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Resumen

Trichoderma spp. constituye uno de los bioplaguicidas mas empleados en la actualidad
por sus propiedades anti fungicas. El objetivo de esta investigacion fue evaluar in vitro,
las potencialidades de Trichoderma spp. cepas (A-53), (A-34) y (TS-3) frente a
Stemphylium lycopersici, hongo patdgeno en cultivos del tomate. Se realizo el
enfrentamiento entre S. lycopersici con Trichoderma harzianum (A-34), (A-53) y T.
viride (TS-3), mediante un ensayo de antagonismo en PDA. Los indicadores evaluados
fueron el indice de crecimiento (IC) y porcentaje de inhibicion micelial (%IM). De las
cepas evaluadas la de mayor efectividad fue A-53 (%IM=87.52 *+ 4.53), (IC=0.78 =*
0.06), presentando este ultimo indicador diferencias estadisticas con la cepa TS-3 (p<

0.05). La cepa A-53 fue la de menor variabilidad en relacion al numero de réplicas, los
valores del %IM estuvieron entre 94.49 % a 82.98 % y el IC 0.88 a 0.68. A diferencia de
la cepa TS-3 que presentdé mayor variabilidad en el indice de crecimiento (0.84 a 0.40)
y la (A-34) en el % del indice de inhibicion micelial (90.71 % a 63.54 %). No se encontrd
diferencias estadisticas del %IM entre las tres cepas. Estos resultados demuestran las
potencialidades de Trichodrema spp. como biocontrolador de Stemphylium lycopersici

en cultivos de tomate.

Palabras clave: Trichodrema spp.; inhibicion micelial (IM), bioplaguicida.



Abstract

Trichoderma spp. it is one of the most used biocontroller currently for its antifungal
properties. The objective of this investigation was to evaluate in vitro the potentialities of
Trichoderma spp. strains (A-53), (A-34) and (TS-3) against Stemphylium lycopersici,
pathogenic fungus in tomato crops. The confrontation between S. lycopersici with
Trichoderma harzianum (A-34), (A-53) and T. viride (TS-3) was carried out by means of
an assay of antagonism in PDA. The indicators evaluated were the growth index (IC)
and percentage of mycelial inhibition (%IM). Of the strains evaluated, the most effective
was A-53 (%IM = 87.52 £ 4.53), (IC = 0.78 = 0.06), this last indicator showing
statistical differences with the TS-3 strain (p< 0.05). Strain A-53 was the lower variability
in relation to the number of replicates, the % IM values were between 94.49% and
82.98% and the IC 0.88 and 0.68. Unlike the strain TS-3 that showed a lower value in
the growth index (0.84 a 0.40) and the (A-34) in the % of the mycelial inhibition index
(90.71 % a 63.54 %). There were no statistical differences in %IM between the three
strains. These results demonstrate the potentialities of Trichodrema spp. as a

biocontroller of Stemphylium lycopersici in tomato crops.

Key words: Trichodrema spp.; mycelial inhibition (IM), biological control.
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Introduccién

La contaminacion ambiental se debe principalmente al uso indiscriminado y no
planificado de sustancias toxicas en diferentes procesos industriales. Para evitar la
contaminacion del ambiente podemos emplear soluciones naturales, beneficiosas para

la atmosfera y a su vez econdémico (Martinez y Reyes., 2013).

Los bioplaguicidas son alternativas empleadas en la actualidad para sustituir los
plaguicidas quimicos, constituyendo una alternativa para disminuir la contaminacion al
Medio Ambiente. La produccion agricola se encuentra cada dia mas afectada por el
uso de plaguicidas, ya sean insecticidas y fertilizantes quimicos. Estos productos
guimicos usados de forma excesiva no solo perjudican el ambiente, también provocan

dafos a las cosechas y a la salud humana (Castro y Osorio, 2012).

Trichoderma spp. actualmente es empleado como bioplaguicida por sus propiedades
para eliminar a otros hongos considerados fitopatbgenos. Este hongo se puede
encontrar distribuido en diferentes zonas y habitat, especialmente en zonas que
contienen materia organica o desechos vegetales en descomposicion. Presenta

ademas potencialidades como estimulador del crecimiento vegetal (Scarlet et al., 2016).

El género Trichoderma posee un rapido crecimiento y desarrollo, produce gran cantidad
de enzimas, inducibles en la presencia de hongos fitopatégenos. Puede desarrollarse
en una amplia gama de sustratos, lo cual facilita su produccidon masiva para su uso en
la agricultura. Presenta gran tolerancia a condiciones ambientales extremas, habitat en
sitios donde existe una alta incidencia de hongos fitopatégenos causantes de diversas
enfermedades en cultivos vegetales, pueden sobrevivir en medios con contenidos

significativos de pesticidas (Montalvo, 2012).

Trichoderma spp. absorbe nutrientes de los hongos que degrada, ademas de
materiales organicos en descomposicion, facilitando la incorporacion de materia
organica al suelo. La velocidad de crecimiento de este organismo es alta, por esto es
capaz de establecerse en el suelo rapidamente y controlar diferentes enfermedades.
Probablemente sea el hongo beneficioso mas versatil y polifacético que abunda en los
suelos (Lobaina, 2014).



Martinez et al. (2018) desarrollaron cepas promisorias de T. asperellum Samuels,
Lieckfeldt y Nirenberg para el control de aislamientos de Fusarium spp., un patégeno de
garbanzo (Cicer arietinum L.). Evaluando la actividad antagonica de las cepas de T.
asperellum por el método del cultivo dual. Todas las cepas de T. asperellum analizadas
mostraron alta capacidad competitiva por el espacio frente a los aislados de Fusarium,
varias cepas de se destacaron por su micoparasitismo frente a Fusarium nygamai (F-11)

y F. oxysporum f. sp. ciceri (F-50).

Dentro de las enfermedades foliares que mas afectan los cultivos de arroz se encuentra
(Pyricularia grisea), comunmente llamada el tizén del arroz (De Souza et al., 2017).
Para su control el método mas empleado es el uso de Trichoderma spp. Siendo para
Cuba la especie T. harzianum la mas promisoria en la inhibicion del crecimiento de

hongos fiopatdégenos foliares (Pérez et al., 2017).

En el cultivo del frijol el hongo Sclerotium rolfsii Sacc. como agente fitopatégeno
ocasiona la enfermedad conocida como el tizon surefio, provocando amarillamiento,
marchitez, caida de las hojas y finalmente la muerte de la planta (Hernandez et al,
2012).

En la actualidad no se conoce que sea patdgeno de ninguna planta; sin embargo, es
capaz de parasitar, controlar y destruir muchos hongos fitopatdgenos, nematodos y
otros agentes perjudiciales para la salud vegetal; debido a esto, muchos investigadores

lo clasifican como un hongo hiperparasito.

Esto convierte a Trichoderma en un microorganismo de imprescindible presencia en los
suelos y cultivos, y de un incalculable valor agricola. En el Laboratorio Provincial de
Sanidad Vegetal de Holguin se ha registrado en los ultimos 10 afios una afectacion
recurrente y masiva del S. lycopersici, donde se han registrados grandes pérdidas de
cosechas del tomate Lycopersicum sculentum. Por lo anterior expuesto es que se prevé
realizar un estudio sobre su aplicacibn in vitro en aislamiento del patégeno

Stemphylium lycopersici, por lo que se presenta el siguiente problema:

Problema cientifico de la investigacion: ¢Cual sera la efectividad de control in vitro

de Trichoderma spp. frente a Stemphylium lycopersici?



A partir de este problema, se formul6 la siguiente hipétesis de trabajo:

Hipotesis: Si la efectividad in vitro de Trichoderma spp. en el control de Stemphylium
lycopersici es elevada, entonces se lograra atenuar eficientemente la afectacion de

patogenos fungosos.

Objetivo General: Evaluar la efectividad de inhibicion in vitro del género Trichoderma

spp. frente a Stemphylium lycopersici.
Objetivos Especificos:

1. Evaluar las cepas (A-53), (A-34) y (TS-3) para comprobar los indicadores mas
estables frente al patdogeno de plantas de tomate Stemphylium lycopersici.

2. Determinar la efectividad in vitro como controlador bioloégico de tres cepas de
Trichoderma spp. (A-53), (A-34) y (TS-3) frente al patdgeno de plantas de tomate

Stemphylium lycopersici.

Il Revision Bibliogréfica
II.1 Generalidades del género Trichoderma.

El género Trichoderma spp. pertenece a un grupo aislado de hongos Deuteromicetos u
hongos imperfectos. Se reproducen asexualmente por conidios, los micelios forman
una superficie blanca clara y mas tarde se presentan de color verde azulado oscuro
(Lobaina, 2014).

Las especies de este género son aerobios, con capacidad para resistir un amplio
intervalo de temperaturas. La relacion entre la temperatura y el desarrollo de
Trichoderma spp., al parecer depende de la especie y del propio aislamiento. Se

conoce que el T. viride tolera 31°C, mientras que el T. harzianum tolera hasta 38°C,
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para esta Ultima, en algunos aislamientos la temperatura 6ptima para el crecimiento fue

de 20°C, aunque de manera general esta varia entre 25y 30°C.

Sin embargo a 30°C, la actividad antagonica de esta especie fue casi nula; lo cual
constituyen evidencias de que la temperatura Optima para el crecimiento, no

necesariamente coincide con la de su actividad antagonica (Martinez y Reyes., 2013).

Se encuentra de manera natural en un namero importante de suelos agricolas y otros
tipos de medios, se caracterizan por no poseer, 0 no presentar un estado sexual
determinado. Este hongo se encuentra ampliamente distribuido en el mundo, y se
presenta en diferentes zonas y habitat, especialmente en aquellos que contienen
materia organica o desechos vegetales en descomposicion, asi mismo en residuos de

cultivos, especialmente en aquellos que son atacados por otros hongos.

Su desarrollo se ve favorecido por la presencia de altas densidades de raices, las
cuales son colonizadas rapidamente por estos microorganismos. Esta capacidad de
adaptacion a diversas condiciones medioambientales y sustratos confiere al
Trichoderma spp. la posibilidad de ser utilizado en diferentes suelos, cultivos, climas y

procesos tecnologicos (Rodas, 2016).

[1.1.1 Taxonomia.

Clasificacion taxondmica del género Trichoderma (Lobaina, 2014)
* Subdivisién: Deuteromicotina

* Clase: Deuteromicetos

* Orden: Moniliales

* Familia: Moniliaceae

* Género: Trichoderma

La mayor importancia, del género Trichoderma es su funcién como agente del control
bioldgico de hongos fitopatogenos y nematodos, su accion como inductor de resistencia
en las plantas y estimulador de crecimiento (Martinez y Reyes, 2013). Se pueden
encontrar las especies T. piluliferum Webster y Rifai, T. polysporum (Link ex Pers) Rifali,

T. hamatum (Bon) Bain, T. koningii Rifai, T. aureoviride Rifai, T. harzianum Rifai, T.
4



longibrachiatum Rifai, T. pseudokoningii Rifai y T. viride Pers ex S. F Gray (Martinez y
Reyes, 2013). Siendo el T. viride y T. harzianum las especies mas conocidas del

género (Lobaina, 2014).
[1.1.2 Caracteristicas de las diferentes cepas de Trichoderma.
[1.1.2.1 Trichoderma harzianum Rifai. Cepa A-34.

Caracteristicas fisioldgicas: Las colonias presentan crecimiento rapido en PDA a 28-
30°C, micelio aéreo algodonoso, la conidiacién es difusa en grumos o agregados en
pustulas, blanco o verde de hasta 8 mm. Reverso de las colonias amarillo caramelo

rojizo. Difunde pigmento al medio de cultivo (Ver anexo 1).

Caracteristicas microscoépicas: Conidiéforos complejamente ramificados. Fialides en
verticilos de 2 a 4, muy agrupadas en niumero de hasta de 6, en ramas terminales
relativamente cortas y anchas 3.5 - 7.5 x 2.5 - 3.8um, ampuliformes a lageniformes.
Conidios incoloros a verdes, lisos, elipsoides a obovoides; 1.7 - 3.2 - 1.3 x 2.5um.

Clamidosporas intercaladas o terminales, 4 - 2um de diametro (Ver Anexo 1).
[1.1.2.2 Trichoderma harzianum Rifai. Cepa A-53.

Caracteristicas culturales: Colonias de rapido crecimiento en PDA a 28-30°C, micelio
aéreo blanco, conidiacion que cubre con frecuencia toda la superficie de la placa que
produce pustulas aplanadas hasta de 8 mm en didmetro, concéntricas o cerca de las
margenes de la placa, polvorienta o granular y de varios tonos verdes incluso en el
mismo cultivo, con frecuencia rodeado por micelio blanco estéril. Reverso de la colonia

color carmelita. Difunde pigmento al medio de cultivo.

Caracteristicas microscopicas: Conidiéforos hialinos, con estructura piramidal con un
apice estéril. La conidiacion comienza por la base de este patron de conidiéforo y las
ramas jovenes son estériles. Fidlides ampuliformes a subglobosas; muy constrefidas
en la base, e hinchadas en el medio y abruptamente estrechas en el apice en namero
hasta de seis. Conidios subglobosos a ovoides o ligeramente elipsoidales con apice
ampliamente redondeado, pared lisa o ligeramente rugosa, subhialinos a verde palido,
1.7-3.2x1.3-2.5 um (Ver anexo 2).



[1.1.2.3 Trichoderma viride Persoon. Cepa TS-3.

Caracteristicas culturales: Colonias en PDA a 28-30 °C con esporulacion difusa de
color verde intenso, micelio blanco hacia el borde de la colonia. Conidios abundantes
en anillos concéntricos, ausencia de pigmento que se difunde al medio, ocasionalmente

con aroma a coco (Gutiérrez, 2010). (Ver anexo 3).

Fialides que surgen solitarias del eje principal al extremo de las ramas laterales o en
grupos de 2-3 del extremo del conidioforo. Verticiladas ampuliformes a lageniformes,
constrefiidas en la base mas o menos engrosada, atenuadas en el extremo.
Clamidosporas hialinas verdosas. Conidios ligeramente verrucosos, globosos, verdosos

(Martinez y Reyes, 2013). (Ver anexo 3).
[1.1.3 Modos de accién.

El género Trichoderma se caracteriza por ejercer su accién biocontroladora por varios
mecanismos de accion, un mecanismo en si constituye tan solo una parte de un
complejo sistema aun cuando parezca que cada uno tenga un papel prominente por

separado (Guerrero, 2016).

En la actualidad, se reconocen varios mecanismos de accion de Trichoderma spp.
como: micoparasitismo, antibiosis, competencia con el patdgeno, promocion del
crecimiento de la planta, incremento de su tolerancia frente a estreses abibticos y

estimulacién de sus defensas contra patdgenos (Carrero, 2016).

La antibiosis ocurre cuando hay produccién de metabolitos téxicos o antibidticos de un
organismo en accion directa sobre otro, inhibiendo el crecimiento de un organismo por
los metabolitos secundarios (SMs) producidos por otro, sin que medie contacto fisico

entre ellos.

Los SMs son moléculas que no esenciales para el crecimiento del organismo pero
tienen un importante papel en sefializacion, desarrollo e interaccién con otros
organismos. Las cepas de Trichoderma spp. tienen la capacidad de producir una
amplia variedad de SMs volatiles y no volatiles distribuidos en mas de 120 estructuras
de SMs con una fuerte actividad inhibitoria del crecimiento de muchos patégenos de
plantas (Guerrero, 2016; Carrero, 2016).



El micoparasitismo producido por Trichoderma spp. es un proceso complejo que
conlleva una serie de eventos secuenciales. Primero, la especie de Trichoderma
localiza al patdgeno y crece orientado hacia él por quimiotropismo. Una vez que los
hongos parasitos y huésped establecen contacto, las hifas de Trichoderma pueden
enroscarse alrededor de la hifa de su presa y formar estructuras especializadas de tipo
apresorio, desde las que se produce la penetracion en el interior de las hifas del

patogeno.

Al establecer el contacto, el Trichoderma produce varias Enzimas de degradacién de
pared celular, entre las que destacan quitinasas, glucanasas y proteasas y antibioticos
como los peptaiboles que producirian poros en la pared celular del hongo parasitado.
Finalmente, Trichoderma digiere el contenido intracelular del hongo, fase que va
acompafiada de algunos cambios morfolégicos como vacuolizacion, pérdida de

citoplasma y desintegracion de las hifas del huésped (Carrero, 2016).

Se entiende por competencia el desigual comportamiento de dos 0 mas organismos por
un mismo requerimiento o recurso, de manera que la utilizacion de éste por uno de
ellos reduce la cantidad disponible para los demas. Estos requerimientos o recursos

pueden ser nutrientes, oxigeno, espacio fisico, luz, etc. (Paulitz, 1990).

Es dificil determinar hasta qué punto Trichoderma es capaz de ejercer su accion
antagonista solo a través de la competicion o si, otros mecanismos como el
micoparasitismo o la antibiosis preparan el escenario para que la competicion se lleve a

cabo de una forma mas eficaz (Harman, 2006).

Aun asi, existen varios ejemplos en los que la captacion de nutrientes es el mecanismo
de competicion directo de Trichoderma frente algunos patogenos (Howell y Stipanovic,
1995; Handelsman y Stabb, 1996; Lo et al., 1996).

Las especies de Trichoderma son capaces de promover el crecimiento y el desarrollo
de las raices laterales de las plantas (Chang et al., 1986), con el consiguiente
incremento de la productividad en los cultivos (Harman, 2006). Para explicar este hecho
se han sugerido varios mecanismos como son: la produccion de factores de

crecimiento y vitaminas, el control de patdbgenos menores, o la conversion de material
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no utilizable (metales como hierro, zinc, manganeso y cobre) en formas que puedan ser

utilizadas por las plantas (Carrero, 2016).

Sin embargo, no todas las especies y/o cepas de Trichoderma estimulan el desarrollo
de las plantas (Mufioz, 2012). Este hecho esta condicionado por el genotipo de la
planta y por la especie de Trichoderma en cuestion (Guigon, 2010). De hecho,
algunas especies de Trichoderma causan efectos negativos sobre el crecimiento de la
planta, como es el caso de Trichoderma brevicompactum, cuyos efectos adversos se

han asociado con una produccién de trichodermina (Carrero., 2016).

Trabajos llevados a cabo con mutantes de plantas y/o transformantes de Trichoderma
spp. han demostrado que algunas especies pueden producir acido indol acético (IAA),

provocando la regulacion de los niveles de esta hormona en la rizosfera (Carrero, 2016).

Durante muchos afios, la capacidad de distintas cepas de especies de Trichoderma spp.
para proteger a la planta contra patdégenos de raiz se atribuyé a un efecto directo sobre
el patégeno. Sin embargo, se ha demostrado que, al colonizar las raices de la planta,

dichas cepas estimulan los mecanismos de defensa de la misma (Sarayasi, 2012).

Esta demostrado que Trichoderma spp. inicialmente coloniza la superficie de las raices
de la planta para, posteriormente, penetrar en las primeras capas de células de la
epidermis, donde permanece como un microorganismo simbionte no patogénico,
induciendo cambios en la arquitectura de la raiz y otros sistémicos que influyen sobre

su capacidad de defensa contra patdgenos y estreses abidticos (Carrero, 2016).

Seria establecida la interracion con la planta, Trichoderma spp. produce una gran
variedad de los patrones moleculares asociados por microorganismo (MAPMS) vy
algunos los patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs), como la
endopoligalacturonasa ThPGL1, que activa la inmunidad provocada (MTI ); siendo la MTI

una respuesta mas fuerte que la Primaria Inducible (PTI) (Guerrero, 2016).

Los efectos beneficiosos de Trichoderma spp. en plantas sometidas a estrés abiotico
estan bien documentados, aunque muchos de los factores que controlan el estrés en

las plantas son todavia desconocidos (Guerrero, 2016).



El tratamiento de semillas con T. harzianum acelera su germinacion, incrementa el
vigor de las plantulas y aminora los efectos provocados por estrés térmico, osmatico,
salino e hidrico, ya que induciria cambios fisologicos en la planta contra los dafios

oxidativos.

Estas respuestas son comparables a los efectos provocados por Piriformospora indica
durante la simbiosis que establece con la planta (Lobaina, 2014). Un mecanismo
comun a través del cual los hongos beneficiosos y las bacterias promotoras del
crecimiento (PGPR) aumentan la tolerancia de éstas a los estreses abidticos,
disminuyendo el afio causado por la acumulacién de especies de oxigeno reactivas

(ROS) que ocurre en las plantas estresadas (Carrero, 2016).
[I.2 Funciones en la agricultura del Trichoderma spp.

Se conocen muchas funciones beneficiosas que realiza este hongo en la agricultura,
especialmente en el campo de la Sanidad Vegetal. A modo de resumen se han

demostrado las siguientes:
[1.2.1 Estimulador del crecimiento de las plantas.

Se ha comprobado que Trichoderma spp. produce sustancias estimuladoras del
crecimiento y el desarrollo de las plantas. Estas sustancias actian como catalizadores
0 aceleradores de los tejidos meristeméaticos primarios (los que tienen potencial de
formar nuevas raices en las partes jovenes de éstas, acelerando su reproduccion
celular, logrando que las plantas alcancen un desarrollo mas rapido que aquellas

plantas que no hayan sido tratadas con dicho microorganismo (Montalvo, 2012).
[1.2.2 Actividad protectora y estimulante a semillas, suelos y diferentes cultivos.
[1.2.2.1 Proteccion de semillas contra el ataque de hongos patdgenos.

Este hongo coloniza las semillas botanicas protegiendo las futuras plantulas en la fase
post-emergente de patdgenos fungicos. Cepas de Trichoderma spp. son capaces de
colonizar la superficie de la raiz y de la rizésfera a partir de la semillas tratadas y de las

plantas adultas existentes en el suelo, protegiendo a las mismas de enfermedades



fungosas. Asi las semillas reciben una cobertura protectora cuyo efecto se muestra

cuando la misma es plantada en el sustrato correspondiente.

Las semillas agricolas, tratadas con Trichoderma spp. protegen eficientemente las
plantulas en el semillero sin necesidad de tratamiento del suelo previo a la siembra. El
empleo del género Trichoderma por medio de las semillas es probablemente la forma
mas econdmica y extensiva para introducir el biocontrol en la produccién, este método
consiste en tratar las semillas con una suspensién acuosa de esporas o en forma de

polvo, con o sin necesidad de adherente (Scarlet, 2016).
[1.2.2.2 Proteccion directa a suelos y diferentes cultivos.

El manejo de las plantas mediante la rotacion de cultivos favorece a este género a
limpiar el suelo de propagulos de fitopatégenos, vulnerables durante su latencia en
ausencia del hospedante, por esta razén la utilizacién del biopreparado en los cultivos a
rotar en las areas altamente infectadas sera una forma a contribuir en la reduccion de

la poblacion del patégeno en un menor plazo de tiempo (Scarlet, 2016).

La aplicacién de Trichoderma spp., directamente al suelo ofrece incluso una proteccion
mayor a los cultivos. Cuando es utilizado para el control de hongos del suelo, pueden
mezclarse con materia organica y otras enmiendas utilizadas como biofertilizantes,

inoculantes bacterianos usados como fertilizantes ecoldgicos.

Aunque la aplicacién del biopreparado al suelo puede ser directa, la introduccion de
una enmienda organica en los canteros previa a la siembra favorecera el

establecimiento del bioagente y el desarrollo posterior de las plantas (Montalvo, 2012).

[1.2.2.3 Estimulador de los mecanismos de defensa de las plantas.

La propiedad del género Trichoderma de proteger las plantas contra patégenos
radicales ha sido atribuida a un efecto antagénico contra la invasion del patégeno. Sin

embargo, las asociaciones hongo-raiz también estimulan los mecanismos de defensa

10



de las plantas. Trichoderma spp. ejerce una proteccion a las plantas frente a patégenos

que producen dafios radicales y aéreos, inclusive infecciones virales.

Estos mecanismos de induccién de resistencia son similares a la respuesta
hipersensitiva, resistencia sistémica adquirida y resistencia sistémica inducida “RSI” en
plantas (Montalvo, 2012).

11.2.2.4 Facilitador de la solubilizacion y absorcion de nutrientes.

Para desarrollar su metabolismo Trichoderma spp. necesita de fuentes de carbono
dificilmente biodegradables, como ligninas y celulosas. Por ello, es capaz de movilizar
nutrientes del suelo mediante excrecion de enzimas extracelulares que transforman
compuestos nitrogenados organicos en nitrdgeno inorganico, fundamentalmente
amonio, y compuestos fosforados organicos en fosforo inorganico, entre otros. Esta
solubilizacion de nutrientes permite su utilizacion por las plantas, aumentando su

salubridad y resistencia al ataque de patégenos (Carrero, 2016).
[1.2.3 Trichoderma como alternativa para el ahorro de fertilizantes quimicos y pesticidas.

Trichoderma spp. posee propiedades antibidticas, los cuales actlan contra varios
microorganismos fitopatdgenos. Se comporta como saprofito en la rizosfera, siendo
capaz de destruir residuos de plantas infectadas por patégenos. Su accién es
antagonista, siendo capaz de sacar el mejor provecho por su alta adaptacién al medio,

competir por el sustrato y por espacio (Lobaina, 2014).

Es un microorganismo competitivo, ofrece una proteccion biol6gica a la planta, destruye
el inéculo patdégeno presente y contribuye a prevenir su formacién, actia por medio de
la competencia por nutrientes, produccion de metabolitos antifUngicos y enzimas

hidroliticas y micoparasitismo (Guerrero, 2016).

Tiene efecto en la solubilizacion de los fosfatos insolubles del suelo, facilitando su
asimilacion por los cultivos, forma asociaciones con micorrizas, aumentando de manera
significativa la rizosfera del suelo, permitiéndole a las plantas hacer una mayor

extraccidon de nutrientes con un alto grado de asimilacion.
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También es compatible con el biofertilizante Azotobacter chroococcum, una bacteria
que fija nitrdgeno en el suelo; por lo que se establecen relaciones de ayuda mutua, con
el consiguiente beneficio para la nutricion de los cultivos. Como es empleado como
bioagente para el control de diferentes fitopatdgenos, contribuye a sustituir en muchos
cultivos las aplicaciones de pesticidas quimicos, potenciando de manera significativa

una agricultura organica (Guerrero, 2016).
[I.3 Importancia de los bioplaguicidas en la agricultura.

La agricultura como proceso antropoldgico tiene un gran impacto en el medio ambiente.
En los dltimos afios, algunos aspectos de la agricultura a nivel industrial han sido cada
vez mas polémicos. La creciente influencia de las grandes compafiias productoras de
semillas y productos quimicos y las procesadoras de comida, preocupan cada vez mas,
tanto a los agricultores como al publico en general. La agricultura intensiva ha causado

gue vastas areas fértiles hayan dejado de serlo por completo (Lobaina, 2014).

Los bioplaguicidas tienen una gran importancia en la agricultura para la sustitucion de
los agroquimicos dirigidos contra plagas y enfermedades. La toxicidad y/o amplio
espectro de estos productos quimicos ha contribuido a una disminucién de la
biodiversidad y por tanto a una pobre regulacion de las poblaciones macro y

microbianas (Hermosa et al., 2014).

Ademas, el interés creciente sobre la salud humana, que ha conllevado a fuertes
restricciones sobre el uso de plaguicidas quimicos, ha hecho necesario implementar
estrategias mas saludables, insertados en los sistemas de produccion organica y
sistemas de Manejo Integrado de Plagas (MIP), donde el uso del control biol6gico, con

los bioplaguicidas viene a ofrecer una solucion viable (Jiménez et al., 2010).

En la actualidad se conocen mas de 1500 especies de microorganismos entre hongos,
bacterias y virus que son patégenos de artropodos y controladores de otras
poblaciones microbianas directamente. Sin embargo, solo unos pocos se usan

rutinariamente en los programas de control de plagas (Carrero, 2016).

El uso de hongos antagonistas ha revolucionado el control de enfermedades de

naturaleza fungica en plantas, y se esta investigando activamente en el efecto contra
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otros patdgenos, debido a la capacidad de estos hongos de estimular el crecimiento de
las plantas y activar los mecanismos de defensa locales y sistémicos, lo que hace

posible su uso a una escala mucho mas amplia (Malmierca et al, 2015).

Los antagonistas de naturaleza fungica dominan alrededor del 90% del mercado para
biocontrol de hongos fitopatégenos, representados en gran extension por Trichoderma
spp. Para el control de enfermedades fungicas y también para nematodos donde

sobresalen T. harzianum, T. viride, T. virens, T. pseudokoningii (Lobaina, 2014).
[1.3.1 Bioplaguicidas fungicos empleados en Cuba.

Los medios biolégicos o controladores bioldgicos, que se reproducen masivamente
para realizar aplicaciones o liberaciones masivas se adquieren en los Centros

Reproductores de Entomofagos y Entomopatogenos (CREES).

Dentro de los microorganismos que estos centros se reproducen se encuentran los
hongos entomopatdgenos. Como el Beauveria bassiana (BASISAV) siendo efectivo
contra coledpteros aunque también tiene efectos sobre otras Ordenes de insectos
principalmente mosca blanca, trips, y chinches sobre todo en la época de mayor calor;
el Verticilium lecanii (VERTISAV) es mas efectivo en los periodos frescos presenta sus
efectos frente la mosca blanca, pulgénes, cochinillas harinosas, chinches, thrips entre

otras pudiendose aplicar mezclado con Beauveria bassiana.

También se produce el Metarhizium anisopliae (METASAV) que se emplea contra
coledpteros, lepidopteros, salta hojas entre otras plagas; entre los hongos que se
producen en los CREEs los del género Trichoderma spp. (TRICOSAV) son muy
codiciados por los agricultores por su efectividad en la reducciéon de los patégenos del
suelo en los semilleros y vivero, asi como en los sustratos de los canteros, resultando
igualmente de efectivo en el tratamiento botanicas y agamicas (Vazquez y Fernandez,
2007).

I1.4 Trichoderma como bioplaguicida.

El Trichoderma spp. conocido por su capacidad de controlar enfermedades de tipo
fungosas y controlar plagas que atacan las plantas y principalmente los cultivos de

hortalizas de gran importancia economica (Gato et al, 2014). Entre los diferentes
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hongos fitopatdgenos que puede controlar se encuentra la Rhizoctonia solani, causante
del Damping-off del café, soya, tomate, arroz, tabaco, cafia de azucar, berenjena y
papa.

Ademas el Sclerotium rolfsii, causante de la pudricion de los tubérculos de malanga,
boniato y papa y de los tallos de berenjena, frijol y plantas ornamentales; Pythium spp.,
que afecta las posturas de arroz, cucurbitaceas, legumbres, pimientos y tomate;
Colletotrichum spp. que ataca mayormente los cultivos de fiame, pifia, col china,

papaya, orquideas, café, pepino, soya, tabaco y cafia.

También el Fusarium oxysporum que causa la pudricion del bulbo de la cebolla,
atacando ademas pifia, col, café, malanga, pepino, cacao, soya, boniato, tomate,
platano, tabaco y papa. Los dafios severos causados por estos hongos pueden
provocar el colapso total en las plantas, fundamentalmente en la fase temprana del
cultivo (Caballero et al., 2016).

[1.4.1 Empleo de Trichoderma spp. en Cuba.

Las cepas cubanas Trichoderma harzianum Rifai A-34 y A-53 y Trichoderma viride
Persoon TS-3, con efecto sobre hongos y nematodos, son las mas empleadas dentro
de los programas nacionales de Manejo Integrado de Plagas (MIP) en cultivos de
importancia econdmica. Estas cepas se utilizan para el control de fitopatégenos de los
géneros Fusarium, Phytophthora, Pythium, Rhizoctonia, con una disminucion

importante de los niveles de infectacion (Gato et al., 2014).

El Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA) cuenta con cepas promisorias
de T. asperellum identificadas y caracterizadas morfo-fisioldégica y molecularmente, las
cuales tienen efecto frente a una gama de hongos causantes de enfermedades en
cultivos de importancia econdmica como: tomate (Solanum lycopersicum L.), pimiento
(Capsicum annuum L.), tabaco (Nicotiana tabacum L.) y arroz (Oryza sativa L.) (Ronnie
y Martinez, 2018).

I1.5 Principales afectaciones de Stemphylium lycopersici en cultivos de tomate.

S. lycopersici produce sintomas en hojas, peciolos y tallos. Los primeros sintomas

consisten en pequefias manchas en las hojas, oscuras, circulares o alargadas, que
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aparecen en hojas de la parte baja de la planta y se distribuyen sin respetar un patrén.
Al avanzar la enfermedad, las manchas aumentan de tamafio, el centro se vuelve de
color gris y el borde mas oscuro, donde se encuentran la mayor cantidad de
conidiéforos y conidios. Las manchas viejas se secan y se agrietan de lado a lado
quedando la hoja perforada. Generalmente las manchas estan rodeadas de un halo
clorético. Si bien, al inicio de la enfermedad, los sintomas parecen no tener importancia,
al cabo de pocos dias, estas manchas coalicionan para formar grandes &reas
necroticas, las hojas se vuelven amarillas y mueren; reduciendo el area fotosintética y

provocando pérdida de los rendimientos (Syngenta, 2018). (Ver anexo 4 y 5).

En cultivos de tomate en Argentina se ha observado una elevada incidencia por
patologias de Stemphylium lycopersici en las hojas. Recientemente se ha determinado
un incremento en la incidencia de esta enfermedad, en Sur América (Franco et al.,
2013).

En el Laboratorio Provincial de Sanidad Vegetal de Holguin se ha registrado en los
altimos 10 afios una afectacion recurrente y masiva del S. lycopersici, donde se han

registrados grandes pérdidas de cosechas del tomate Lycopersicum sculentum.
ll. MATERIALES Y METODOS
Materiales Empleados:

- Alcohol etilico 70%

- Mechero.

- Algodon.

- Portaobjetos.

- Cubreobjetos.

- Lactofenol azul.

- microscopio de contraste de fase.

- microscopio estereoscopio.

- tubos capilares.
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- agujas de siembra.
- pipetas 1y 10 ml.
- Cabina de flujo laminar vertical o gabinete de seguridad biolégica.
- Autoclave.
- Bandejas metalicas.
- Incubadora BINDER.
- Medio de cultivo PDA.
- Inéculos de Trichoderma spp. (A-53), (A-34) y (TS-3).
- Indculo del patégeno S. lycopersici.
Metodologia empleada:

Los ensayos de antagonismo se realizaron en el Laboratorio Provincial de Sanidad
Vegetal de Holguin en el departamento de micologia durante los meses de enero a
junio del 2018. Stemphylium lycopersici se aislé a partir de hojas infectadas de
Lycopersicum sculentum (tomate) tomadas en una parcela de la ETPP de Mayabe,

Holguin (Ver anexo 6), siguiendo la metodologia de Abbas et al. (2014).

El enfrentamiento entre el S. lycopersici con T. harzianum (A-34) T. harzianum (A-53) y
el T. viride (TS-3) se realiz6 mediante el ensayo de antagonismo descrito por Iraima y
Joksan (2018). Se realiz6 el cultivo en placas de Petri de 90 mm de didmetro con medio

de cultivo agar papa y dextrosa (PDA).

Se colocd en un extremo de la placa un disco de 7 mm de diametro de micelio del
patdgeno (tomado del crecimiento en placa de Petri inoculada con suspensién micelial
en medio de cultivo PDA) y en el extremo opuesto otro disco de 5 mm con micelio del

antagonista con 50 mm de separacién entre ellos.

Se empled un disefio experimental de bloques al azar con numero desigual de
tratamientos y replicas. Los indicadores evaluados: indice de crecimiento (IC) y

porcentaje de inhibicion micelial (%IM) (Campuzano, 2017). Para establecer la cepa de
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menor y mayor variabilidad %IM y IC se determinaron ambos indices en el séptimo

para seis replicas por cepa.

Diariamente se tomaron medidas en el desarrollo de cada una de las especies fungicas.
Para determinar el area influenciada por Trichoderma spp. se empled el software
ImageJ de NHI (Rueden et al., 2016).

Anéalisis estadistico.

Se realizé un analisis multiple de medias por PERMANOVA con 10 000 permutaciones,
para comparar el %IM y IC entre las cepas, empleando la distancia euclidiana, con un
nivel de significacién del 5 % para una comparacion del valor de p sin correccion, este
meétodo utiliza permutaciones para estimar la distribucion de la prueba estadistica bajo
la hipotesis nula entre los distintos grupos. Se emple6 el Software estadistico PAST
3.18 (Hammer et al., 2018).

IV: RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez realizada la siembra dual en las placas Petri se observo el crecimiento cada
cepa, donde en las primeras 24 horas ninguno cepa mostraba diferencias entre si (ver
anexo 7,8y 9). A partir de las 48 horas comenzé a observarse las diferencias en cuanto

al habito de crecimiento entre las tres cepas (ver anexo 10, 11y 12).

A las 72 horas de haber comenzado el enfrentamiento la cepa A-53 mostrando la
mayor velocidad de crecimiento respecto a las cepas A-34 y TS-3, apreciandose el
quimiotaxismo de estas cepas, siendo la cepa A-53 la Gnica que mostro contacto con el
patdgeno y la cepa TS-3 se comportd de forma mas discreta en cuanto el crecimiento
(ver anexo 13,14 y 15).

Una vez cumplido en plazo de las 168 horas para concluir el enfrentamiento, todas las
cepas evidenciaron efecto inhibitorio sobre el patdgeno objeto de estudio,
destacandose la cepa A-53 en comparacion con las otras dos cepas debido al
crecimiento tan invasivo sobre los micelios del patégeno dejandolo casi sin poder
observarse el S. licopersici. Se observd nuevamente que la inhibicibn mas

conservadora la efectud la cepa TS-3 (ver anexo 16, 17 y 18).
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Las tres cepas no presentaron diferencias estadisticas en relacion al %IM. La cepa A-
53 fue la de mayor %IM (87.52 + 4.53), seguido por la cepa TS-3 (81.13 + 13.80) y A-34
(78.28 + 9.78) respectivamente. Analizando el indice de crecimiento antagoénico la cepa
de mayor efectividad fue A-53, (IC=0.78 £ 0.06), encontrando diferencias estadisticas
con la TS-3 (0.56 £ 0.15), (p=0.01), (Figura 1y 2).

Presenté una menor variabilidad en dependencia al nimero de réplicas la A-53 valores
del IC (0.88 a 0.68) y %IM (94,49 % a 82.98 %) (Figura 3 y 4). Seqguido por la TS-3 IC
(0.84 a 0.40) y %IM (96.02 % a 60.00 %), cepa A-34 IC (0.78 a 0.36) y %IM (90.71 % a
63.54 %).
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Figura 1. Variacion del %IM entre las cepas A-34, A-53 y TS-3 a partir de la prueba
PERMANOVA para 10 000 permutaciones (p=0.29 y F= 1.31). Letras iguales
representa que no existe diferencia entre las medias, p<:0.05.
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Figura 2. Variacion del IC entre las cepas A-34, A-53 y TS-3 a partir de la prueba
PERMANOVA con 10 000 permutaciones (p=0.03 y F= 4.12). Letras iguales representa
que no existe diferencia entre las medias, letras diferentes representa que existe
diferencias significativas entre las medias p<<0.05.
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Aislados de Trichoderma spp. en PDA en siembras antagdnicas con el patégeno
Macrophomina phaseolina se observo una fuerte inhibicion de Trichoderma spp. al
punto del contacto con el agente patégeno, midiendo el diametro de la colonia en el

tercer y quinto dia después de la inoculacion.

Este resultado demostré las cualidades como biocontrolador in vitro de Trichoderma
spp., la actividad antagonica de los aislados estuvo entre un 25.49 % y 27.58 % en el
tercer dia 'y entre un 60.60 % y 118.06 % en el quinto dia (Habu, 2018).

Valores ligeramente superiores al obtenido en nuestro estudio en relacion a las tres
cepas empleadas para seis dias de cultivo, obteniendo un %IM en un rango del
63.54 % al 96.02 %. Esta diferencia pudiera estar dada al tipo de patégeno, cepas de
Trichoderma spp. utilizadas, como las diferentes condiciones medioambientales
controladas en el laboratorio.

Cepas nativas mexicanas del género Trichoderma spp. demostraron una inhibicién del
crecimiento de patégeno Phytophthora capsici en un (22.1 %) especie T. harzianumy T.
yunnanense (10.3 %) (Cruz, 2018). T. longibranchiatum mostré la mayor capacidad de
inhibicion contra Colletotrichum gloeosporioides con valores de 22.5 % y 21.9 %,

respectivamente.

La actividad antagoénica del Trichoderma spp. contra Fusarium verticillioides en PDA
después de 14 dias de enfrentamiento fue de 23.86 % a 43.14 % y una media de 32 %
(Ann, 2017). Los valores obtenidos en las diferentes investigaciones fueron inferiores
0.23 y 0.44 veces respectivamente al obtenido en nuestro estudio, a pesar haber

realizado el enfrentamiento antagdnico en solamente seis dias.

Ensayos antagonicos realizados en in vitro de T. harzianum cepa CCIBP-T4 frente
Mycosphaerella fijiensis, patégeno foliar de cultivos de platanos y bananos en Cuba. Se
obtuvo una elevada actividad de hiperparasitismo contra M. fijiensis en seis dias de
inoculacion. Causando ruptura en la pared celular de la hifas ademas de la salida del

contenido extracelular (Wolna, 2017).

Esta actividad anti fangica de T. harzianum se le atribuye a enzimas extracelulares con

actividad litica sobre las hifas del patdgeno. Diferentes investigaciones han identificado
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enzimas con actividad antagonica producida por el género Trichoderma, entre ellas
destacan las quitinasas, glucanasas y proteasas (Neves, 2010). Hernandez et al. (2011)
evaluaron el efecto antagonista in vitro de 31 cepas de Trichoderma spp. frente a

Phytophthora capsici mostrando las cepas un 97 % de inhibicion micelial.

El moho foliar Cladosporium fulvum es una de las enfermedades que mas ataca el
cultivo de tomate en el Peru. Se traz6 como alternativa para controlar este patégeno su
enfrentamiento con cuatro hongos antagonistas bajo condiciones in vitro los mismos

son: Hansfordia pulvinata, T. harzianum, T. viride y T. virens.

Se pudo determinar que a 24 °C y 72 h, el crecimiento de T. harzianum fue
estadisticamente diferente de las otras tres especies ensayadas, y a 28 °C fue similar a
T. viride. A diferencia de. T virens que a 24 °C y 120 h, fue diferente de todas las

especies evaluadas.

A las 168 h el crecimiento de las tres especies de Trichoderma fue estadisticamente
similar, diferenciandose a la especie H. pulvinata. Se estableci6 como mecanismo de
accion mas comun para los cuatro hongos antagonistas el micoparasitismo.
Demostrando una mayor eficacia T. harzianum reduciendo al patégeno en un 19,35 %

bajo condiciones de invernadero (Torres, 2008).

Este valor comparado con el %IM de la cepa (A-34) misma especie T. harzianum fue
0.21 veces inferior al obtenido en nuestros resultados. La evaluacion in vitro de la
capacidad antagonica de Trichoderma spp. frente a Fusarium spp., se obtuvieron
porcentajes de inhibicion de crecimiento micelial del patdogeno en un 50 y 67 %,
estableciéndose una temperatura optima de inhibicién en el rango de 20 a 30°C (Arbitro,
2017).

El tizon del arroz, ocasionado por el hongo Pyricularia grisea Sacc, es considerado el
causante de la enfermedad fungica de mayor importancia econdmica mundialmente y
para Cuba, al reducir los rendimientos agricolas entre un 25 % y 90 %, respectivamente
(Manimegalai et al., 2011; Pérez et al., 2015). El antagonismo de T. harzianum(cepa A-
34) sobre P. grisea manifestdé a las 96 h un porcentaje de inhibicion del crecimiento

radial del hongo fitopatogeno de 93,1 % y a partir de las 120 h se alcanz6 un 100 % de
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capacidad antagonica, demostrando el micoparasitismo sobre el agente causal de tizon

del arroz.

El mecanismo de accién de competencia a las 48 h muestra al antagonista cubriendo
las tres cuartas partes de la placa, lo que evidencio el rapido crecimiento de la cepa A-
34 de T. harzianum y la reduccion del crecimiento hifal de P. grisea (Juniors et al.,
2017).

La causa de la Fusariosis en el garbanzo, se debe a distintas especies del género
Fusarium [Fusarium oxysporum Schlechtend.:Fr. f. spp. Ciceri (Padwik) Matuo y K. Sato,
Fusarium solani (Martius) Appel y Wollenweber, Snyder y Hansen y Fusarium

redolens Wollenweber] (Trapero y Jiménez, 1985).

En Cuba, la identificacién de las especies de este hongo se relacion6 con la marchitez
ascendente causada por F. oxysporum y, la descendente, por F. solani (Shagarodsky,
2007). El efecto antagonico de 13 cepas de T. asperellum evaluadas manifestaron un
crecimiento mas rapido que los aislamientos del patdgeno, cubriendo

completamente la colonia del patégeno a las 96 h.

Ademas, T. asperellum esporul6 sobre Ila colonia del patégeno afectando su
textura y esporulacion, lo que contribuyé a frenar el crecimiento de los aislados de
Fusarium spp. el Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Radial ratifico el analisis
cualitativo donde la mayoria de las cepas de Trichoderma inhibieron el crecimiento de
los aislamientos de Fusarium spp. en mas de 40 %, respecto a sus controles (Martinez,
2018).

Sclerotium rolfsii Sacc. es un hongo fitopatbgeno que causa pudriciones de
raices, tallos, tubérculos y frutos en numerosos cultivos, como son: frijol (Phaseolus
vulgaris L.), manzano (Malus domestica Borkh.), remolacha (Beta vulgaris L.),
girasol (Helianthus annus L.), papa (Solanum tuberosum L.) soya (Glycine max L.),
arroz (Oryzas sativa L.), pimiento (Capsicum annuum L.) y cebolla (Allium cepa L.),

entre otros (Hernandez et al., 2012; Granados, 2005).
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Las cepas de T. asperellum evaluadas inhibieron, significativamente, el crecimiento
del agente fitopatégeno desde las 48 h, en comparacion con el testigo, aunque este

efecto se observd, mas marcado, a las 72 h (Duarte et al., 2017).

Phytophthora capsici y Colletotrichum gloeosporioides patdégenos foliares del tomate
siendo los hongos mas dafinos que causan importantes pérdidas de cultivos.en Mexico
(Blaya et al, 2015; Liu et al., 2013). Las cepas T. harzianum, T. longibranchiatum, T.
yunnane y T. asperellum fueron capaces de inhibir ambos fitopatégenos durante la
prueba del cultivo dual, pero el efecto mas importante fue el crecimiento de las cepas

de Trichoderma sobre los micelios de los fitopatdgenos.

En cada caso se utilizé el micelio fitopatdgeno como fuente de carbono y energia para
Trichoderma spp., demostrando el acto micoparasitismo de todas las cepas. El
crecimiento de P. capsici fue inhibido por T. harzianum (22.1 %) y T. yunnanense
(10.3 %). EIl resto de las cepas inhibieron menos del 5 %. En el caso del C.
gloeosporioides, T. asperellum y T. longibranchiatum mostraron la mayor capacidad de
inhibiciébn con valores de 22.5 y 21.9 %, respectivamente, las otras cuatro cepas

mostraron porcentajes de inhibicién en un rango de 9 a 16 % (De la Cruz et al., 2018).

Los resultados anteriormente descritos comprueba que de acuerdo a los intereses de
cada grupo investigativo, se realiza la evaluacién del comportamiento de Trichoderma
spp. en condiciones de laboratorio, siendo similar en cada uno de ellos, a pesar de esto
si existe un resultado comun que es demostrando la efectividad del Trichoderma spp.

para diferentes patdgenos.
IV.1 Valoracion econdmica de los resultados obtenidos

Los resultados econOmicos obtenidos considerando que los medios de cultivo estan
compuestos por los mismos ingredientes o sea no son diferentes, las cepas son las que
difieren de acuerdo con su finalidad, las tres cepas no presentaron diferencias
estadisticas en relacién al %IM, sin embargo con respecto al indice de crecimiento

antagonico, la cepa de mayor efectividad fue A-53, teniendo en cuenta estos
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elementos podemos plantear la relacion entre los siguientes indicadores desde el

punto de vista econémico.

Valor de la produccion  $ 9.85/ kg
Costo de la produccion $ 5.00/ kg
Ganancia $ 4.85/ kg

Costo por peso de produccion  $ 0.50
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Conclusiones.

1. Las potencialidades como controlador biologico de las cepas (A-53), (A-34) y

(TS-3), sobre el Stemphylium lycopersici son altas para las tres cepas.

2. De las tres cepas (A-53), (A-34) y (TS-3), la (A-53) presento los indicadores mas

estables por presentar menor variabilidad en los mismos.
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Recomendaciones.

1. Es necesario valorar las potencialidades de las cepas de (A-53), (A-34) y (TS-3),
en vitro plantas induciéndoles la enfermedad del Stemphylium lycopersici, para

llevar el tratamiento a nivel de campo.

2. Estudiar detenidamente a la cepa (A-53), para verificar si a nivel de campo

mantiene los indicadores méas estables en comparacién a las otras dos cepas.
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Anexos

Anexo 1

Trichoderma harzianum cepa A-34 A) Fotografia al microscopio estereoscopio [20 X] de
una colonia de T. harzianum crecida en PDA (3 dias). B) Microfotografia al microscopio
Optico [400 X] de la tincidon con azul algodén y lactofenol en la que se observan el
conidioforo tipico de esta cepa. C) Tubo de ensayo con cufia de PDA.



Anexo 2

T. harzianum cepa A-53 A) Microfotografia al microscopio 6ptico [400 X] de la tincidon
con azul algodoén y lactofenol en la que se observan el conidioforo tipico de esta cepa.
B) Fotografia al microscopio estereoscopio [20 X] de una colonia de T. harzianum
crecida en PDA (3 dias). C) Tubo de ensayo con cufia de PDA.



Anexo 3

T. viride cepa TS-3. A) Fotografia al microscopio estereoscopio [20 X] de una colonia
de T. viride crecida en PDA (3dias). B) Microfotografia al microscopio éptico [400 X] de
la tincion con azul algoddn y lactofenol en la que se observan conidios y conidiéforos. C)

Tubo de ensayo con cufia de PDA.



Anexo 4

Primeros sintomas del S. lycopersici.



Anexo 5

Sintomas avanzados del S. lycopersici.



Anexo 6

TAL HOLGUIN
Aroa:0.001ha
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Anexo 7

Primeras 24 horas T. harzianum cepa A-53 vs S. licopersici



Anexo 8

Primeras 24 horas T. viride cepa TS-3 vs S. licopersici.



Anexo 9

Primeras 24 horas T. harzianum cepa A-34 vs S. licopersici.



Anexo 10

48 horas T. harzianum cepa A-53 vs S. licopersici.



Anexo 11

48 horas T. viride cepa TS-3 vs S. licopersici.



Anexo 12

48 horas T. harzianum cepa A-34 vs S. licopersici.



Anexo 13

72 horas T. harzianum cepa A-53 vs S. licopersici.



Anexo 14

72 horas T. viride cepa TS-3 vs S. licopersici.



Anexo 15

72 horas T. harzianum cepa A-34 vs S. licopersici.



Anexo 16

168 horas T. harzianum cepa A-53 vs S. licopersici.



Anexo 17

168 horas T. viride cepa TS-3 vs S. licopersici.



Anexo 18

168 horas T. harzianum cepa A-34 vs S. licopersici.



