1) puede ser catalogado como el aislado de menor
sensibilidad, ya que estadisticamente fue diferente a los demés y presentd un area de
crecimiento de 1.906 cm?. De acuerdo con lo anterior, es evidente que ninguno de los

cinco aislados es sensible a captan (Figura 11).
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Figura 11. Area de crecimiento micelial (cm?) de T. barbatum (SS2), T. asperellum
(TFR3), T. asperellum (CUT-B), T. harzianum (TA4) y T. tomentosum (SS1), en medio de
cultivo PDA adicionado con captan. Barras con letra en comin indican que no existen
diferencias estadisticas. Comparacion de medias Tukey (P>0.05).
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7.10 Comparacion de larespuesta de sensibilidad a fluazinam

Ninguno de los aislados presentd sensibilidad al fungicida fluazinam; no obstante, la
tolerancia se present6 en diferentes grados. El aislado mas tolerante fue T. tomentosum
(SS1), en el cual el area de crecimiento micelial in vitro fue estadisticamente diferente a
los demas (P>0.05) con un area de 6.23 cm?; le siguid T. harzianum (TA4), T. asperellum
(TFR3), T. asperellum (Cut-B) y T. barbatum (SS2), en los cuales se registré un area de

crecimiento micelial de 1.68, 1.12 0.59, 0.59 y cm?, respectivamente (Figura 12).
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Figura 12. Area de crecimiento micelial (cm?) de T. barbatum (SS2), T. asperellum (CUT-
B), T. asperellum (TFR3), T. harzianum (TA4) y T. tomentosum (SS1), en medio de cultivo

PDA adicionado con fluazinam. Barras con letra en comun indican que no existen diferencias
estadisticas. Comparacion de medias Tukey (P>0.05).
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7.11 Comparacion de larespuesta de sensibilidad a quintozeno + thiram

Con los fungicidas quintozeno + thiram los aislados T. asperellum (Cut-B) y T.
tomentosum (SS1) no presentaron crecimiento micelial en el medio de cultivo, lo que
indica que son sensibles; la respuesta de tales aislados fue estadisticamente diferente
(P>0.05) a T. barbatum (SS2), T. asperellum (TFR3) y T. harzianum (TA4), los cuales
crecieron 0.30, 0.32 y 0.38 cm?, respectivamente. En este sentido, estos tres Ultimos

aislados se consideran tolerantes a los fungicidas (Figura 13).
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Figura 13. Area de crecimiento micelial (cm?2) de T. asperellum (CUT-B), T. tomentosum
(SS1), T. barbatum (SS2), T. asperellum (TFR3) y T. harzianum (TA4), en medio de
cultivo PDA adicionado con quintozeno + thiram. Barras con letra en comdn indican que no
existen diferencias estadisticas. Comparacion de medias Tukey (P>0.05).
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7.12 Comparacion de larespuesta de sensibilidad a tiofanato metilico

Con el fungicida tiofanato metilico no se encontraron diferencias estadisticas (P>0.05) en
el area de crecimiento micelial de los cinco aislados; no obstante, se considera como
sensible aT. asperellum (CUT-B), ya que no presentd crecimiento. En términos generales
el crecimiento fue bajo en todos los aislados; el de mayor area fue T. tomentosum (SS1)
con 0.206 cm?, seguido de T. barbatum (SS2), T. harzianum (TA4) y T. asperellum

(TFR3), con 0.14, 0.1 y 0.039 cm?, respectivamente (Figura 14).
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Figura 14. Area de crecimiento micelial (cm2) de T. asperellum (CUT-B), T. asperellum
(TFR3), T. harzianum (TA4), T. barbatum (SS2) y T. tomentosum (SS1), en medio de
cultivo PDA adicionado con tiofanato metilico. Barras con letra en comun indican que no
existen diferencias estadisticas. Comparacion de medias Tukey (P>0.05).
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8 DISCUSION

En el presente estudio se determind la sensibilidad in vitro de los aislados T. asperellum
(Cut-B y TFR3), T. tomentosum (SS1), T. barbatum (SS2) y T. harzianum (TA4) a los
fungicidas: tiofanato metilico, benomilo, captan, fluazinam y quintozeno + thiram, los
cuales se encuentran entre los ingredientes activos mas utilizados para el manejo de
fitopatégenos del suelo (Dominguez, 2008). El interés de llevar esta investigacion se
fundamenta en los estudios de Martinez-Tapia et al. (2019) y Alonso (2020); el primer
autor demostré que los aislados T. barbatum (SS2) y T. asperellum (Cut-B) tienen
potencial como agentes de control biolégico de P. horiana en crisantemo
(Chrysanthemum morifolium var. Delano); por su parte, Alonso (2020) reporta que los
aislados T. tomentosum (SS1), T. barbatum (SS2), T. asperellum (TFR3) y T. harzianum
(TA4), presentan la capacidad de inhibir el crecimiento micelial de Rosellinia necatrix,

Verticillium dahliae y Botrytis cinerea, patdogenos del cultivo de Rosa spp.

En la literatura se reportan alrededor de 355 especies del género Trichoderma (Kirk et
al., 2019); sin embargo, las mas utilizadas como agentes de control bioldgico se limitan a
unas cuantas especies, entre las cuales se encuentran: T. harzianum, T. asperellum, T.
viridae, T. reesei y T. koningii (Pineda et al., 2017; Duarte et al., 2018; Martinez et al.,
2013). Como puede notarse, T. tomentosum y T. barbatum, no se encuentran dentro del

grupo de las més estudiadas; por lo que la presente investigacion, aunada a los de los
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trabajos de Martinez-Tapia et al. (2019) y Alonso (2020), contribuyen al conocimiento de

dichas especies.

Los resultados obtenidos en esta investigacién demuestran que los aislamientos de T.
asperellum (Cut-B y TFR3), T. tomentosum (SS1), T. barbatum (SS2) y T. harzianum
(TA4) presentan tolerancia a captan y fluazinam, a las dosis 1 g y 0.25 mL de i. a.,
respectivamente. De acuerdo con el mecanismo de accion, captan reacciona con las
enzimas sulfhidricas con produccién de tiofosgeno, sustancia téxica para las células del
hongo, e interfiere en el proceso de respiracion celular, por lo que inhibe la germinacion
de las esporas y dificulta el crecimiento y desarrollo micelial. Por su parte, fluazinam actua
como desacoplador de la cadena de transporte de electrones de la fosforilacion oxidativa,
inhibiendo la produccién de ATP al no generarse el gradiente de pH, afectando la

respiracion de las células del hongo (De Lifian, 2012).

Entre los estudios dirigidos a determinar la compatibilidad de Trichoderma spp. a
fluazinam, se encuentran los resultados desarrollados por Ruano-Rosa y Lépez-Herrera
(2015), quienes reportan que T. atroviride tolera a nivel in vitro la dosis de 0.001 %. Tales
resultados concuerdan con los obtenidos en el presente estudio, ya que con este
fungicida a la dosis de 0.25 mL de i. a, los aislados de Trichoderma spp. presentaron
tolerancia, registrandose los siguientes porcentajes de inhibicion: para el T. tomentosum
(SS1) 88.92 %, con T. harzianum (TA4) 97.81 %, para T. asperellum (TFR3) 98.00 % y
en el caso de T. asperellum (Cut-B) y T. barbatum (SS2) 98.95 %. Cabe seialar que

estos mismos autores enfatizan que con la adicion conjunta del fungicida y el agente de
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control biol6égico se presenta un efecto inhibitorio en el crecimiento micelial de R. necatrix,

agente causal de la pudricién blanca del aguacate (Persea americana Prill).

En lo que respecta a la compatibilidad in vitro de las cinco especies evaluadas con el
fungicida captan, los resultados obtenidos presentan relacion con lo reportado por Pelaez
et al. (2016), quienes sefialan que para T. asperellum, a concentraciones iguales o
menores a 0.5 g i. a. L™ se presenta 6 % de inhibicién en el crecimiento micelial, por lo
gue el fungicida se considera amigable con el biocontrolador. En contraste, en el presente
estudio la dosis evaluada fue de 1 g de i. a. L%, es decir 50 % mas; de ahi, que el
crecimiento micelial fue menor, registrandose los siguientes porcentajes de inhibicion:
para el aislado T. tomentosum (SS1) 93.91 %, para T. asperellum (Cut-B) 97.88 %, con
T. asperellum (TFR3) 98.16 %, T. harzianum (TA4) 98.95 % y en el caso de barbatum
(SS2) 99.05 %. Cabe sefalar que para la obtencion de colonias puras de Trichoderma
spp. a partir de muestras de suelo, los autores Askew y Lang (1993) recomiendan un
medio de cultivo selectivo que contiene fungicidas (entre otros nutrientes y antibioticos),
entre estos captan a la dosis de 0.04 g i. a. L, la cual es menor en 96 % a la evaluada;
ademas, sugieren la adicion de 0.2 g i. a. L't de quintozeno, que equivale al 26.7 % de la
dosis la evaluada. Quitozeno actiua negativamente en la célula del hongo, de tal modo
gue Interfiere con la division mitética y también causa lisis de la membrana mitocondrial

causando dafio en general al hongo (De Lifian, 2012).

Por otro lado, los aislados T. asperellum (Cut-B) y T. tomentosum (SS1) 1 fueron
sensibles a quintozeno + thiram, benomilo y tiofanato metilico, siendo thiram un inhibidor

de las enzimas de radical metdlico y las sulfhidricas e infiere en la respiracion celular del
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hongo y en la transduccion de sefiales osméticas e impide la germinacion de las esporas;
en el caso de benomilo actia dentro de la célula infiriendo en la sintesis del DNA, inhibe
la formacién de B-tubulina en la mitosis y el mecanismo de transmision de mensajes
genéticos del DNA al RNA vy tiofanato metilico actua impidiendo el crecimiento micelial y
la germinacion de conidios, siendo altamente toxico para el hongo e inhibe la formacion

de tubulina en la mitosis (De Lifian, 2012; FRAC, 2019).

Muifio et al. (2001) estudiaron el efecto de thiram frente a Trichoderma spp. a las dosis
de 50y 10 mg i. a. L, registrando mortalidad de poco menos del 100 % a las 48 horas,
pero retomd su crecimiento a los cinco dias, por lo que se consider6 moderadamente
toxico y compatible. Esto coincide con los resultados correspondientes a los aislados T.
asperellum (Cut-B) y T. tomentosum (SS1), debido a que en el medio de cultivo de cultivo
con quintozeno + thiram no presentaron crecimiento, pero al transferirlos a medio PDA,
retomaron su crecimiento a los cuatro dias, teniendo efecto fungistatico; en el caso de los
aislados T. barbatum (SS2), T. asperellum (TFR3) y T. harzianum (TA4) presentaron
cierta tolerancia al tener un area de crecimiento micelial de 0.30, 0.32, 0.38 cm?,

respectivamente.

Muifio et al. (2001) sostienen que con benomilo a las dosis de 50 y 10 mg i. a. L?
Trichoderma spp. presenta mortalidad del 100 %, por lo que lo consideran téxico; lo
mencionado por los referidos autores concuerda con el presente estudio, debido a que
en el aislado T. tomentosum (SS1) su crecimiento fue de nulo. No obstante, los aislados

T. barbatum (SS2), T. asperellum (TFR3) y T. harzianum (TA4) presentaron cierta
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tolerancia frente a tal fungicida, al registrarse un area de crecimiento micelial de 0.07,

0.13, 0.09 cm?, respectivamente.

Con tiofanato metilico el area de crecimiento fue de los aislados T. barbatum (SS2), T.
asperellum (TFR3) y T. harzianum (TA4) fue de: 0.13, 0.04, 0.10 cm?, respectivamente;
esto concuerda con Franco y Orrego (2013), quienes sefialan que los aislados de
Trichoderma spp. A-76 y A-106, provenientes de un suelo de Paraguay, son compatibles
a tiofanato metilico + thiram a la dosis de 0.85 g i. a. debido a que la inhibicion del

crecimiento micelial del hongo fue de 4 %.
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9 CONCLUSIONES

Los aislados T. tomentosum (SS1), T. asperellum (Cut-B y TFR3), T. harzianum (TA4) y
T. barbatum (SS2) presentan tolerancia a captan, los cuales presentaron crecimiento
micelial de 6.09, 2.12, 1.84, 1.05 y 0.95 %, respectivamente, en comparacién con el

testigo sin fungicida.

En cuanto a fluazinam ningun aislado fue sensible; la mayor tolerancia, respecto al testigo
sin fungicida, se presento en el aislado T. tomentosum (SS1) con 11.08 % de crecimiento,
seguido de T. harzianum (TA4) con 2.19 %, T. asperellum (TFR3) con 2 % vy, T.

asperellum (Cut-B) y T. barbatum (SS2) con 1.05 %.

Con el fungicida benomilo T. tomentosum (SS1) fue sensible; no obstante, los otros cuatro
aislados presentaron baja tolerancia la cual fue evidente debido al porcentaje de

crecimiento micelial que se encontro entre 0.24 y 0.13 % respecto al testigo sin fungicida.

Con tiofanato metilico el aislado T. asperellum (Cut-B) present6 sensibilidad; en contraste
con el testigo, T. tomentosum (SS1) crecié 0.38 %, T. barbatum (SS2) 0.24 %, T.

harzianum (TA4) 0.18 % y T. asperellum (TFR3) 0.08 %.

Por otro lado, con el fungicida quintozeno + thiram, T. asperellum (Cut-B) y T. tomentosum
(SS1) fueron sensibles, sin embargo el efecto fue fungistatico. Por su parte los aislados
T. harzianum (TA4), T. asperellum (TFR3) y T. barbatum (SS2) presentaron crecimiento

micelial de 0.68, 0.57 y 0.54 %, respectivamente, en comparacion con el testigo.
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De acuerdo con lo anterior, los aislados de Trichoderma spp. presentan potencial para
ser incluidos en el disefio de un manejo integral y sustentable de cultivos, en el que tanto

el antagonista como el fungicida tendran efecto sobre los fitopatégenos.
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10 RECOMENDACIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos, no se recomienda el uso de benomilo en
combinacion con el aislado SS1 y tiofanato metilico con el aislados Cut-B en para el
manejo de fitopatdgenos del suelo, debido a la sensibilidad que mostraron a estos

ingredientes activos.

Se recomienda determinar la DLsoy DLos de los fungicidas captan y fluazinam, debido a

gue fueron los fungicidas en los que se presenté la mayor tolerancia.

Realizar estudios de compatibilidad en campo de los aislados T. asperellum (Cut-B y
TFR3), T. tomentosum (SS1), T. barbatum (SS2) y T. harzianum (TA4) con fungicidas,
con la finalidad de generar informacién que permita proponer estrategias de manejo

integrado de enfermedades y con ello minimizar los impactos ambientales negativos.
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12 ANEXOS

Anexo 1. Area de crecimiento micelial (cm?) de T. asperellum (Cut-B) en las réplicas 1y 2, en los tratamientos: testigo,
benomilo, captan, fluazinam, quintozeno + thiram y tiofanato metilico.

Testigo

Benomilo

Captan

Fluazinam

Quintozeno +

Tiofanato metilico

Repeticion Réplica Réplica | Réplica Réplica | Réplica Réplica | Réplica Réplica Réplictzlrarlgéplica Réplica Réplica
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
1 56.243  56.243 0.157 0 0.95 1.23 0.681 0.609 0 0 0 0
2 56.243 56.243 0 0 1.307 1.104 0.357 0.547 0 0 0 0
3 56.243  56.243 0 0 1.115 1.028 0.622 0.318 0 0 0 0
4 56.243 56.243 0.219 0 1.291 1.29 0.794 0.632 0 0 0 0
5 56.243  56.243 0.332 0.301 1.143 1.194 0.676 0.61 0 0 0 0
6 56.243 56.243 0 0.219 0.988 0.995 0.748 0.517 0 0 0 0
7 56.243 56.243 0 0.082 1.582 1.425 0.664 0.475 0 0 0 0
Promedio* | 56.243 56.243 0.101 0.086 1.197 1.181 0.649 0.530 0 0 0 0
*No existen diferencias estadisticas (P>0.05) entre las réplicas de cada tratamiento.
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Anexo 2. Area de crecimiento micelial (cm?) de T. tomentosum (SS1) en las réplicas 1y 2, en los tratamientos: testigo,
benomilo, captan, fluazinam, quintozeno + thiram y tiofanato metilico.

Testigo

Benomilo

Captan

Fluazinam

Quintozeno +

Tiofanato metilico

Repeticion Réplica Réplica | Réplica Réplica | Réplica Réplica | Réplica Réplica Réplictzlrarlgéplica Réplica Réplica
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 2 1
1 56.243 56.243 0 0 3.711 3.329 5.688 3.655 0 0 0.363 0
2 56.243  56.243 0 0 3.762 2.941 6.803 6.716 0 0 0.258 0
3 56.243  56.243 0 0 2.478 3.909 5.458 7.593 0 0 0 0
4 56.243 56.243 0 0 2.316 3.399 3.638 7.316 0 0 0 0
5 56.243 56.243 0 0 3.38 3.343 5.693 7.292 0 0 0 0
6 56.243 56.243 0 0 1.866 4.267 5.574 8.006 0 0 0 0
7 56.243  56.243 0 0 2.069 7.171 5.931 7.911 0 0 2.253 0
Promedio* | 56.243 56.243 0 0 2.797 1.015 5.541 6.927 0 0 0.411 0
*No existen diferencias estadisticas (P>0.05) entre las réplicas de cada tratamiento.
72

Gustavo Rojas Tapia



Sensibilidad in vitro de cinco aislados de Trichoderma spp. a fungicidas

Anexo 3. Area de crecimiento micelial (cm?2) de T. barbatum (SS2) en las réplicas 1y 2, en los tratamientos: testigo,
benomilo, captan, fluazinam, quintozeno + thiram y tiofanato metilico.

Testigo

Benomilo

Captan

Fluazinam

Quintozeno +

Tiofanato metilico

Repeticion Réplica Réplica | Réplica Réplica | Réplica Réplica | Réplica Réplica Réplictzlrarlgéplica Réplica Réplica
1 2 1 2 1 2 1 1 1 2 2 1
1 42.099 46.38 0.236 0.153 1.219 0.364 0.737 0.092 0.452 0.34 0 0
2 52.158  49.29 0 0 0.412 0.354 0.797 0.32 0.504 0.188 0 0.083
3 45.156  37.792 0 0.097 0.457 0.337 0.81 0.139 0.232 0.157 0 0.111
4 45.608 43.01 0 0.085 0.241 0.492 0.669 0.244 0.293 0.127 0 0.162
5 43.356  39.069 0 0.177 0.89 0.518 0.872 0.082 0.305 0.188 0.627 0.026
6 43.591 44.732 0 0.027 0.764 0.526 1.114 0.111 0.587 0.153 0.307 0.182
7 48.87 49.64 0 0.138 0.438 0.364 2.055 0.156 0.627 0.091 0.214 0.174
Promedio* | 45.834 44.274 0.034 0.0968 0.632 0.423 1.008 0.164 0.429 0.178 0.164 0.106
*No existen diferencias estadisticas (P>0.05) entre las réplicas de cada tratamiento.
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Anexo 4. Area de crecimiento micelial (cm?) de T. asperellum (TFR3) en las réplicas 1y 2, en los tratamientos: testigo,
benomilo, captan, fluazinam, quintozeno + thiram y tiofanato metilico.

Testigo

Benomilo

Captan

Fluazinam

Quintozeno +

Tiofanato metilico

Repeticion Réplica Réplica | Réplica Réplica | Réplica Réplica | Réplica Réplica Répliclerarlgéplica Réplica Réplica
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
1 35.824  35.694 0.203 0.18 1.53 0.504 1.061 1.133 0.284 0.138 0.202 0
2 38.738 38.432 0.207 0.117 0.941 1.692 1.327 1.222 0.315 0.305 0 0
3 44555  43.667 0.166 0.041 1.111 0.864 1.062 1.008 0.443 0.293 0 0
4 39.746  40.012 0 0 1.072 0.497 1.338 1.12 0.278 0.176 0.18 0
5 44.666 44.254 0.169 0.25 1.148 0.931 1.174 1.072 0.832 0.157 0.16 0
6 47.232 48.664 0.172 0 1.204 1.333 1.043 1.072 0.35 0.383 0 0
7 39.042 37.666 0.107 0.201 1.132 0.457 1.032 0.958 0.397 0.194 0 0
Promedio* | 41.401 41.199 0.147 0.113 1.163 0.897 1.149 1.084 0.415 0.235 0.078 0
*No existen diferencias estadisticas (P>0.05) entre las réplicas de cada tratamiento.
74

Gustavo Rojas Tapia



Sensibilidad in vitro de cinco aislados de Trichoderma spp. a fungicidas

Anexo 5. Area de crecimiento micelial (cm?) de T. harzianum (TA4) en las réplicas 1y 2, en los tratamientos: testigo,
benomilo, captan, fluazinam, quintozeno + thiram y tiofanato metilico.

Testigo

Benomilo

Captan

Fluazinam

Quintozeno +

Tiofanato metilico

Repeticion Réplica Réplica | Réplica Réplica | Réplica Réplica | Réplica Réplica Réplictzlrarlgéplica Réplica Réplica
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
1 30.274  24.939 0 0 0.968 0.62 1.732 1.926 0.481 0.201 0 0.192
2 33.198 27.959 0.334 0.282 1.215 1.349 1.227 1.578 0.454 0.497 0 0
3 31.086 29.347 0 0 1.135 1.696 1.616 1.833 0.298 0.189 0.24 0
4 33.764 30.125 0 0.224 1.443 0.942 1.337 1.786 0.558 0.388 0.219 0
5 23.978 28.359 0.314 0 1.287 1.217 2.18 1.637 0.41 0.195 0.451 0
6 27.322 32.184 0 0 1.077 2.101 1.468 1.699 0.333 0.449 0.282 0
7 33.347 27.514 0.175 0 0.872 1.254 1.612 1.915 0.482 0.38 0 0
Promedio* | 30.425 28.633 0.118 0.073 1.143 1.311 1.596 1.768 0.431 0.329 0.171 0.028
*No existen diferencias estadisticas (P>0.05) entre las réplicas de cada tratamiento
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Anexo 6. Crecimiento micelial (cm?) de Trichoderma asperellum (Cut-B) en medio de
cultivo PDA con fungicidas.

Area de

Tratamiento crecimiento Porcentaje de Porcentaje de
micelial (cm2)* inhibicién* crecimiento*
Quintozeno + thiram 0@ 100 0
Tiofanato metilico 02 100 0
Benomilo 0.092 99.83 0.17
Fluazinam 0.59P 98.95 1.05
Captan 1.19¢ 97.88 2.12

* Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes. Comparacion de

medias Tukey (P>0.05).
* Respecto al testigo.

Anexo 7. Crecimiento micelial de Trichoderma tomentosum (SS1) en medio de cultivo
PDA con fungicidas.

Tratamiento crscriersicejsto Porcentaje de Porcentaje de
micelial (cm2)* inhibicion* crecimiento*
Quintozeno + thiram 02 100 0
Benomilo 0?2 100 0
Tiofanato metilico 0.21@ 99.62 0.38
Captan 3.42° 93.91 6.09
Fluazinam 6.23¢ 88.92 11.08

* Medias con una letra comun no son significativamente diferentes. Comparacién de

medias Tukey (P>0.05).
* Respecto al testigo.
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Anexo 8. Crecimiento micelial de Trichoderma barbatum (SS2) en medio de cultivo PDA
con fungicidas.

Tratamiento creAcrien?iZEto Porcentaje de Porcentaje de
micelial (cm?)* inhibicién* crecimiento*
Benomilo 0.072 99.87 0.13
Tiofanato metilico 0.132 99.76 0.24
Quintozeno + Thiram 0.302 99.46 0.56
Captan 0.532 99.05 0.95
Fluazinam 0.592 98.95 1.05

* Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes. Comparacién de
medias Tukey (P>0.05).
* Respecto al testigo.

Anexo 9. Crecimiento micelial in vitro de Trichoderma asperellum (TFR3) en medio de
cultivo PDA con fungicidas.

Area de

Tratamiento crecimiento Porcentaje de Porcentaje de
micelial (cm?)* inhibicién* crecimiento*
Tiofanato metilico 0.042 99.92 0.08
Benomilo 0.132 99.76 0.24
Quintozeno + Thiram 0.322 99.43 0.57
Captan 1.032 98.16 1.84
Fluazinam 1.122 98.00 2

* Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes. Comparacion de
medias Tukey (P>0.05).
* Respecto al testigo.
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Anexo 10. Crecimiento micelial in vitro de Trichoderma harzianum (TA4) en medio de
cultivo PDA con fungicidas.

Tratamiento cr:crien?i(;ﬁto Porcentaje de Porcentaje de
micelial (cm?)* inhibicion* crecimiento*
Benomilo 0.092 99.83 0.17
Tiofanato metilico 0.102 99.82 0.18
Quintozeno + Thiram 0.382b 99.32 0.68
Captan 1.23% 98.95 1.05
Fluazinam 1.68° 97.81 2.19

* Medias con una letra comun no son significativamente diferentes. Comparacion de
medias Tukey (P>0.05).
* Respecto al testigo.

78

Gustavo Rojas Tapia



Sensibilidad in vitro de cinco aislados de Trichoderma spp. a fungicidas

Anexo 11. Efecto del ingrediente activo sobre los aislados; T. asperellum (Cut-B y
TFR3), T. tomentosum (SS1), T. barbatum (SS2) y T. harzianum (TA4).

Fluazinam Captan Benomilo Tiofanato Quintozeno+Thiram
metilico
Tolerante Tolerante Sensible Sensible Fungistatico
SS1 Tolerante Tolerante Sensible Sensible Fungistatico
SS2 Tolerante Tolerante Baja tolerancia Baja Tolerante
tolerancia
TFR3 Tolerante Tolerante Baja tolerancia Baja Tolerante
tolerancia
TA4 Tolerante Tolerante Baja tolerancia Baja Tolerante
tolerancia
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