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CARACTERIZACION Y EVALUACION DE AISLADOS DE Trichoderma spp. PARA EL
CONTROL DE LA PUDRICION BASAL DE LA LECHUGA CAUSADA POR Rhizoctonia
spp, EN LA ZONA AGRICOLA DE TIMOTES, ESTADO MERIDA.

RESUMEN

La pudriciéon basal es una enfermedad causada por el hongo Rhizoctonia spp., la cual, afecta
el cultivo de lechuga en la zona de Timotes y en otras partes del mundo. Se caracteriza por
presentar pudricion en la base de la planta, el control es dificil debido a que el patégeno
sobrevive en esclerocios por mucho tiempo, en el suelo. Sin embargo, el control biol6gico es
una alternativa viable. Trichoderma, ha sido el biocontrolador mas estudiado para dicho
patdégeno, obteniendo resultados favorables. El proyecto se llevé a cabo en el laboratorio de
EXPERTABIOL, en la Universidad Central de Venezuela. Se utilizaron 18 aislados de
Trichoderma y uno de Rhizoctonia obtenidos de los suelos y de plantas enfermas
respectivamente, de Timotes, estado Mérida. Se caracterizaron y evaluaron in vitro los
aislados de Trichoderma y Rhizoctonia, se encontré que el agente causal de la pudricion
basal de la lechuga, es Rhizoctonia spp.; también se, observd; micoparasitismo por
penetracion, enrollamiento, lisis, vacuolacion y crecimiento paralelo de las hifas de
Trichoderma sobre el patdégeno. La inhibicién de crecimiento de Rhizoctonia se observéd en
65% con el aislado T068. Todos los aislados de Trichodema produjeron metabolitos volatiles
y no volatiles logrando inhibir el crecimiento de Rhizoctonia en 64 y 71 % respectivamente.
Casi todos los aislados de Trichoderma presentaron grado competencia 4, haciéndolos
promisorio para el control de Rhizoctonia. También se observé que Trichoderma es afectado
por el crecimiento del patégeno, ya que se noto que algunos aislados disminuian su
crecimiento y su potencial frente a Rhizoctonia. Se recomienda el uso de los aislados T068,
T065, TO63 y TO59 para posteriores investigaciones, ya que fueron los mejores resultados en
diferentes pruebas, y también prepararlos como biopreparados para el control de

Rhizoctonia.

Palabras claves: pudricion basal, Rhizoctonia, Trichoderma, micoparasitismo, metabolitos.



CHARACTERIZATION AND EVALUATION OF ISOLATED Trichoderma spp. CONTROL
OF BOTTOM ROT OF LETTUCE CAUSED BY Rhizoctonia spp, ZONE AGRICULTURAL
TIMOTES, MERIDA.

ABSTRACT

Bottom rot is caused by the fungus Rhizoctonia spp. and is a disease of lettuce in the area
Timotes in different parts of the world, is characterized by rotting at the base of the plant,
control is difficult because the pathogen remains in sclerotia for long. But biological control is
an alternative. Trichoderma, biocontrol is the most studied for this pathogen, favorable
results. The project was conducted in the laboratory of EXPERTABIOL, Central University of
Venezuela. We used 18 isolates of Trichoderma and one of Rhizoctonia obtained from soil
and infected plants respectively Timotes. Were described and evaluated in vitro isolates of
Trichoderma and Rhizoctonia was found that the causal agent of basal rot is Rhizoctonia spp.
Also noted; mycoparasitism by; penetration, rolling, lysis, vacuolation and parallel growth of
hyphae Trichoderma on the pathogen. Inhibition of growth of Rhizoctonia was observed in
65% with the isolate TO68. All isolates were Trichodema volatile and nonvolatile metabolites
inhibit the growth achieved in 64 of Rhizoctonia and 71% respectively. Almost all isolates of
Trichoderma presented grade 4 competition, making them promising for control of
Rhizoctonia. Also observed that Trichoderma is affected by the growth of the pathogen, as it
was noted that some isolates decreased their growth and their potential against Rhizoctonia.
The use of isolates T068, TO65, TO63 and T059 for further investigation, as were those who
gave the best results in different tests, and prepare them as bio-preparations for control of

Rhizoctonia.

Key words: Bottom rot, Rhizoctonia, Trichoderma, mycoparasitism, metabolites.
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[. INTRODUCCION

La pudricién basal causada por el hongo patogénico Rhizoctonia spp. es una enfermedad
gue afecta la lechuga, este hongo es un patégeno de suelo importante a nivel mundial, ya
gue se puede encontrar en casi todos los tipos de suelo incluso en suelos virgenes y afecta a
una gran variedad de cultivos horticolas.

En la zona de Timotes del Estado Mérida, esta enfermedad ocasiona severos dafios en el
cultivo de la lechuga, comunmente produce pudricién de la base que comienza con manchas
marrones en los foliolos de las hojas y de alli a penetra en la planta (Aguilar y Arcia, 2009,
Kuepper et al., 2004; Pernezny y Raid, 2006 y Agronews, 2006).

En la actualidad existen medidas utilizadas para el control de dicha enfermedad, como lo son
el uso de productos quimicos y practicas culturales. Sin embargo el control mediante estas
medidas se puede ver restringido por problemas econémicos y ecolégicos, ademas el uso

excesivo de fungicidas puede causar resistencia por parte del patégeno.

Trichoderma es un microorganismo muy estudiado como agente biocontrolador de
fitopatdbgenos y se encuentra presente en casi todos los suelos, especialmente en los que
contienen abundante materia organica, lo que lo hace un excelente sustituto para disminuir el

uso de productos quimicos en el control de enfermedades producidas por hongos de suelo.

El uso de Trichoderma ha sido estudiado en los Ultimos afios por varios investigadores y se
han realizados muchos trabajos, para probar la capacidad antagénica del género
Trichoderma sobre patdégenos de suelo especialmente sobre Rhizoctonia (Acevedo, 1995;
Beltran y Graces, 2000; Benhamaou y Chet., 1993; Elad et al., 1983; Perez et al., 2005;
Strashonow et al., 1985; Soares, 2000; Michel, 2001 y Ochoa, 2002).

Todos los aislados de Trichoderma no presentan la misma capacidad antagénica sobre
hongos patdgenos de plantas, ya que esta habilidad depende de la especificidad de cada
aislado, por ello se hace necesario que en el presente trabajo se caractericen y evallen
diferentes aislados de Trichoderma provenientes de suelos de la zona agricola de Timotes,
estado Mérida, para ser usadas como posibles controladores de la pudricién basal de la

lechuga producida por Rhizoctonia spp.
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2.1

2.2

II. OBJETIVO
OBJETIVO GENERAL

Caracterizar y evaluar aislados de Trichoderma spp. para el control de la pudricién
basal de la lechuga causada por Rhizoctonia spp, en la zona agricola de Timotes,
estado Mérida.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar aislados de Trichoderma.
Aislar, caracterizar e identificar el agente causal de la pudricion basal de la lechuga

Realizar pruebas de patogenicidad con el aislamiento de Rhizoctonia obtenido desde

plantas de lechuga enfermas.

Evaluar el efecto in vitro de los aislados de Trichoderma spp. sobre Rhizoctonia spp.

15



lll. REVISION DE BIBLIOGRAFICA

3.1 Trichoderma spp. COMO ANTAGONISTA

Trichoderma es un hongo que se encuentra libre en el suelo y es altamente interactivo con la
raiz de las plantas, se caracteriza por un comportamiento saprofitico o parasito. Diferentes
aislados de Trichoderma han sido reconocidos como agentes de control bioldgico de
diferentes enfermedades de las plantas. El éxito de Trichoderma se debe a su alta capacidad
reproductiva, habilidad para sobrevivir bajo condiciones ambientales desfavorables,
eficiencia en la utilizacién de nutrientes, capacidad para modificar la rizosfera, eficiencia en la
productividad de los cultivos e induccién de los mecanismos de defensa de las plantas.
(Ranasingh et al., 2006 y Benitez et al., 2004).

Trichoderma se ubica dentro del Reino Fungi, Divisibn Mycota, Sub division Eumycota, Clase
Deuteromycetes, Orden Moniliales, Familia Moniliaceae, Género Trichoderma, con unas 27
especies conocidas, entre ellas se tiene: Trichoderma harzianum, T. viride , T polysporum, T.
reesei, T. virens , T. longibrachatum, T. parceromosum, T. pseudokoningii , T. hamatum, T.

lignorumy T. citroviride . (Villegas, 2002)

Segun Index Fungorum (2006), Trichoderma es el anamoérfo de Hypocrea: Reino: Fungi;
Phyllum: Ascomycota; Clase: Ascomycetes, Orden: Hypocreales, Familia: Hypocreaceae,

Genero: Hypocrea
3.1.1 Caracteristicas

El género Trichoderma se caracteriza por presentar conidiéforos hialinos muy ramificados no
verticilados, individuales o en grupos, conidios hialinos de una célula, ovoide, nacidos en
pequefios racimos terminales, los conidios son globosos o subglobosos, elipsoidales u
oblongo, menores de 5um de largo y ancho, de color verde oscuro profundo cercano a gris
pasando a verde y verde amarillo. Los conidi6foros no son bien definidos y los conidios
tienden a acumularse dentro de masas pulvinadas, los agregados formados de hifas
entrelazadas producen fialides. Presentan clamidosporas las cuales pueden ser globosas o
subglobosas, terminales o intercalares, de color verde y menores a 15um de didmetro. La
mayoria de las colonias de Trichoderma en su inicio tienen color blanco, que se tornan a
verde oscuro o amarillento, con esporulacion densa, el micelio es ralo en su mayoria, y visto

al microscopio es fino (Barnett y Hunter, citados por Michel, 2001 y Samuels, 1996). La
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mayoria de las especies se reproducen por esporas asexuales, ya que no presentan
reproduccion sexual. En algunos casos se conoce la fase sexual, pero dentro de éstas no se

encuentran especies que se consideren como controladores biolégicos (Harman, 2000).

La capacidad antag6nica de Trichoderma, estd basada probablemente por su estilo
saprofitico, sin embargo se han descrito diferentes mecanismos de biocontrol, que lo hacen
un candidato especial para el control de hongos patégenos de suelo, ya que los ataca y se
nutre de ellos. Trichoderma ha evolucionado y tiene nuevos mecanismos de biocontrol y hay
varios genes involucrados en el proceso. Algunos de los mecanismos son: micoparasitismo,
hiperparasitismo, antagonismo por antibiosis, competencia por nutrientes, solubilizacion y
segregacion de sustancias inorganicas, induccion de resistencia (Harman, 2000; Benitez et
al., 2004).

El biocontrol por competencia, consiste como su nombre lo indica, en competir por sustrato
y nutrientes, este proceso ocurre cuando dos 0 mAas organismos requieren un mismo
recurso, la competencia fundamentalmente se produce por recursos esenciales tales como
carbono, nitrégeno, hierro y espacio fisico, Trichoderma tiene una capacidad superior de
movilizar y extraer nutrientes del suelo comparado con otros microorganismos (Harman,
2000; Howell et al., 2000; Benitez et., al, (2004). Harman et al. (2008) describen que la
habilidad presentada por Trichoderma como controlador de enfermedades en las plantas, se
atribuye, basicamente a la habilidad que posee para competir con los patégenos en el suelo,

mas que en su habilidad por controlar dichos patdégenos.

La antibiosis, es la inhibicién o destruccién de un organismo por un producto metabélico de
otro (Cook y Baker, 1983) y ocurre durante la interaccion de compuestos de bajo peso
molecular o produccién de antibidticos por Trichoderma que inhibe el crecimiento de otros
microorganismos. La mayoria de las especies de Trichoderma producen metabolitos téxicos
volatiles y no volatiles que impiden la colonizacién de otros hongos, tales como viridin,
trichodermin, glioviridin, gliotoxin y harzaniolide (Benitez et al., 2004; Howell et al., 2000).
Gliotoxin producido por T. virens, afecta el crecimiento micelial de R. solani y Gloviridin

inhibe el crecimiento de Pythium, Phytophthora, pero no sobre R. solani (Howell et al., 2003).

Dentro de los metabolitos producidos por Trichoderma el 6PAP (6-amil-a-pirona) es el mas
conocido y estudiado, esto debido a su potente actividad anti fungica. La habilidad de las
cepas para producirlo es muy variada entre ellas, aun entre cepas de la misma especie

(Cutler et al.; Conney y Lauren, citados por Michel, 2001). Este metabolito ha demostrado ser
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muy eficiente contra hongos como: Armillaria, Botrytis, Phytophthora, R. solani, Fusarium
oxysporum f. sp lycopersicom, en estos dos ultimos logré 69.6% y 31.7% de inhibicién
respectivamente (Scarselletti y Faull, 1994).

El hiperparasitismo, es el mecanismo mas frecuente ejercido por Trichoderma, en el cual
su micelio crece y se desarrolla dentro de las hifas del patdgeno, desintegrando su
protoplasma e impidiendo su desarrollo y reproduccién (Elad et al., 1983; Benhamaou y
Chet, 1993). De igual forma, el micoparasitismo, es un mecanismo muy frecuente, ya que
la hifas de Trichoderma atacan directamente al otro hongo, es un proceso muy complejo que
involucra eventos secuenciales, incluyendo reconocimiento, ataque, penetracion y muerte
(Benitez et al, 2004 y Bruce at al,. citados por Michel, 2001). Trichoderma puede ejercer un
biocontrol directo por parasitismo en un rango de hongos. El modelo de induccién difiere de
una especie de Trichoderma a otra. El micoparasitismo involucra cambios morfolégicos en
Trichoderma, ya que tiene que formar estructuras llamadas apresorios, las cuales penetran
en el hospedero y contienen alta concentracion de solutos osmaticos como glicerol.
Trichoderma ataca los carbohidratos de la pared celular de los patégenos (Benitez et al.,
2004).

En R. solani ocurre generalmente un enrollamiento muy denso, el cual aparece envolviendo
apretadamente las hifas de dicho hongo, después de cuatro dias, Trichoderma se multiplica
abundantemente y el enrollamiento persiste y se observa deformaciones, tales como unas
aparentes arrugas en las células de la superficie del hospedero, asi como deformaciones y

pérdidas de turgencia de las hifas del patégeno. (Belanger et al., citado por Ochoa, 2002).

Trichoderma no sélo actla directo sobre el patégeno, sino que también produce un efecto en
las plantas sin causar dafio a la misma, produciendo un efecto de induccidn de resistencia,
en la cual, protege a las plantas contra patégenos de la raiz, este mecanismo es atribuido al
efecto que gana al invadir patégenos. Sin embargo, estos hongos de raiz también simulan
mecanismos de defensa en las plantas. Las cepas de Trichoderma afiaden proteccién a la
rizosfera de las plantas contra numerosas clases de patdgenos, incluyendo enfermedades
virales o por bacterias. Trichoderma produce un mecanismo de resistencia similar a la
respuesta de hipersensibilidad, resistencia sistémica adquirida y resistencia sistémica

inducida en plantas (Benitez et al., 2004).
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3.1.2 Trichoderma sp. como controlador de Rhizoctonia spp.

El control de Rhizoctonia se ha basado en el uso de productos quimicos, sin embargo desde
hace varios afios el uso de Trichoderma ha sido efectivo para el control de dicho patégeno.
El biocontrol por parte de Trichoderma ha sido demostrado por su capacidad competitiva
frente a agentes causales de pudriciones radicales y marchitamientos como Rhizoctonia y
Sclerotinia sp. en arroz, flores, papa y frutales. Beltran y Garcés (2000), evaluaron el
potencial biocontrolador de diez cepas nativas del hongo Trichoderma spp. sobre R. solani
en el cultivo de papa; aunque no se logré disminuir la incidencia de la enfermedad, los
aislamientos de Trichoderma seleccionados permitieron reducir el dafio en las plantas,
observando mayor vigor, tallos normales con abundante follaje y mejor crecimiento radical.
Sin embargo, Soares y Full (2000), encontraron la reduccion del 79% del crecimiento micelial
y 89% de la viabilidad de los esclerocios de Rhizoctonia, mediante la produccién de
metabolitos toxicos, de igual forma observaron que Trichoderma penetré de forma mecanica
y posteriormente destruyé las hifas. Rincon et al. (1992), observaron un control del 55% de
Rhizoctonia con la cepa T-1644, en semilleros de arroz. Evaluaron, micoparasitismo,
competencia in vitro y extractos de metabolitos. Por otra parte, Pérez et al (2005), evaluaron
la efectividad in vitro de T. harzianum para el biocontrol de R. solani y Pyricularia grisea en
arroz, donde demostraron la alta actividad hiperparasita del patégeno y la competitividad de
Trichoderma sobre estos patdgenos; de igual forma Reyes et al. (2008), encontraron que el
100 % de los aislamientos evaluados presentaban una alta capacidad antago6nica sobre
Rhizoctonia, con diferentes tipos de interaccion hifal, tales como lisis, vacuolizacion,
enrollamiento y penetracion. Dal et al. (1997), estudiaron el efecto de metabolitos volatiles de
Trichoderma sobre hongos fitopatdégenos del suelo, observando que Rhizoctonia solani y
Sclerotinia minor no fueron afectados, mientras que Alternaria citri fue la Unica especie cuyo
desarrollo fue estimulado. En cuanto a crecimiento y coloracién micelial, R. solani y A. citri
conservaron su coloracién pero se vio afectado su crecimiento. Sin embargo, Sclerotium

rolfsii y S. minor no formaron esclerocios.
3.2 Pudricién basal de la lechuga causada por Rhizoctonia spp.
Rhizoctonia sp. causa serias pérdidas econémicas a nivel mundial, tal es el caso del estado

de Arizona en E.U.A. y algunos paises Europeos (Kerns et al., 1999). Es un hongo muy

destructivo y posee una distribucién muy amplia, probablemente se encuenten todo el mundo
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(Rankin, 1986), se ha aislado desde suelos cultivados hasta en suelos virgenes. Estos son
algunos de los paises donde se encuentra distribuido el patégeno: Australia, Barbados,
Bolivia, Brasil, Canada, Colombia, Costa de Marfil. Costa Rica, Cuba, China, Estados
Unidos, Etiopia, Filipinas, Guyana, Honduras, India, Indonesia, Irdn, Israel, Jamaica, Japén,
Kenya, Madagascar, Malasia: Malasia, Martinica, Mauricio, Mozambique, Nigeria, Nueva
Guinea, Pert, Puerto Rico, Reino Unido, Corea, Republica Dominicana, Ruanda, San
Cristobal y Nievis, Tanzania, Trinidad y Tobago, Venezuela, Vietnam, Zaire, Zambia,
Zimbawe. (ICA, s.f.). Mdller (1941), encontré que Rhizoctonia solani es causante de una de
las enfermedades mas importantes en algunas zonas horticolas de Venezuela productoras
de lechuga. Aguilar y Arcia, (2009), encontraron que las plantas de lechuga producuidas en

la zona de Timotes del estado Mérida, se encontraban afectadas por dicho patégeno.

El hongo Rhizoctonia es un Teleomorfico, fase asexual del Thanatephorus (Allen et al., 1998)
y pertenece a la Sub division Basidiomycota, Clase Hymenomycetes, Orden Aphyllophorales
y del Género Thanatephorus. Este hongo era considerado como estéril ya que durante
muchos afios se creyd que era incapaz de producir algun tipo de espora, ya fuera sexual o
asexual. Actualmente se sabe que alguna de las especies de este género produce esporas

sexuales (basidiocarpos) y otros asexuales (conidios) (Allen et al., 1998; Agrios, 1995).

Los basidios presentan forma de barril y se forman sobre una capa membranosa de micelio y
tienen cuatro esquinas, las cuales llevan una basidiospora de forma ovoide y los conidios se
distinguen principalmente por sus caracteristicas vegetativas, el micelio es hialino en su
etapa juvenil pero se torna amarillo o de color café claro cuando madura, tiene
ramificaciones que crecen casi en angulo recto con respecto al micelio principal y esta
caracteristica es casi el Unico medio morfolégico para identificar a Rhizoctonia, algunas

especies producen esclerocios de color café o negros (Agrios, 1995).

Pocas veces Rhizoctonia produce su estado perfecto o sexual en la naturaleza y cuando lo
hace se puede presentar como un aspecto de mildiu fino que se desarrolla sobre el suelo y lo
tallos infectados que se encuentren por arriba de la superficie del suelo (Agrios, 1995). En
algunas ocasiones en condiciones especiales el hongo produce ramilletes de células cortas,
anchas, de forma oval o triangular que pueden confundirse con esclerocios, éstas funcionan

como clamidosporas (Agrios, 1995).

Una de las caracteristicas importantes que presenta es la habilidad para fusionar sus hifas

(anastomosis); Sneh et al.,, (1991) describen que existen tres tipos de fusion: Fusion
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perfecta, la cual incluye una completa fusién de la pared celular y el citoplasma en el sitio de
fusién y ocurre en aislamientos comunes. Fusién imperfecta; ocurre entre aislamientos
diferentes y usualmente resulta una plasmolisis. Fusién contacto; en la que se observa
contacto entre hifas sin ocurrir lisis de la pared celular en el sitio de contacto, sin embargo;

no se considera anastomosis.

Los grupos de anastomosis (AG) se diferencian; morfolégica y fisiolégicamente en rangos e
hospederos, por requerimientos nutricionales, por caracteristicas bioquimicas, moleculares y
secuencias de ADN, habiéndose descrito y caracterizado al menos 14 AG, los cuales son;
AG-1, AG-2, AG-3, AG-4, AG-5, AG-6, AG-7, AG-8, AG-9, AG-10, AG-11, AG-12 y AG-13,
AG-BI. AG-BI es un grupo reciente y se cree que puede ser un sub-grupo de AG-2 (Carling
et., al. 2002(a); Carling et., al. 2002(b) y Yildiz y Timur, 2002).

Los grupos AG-3, AG-4, AG-5 AG-7 estan relacionados con solanaceas especialmente
causando dafios en papa, sin embargo, AG-3, AG-4 son los mas patogénicos (Rousell y
Crosnier, 1999). AG-8 afecta a la cebada y AG-9 fue sefialado causando dafios en las raices
de lechuga y zanahoria (Rousell y Crosnier, 1999). AG-2 afecta a la remolacha azucarera
(Stojsin et al., 2007). AG-1, AG-2 Y AG-4, se han encontrado afectando caraota (Gutiérrez et
al., 2006).

3.2.1 Sintomas de la enfermedad.

Los primeros sintomas se observan en la vena central de las hojas donde se desarrollan
pequefias areas necréticas, himedas, hundidas de color marréon al final de la vena. Las
hojas afectadas se ven marchitas, amarillas y al final mueren, el patégeno progresa hacia el
interior de la planta formando lesiones que pueden ser superficiales o algunas mas
profundas que se extienden hacia la parte central de tallo o de la raiz pudriéndolos y
provocando la caida completa de la planta (Pernezny y Raid, 2005; Allen et al., 1998;
Agronews, 2006; Agrios, 1995).

Las plantas mas afectadas son las que se encuentran en plena maduracién ya que las hojas
de la base se encuentran en contacto con el suelo y los esclerocios se pueden observar de

color marrén en las axilas de las hojas (Agronews, 2006; Inglis et al., 2000).

Es frecuente que en los tejidos afectados se encuentren bacterias que producen putrefaccion

viscosa que puede causar lesiones adicionales; también se puede encontrar un &rea
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profunda llena de las partes secas de la planta mezclados con los esclerocios y micelio del
hongo (Kerns et al., 1999, Inglis et al., 2000; Agrios, 1995).

Sintomas de la enfermedad en otras especies vegetales

En papa, las plantas enfermas presentan el follaje como roseta y desarrollan tubérculos
aéreos, las hojas presentan clorosis marginal, color morado a purpura y se doblan hacia el
haz, los tallos, estolones y raices presentan lesiones tipo cancer. Los tubérculos se observan
deformes, agrietados y con esclerocios en la superficie. (Cedefio, et al., 2001; Agrios, 1995).

En caraota produce la pudricion radical y es una de las enfermedades mas comunes en este
cultivo, se presentan manchas céncavas pardo-rojizo de varias formas y tamafo (Gutiérrez
et al., 2006).

En el arroz y otros cereales, produce grandes lesiones irregulares en las que su parte

central es de color paja y sus bordes amplios pardos rojizos (Agrios, 1995).

El damping off ocurre en varias plantas tales como en café y alfalfa. Cuando el ataque es
temprano la plantula no emerge ya que el hongo causa dafio al embrién. En el cafeto cuando
el ataque ocurre en la chapola y en la alfalfa en la etapa de plantula, el tallo presenta una
pequefia mancha oscura, himeda y hundida y los sintomas progresan hasta producir el

volcamiento y la muerte de la plantula (Castro y Rivillas, 2005; Cedefio et al., 2001).
3.2.2 Efectos del ambiente sobre el desarrollo de la enfermedad

Los suelos secos favorecen al patdbgeno permitiéndole que se mantenga por mas tiempo y
haciendo asi mas severa la enfermedad (Agrios, 1995), al igual cuando se presenta baja
humedad y bajo condiciones calientes o de verano (Valenzuela, s.f.). A temperaturas de
25°C a 30°C los sintomas se manifiestan en un mes y de 20°C a 25°C se manifiestan en 3 a
4 meses y la enfermedad es mas grave en los periodos en que la temperatura media del dia
estd por encima de 20°C y el minimo diario por encima de 10 °C (Kerns et al., 1999; y
Caletine, 2001).

3.2.3 Patogénesis de la enfermedad

Rhizoctonia sp. es un parasito facultativo que puede sobrevivir saprofiticamente por largos
periodos de tiempo y se mantiene como micelio estéril 0 esclerocios en la materia orgénica,

suelo, semilla o plantas hospederas; una vez que se encuentra presente en el suelo se

22



establece y permanece por periodos de tiempo indefinido (Agrios, 1995; Allen y Lenne,
1998). Su propagacion puede ser por el agua de lluvia y de riego, asi como por los érganos
de propagacion infectados (Agrios, 1995 y Rankin, 1986). Penetra a la hoja de la lechuga
directamente por los estomas y el desarrollo de la enfermedad y de los sintomas esta
influenciado por la temperatura del suelo. (Kerns et., al, 1999; y Caletine, 2000).

3.2.4 Control

El control de la enfermedad es muy dificil debido a la duracion que puede llegar a tener el
patdégeno en el suelo (Allen y Lenne, 1998), este depende mucho de la semilla y del suelo,
para ello se necesitan semillas libres del hongo y suelos bien desinfectados (Agrios, 1995).
Para el control de dicha enfermedad existen diferentes métodos: Control quimico, para ello
se dispone de fungicidas eficaces, sin embargo; dicloran y ferbam son aplicados en
aspersion sobre el suelo antes de la siembra y de una a dos veces sobre la plantula después
de la emergencia (Agrios, 1995). Kerns et al., (1999) y Agnew (2000), recomien dan los
fungicidas usados en alfalfa tales como Iprodione y Vinclozolin, estos deben ser aplicados
justo después de la siembra o en el trasplante para reducir al maximo la actividad del
patégeno. El control fisico es recomendado en semilleros o en cultivos bajo invernadero, el
cual consiste en esterilizar el suelo mediante la aplicaciéon de vapor o de algin compuesto
guimico recomendado para este tipo de esterilizacion (Agrios, 1995). En el control bioldgico
Trichoderma es el agente controlador mas efectivo para R. solani asi como para Sclerotium
rolfsii (Elad et al. citado por Strashnow et al., 1985) y multiples investigaciones se han
realizado sobre este tema, al igual que las bacterias antagonistas, que han sido utilizadas
en investigaciones para el control de dicho patdégeno como es el caso del de Bacilus subtilis
(Fiddaman y Rossall, 1995). Algunas otras bacterias como Pseudomonas fluorescens han
sido estudiadas para determinar su poder antagonista en el control de R. solani en lechuga y
papa, donde se pudo observar que el desarrollo del patégeno se logré reprimir en 52% en el
caso de la lechuga y en la papa redujo 37%. (Grosch et al., 2005). Bautista et al. (2007),
evaluaron la capacidad de diferentes aislamientos de Pseudomonas fluorescens, para el
biocontrol de R. solani en papas nativas (Solanum phureja), encontrando que esta bacteria

puede ser una alternativa para el control de dicha enfermedad.

El control cultural depende estrictamente de la limpieza del cultivo. Almodévar (1998),
recomienda la eliminacion de los restos de cosecha y de los residuos de plantas afectadas

de los surcos. El arado profundo del terreno es otra practica recomendada ya que a su vez
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remueve los restos de cosecha y los esclerocios del patégeno (Pernezny y Raid, 2005) y
mejorar los canales de drenaje (Agrios, 1995). Otra alternativa dentro del control o manejo
cultural de la enfermedad es la rotacion de cultivos para reducir la poblacion del patégeno en
el suelo (Valenzuela, s.f.) La siembra debe hacerse a una distancia entre surcos de 0.50 my
0.20 entre plantas, de modo que la planta tenga una buena aireacion de la superficie del
suelo y de la planta (Agrios, 1995).

3.3 LALECHUGA

La lechuga (Lactuca sativa L) es la hortaliza més utilizada para la preparacion de ensaladas
y siempre se ha considerado como una planta de propiedades tranquilizantes y su alto
contenido en vitaminas la hace una planta muy importante en la dieta moderna (Mallar, 1978
y Maroto, 2000). En el cuadro 1 se observa su valor nutritivo. Esta planta pertenece al Reino

Plantae; Familia Asteracea; Género Lactuca y Especie: sativa.

Se cree que la lechuga es originaria de las costas del sur y sureste del Mar Mediterraneo,
desde Egipto hasta Asia Menor. Los egipcios la comenzaron a usar hace unos 2400 afios y
posiblemente para extraer aceites de la semilla y para forraje. De Egipto paso a Greciay a
Roma, rapidamente se difundidé por toda Europa y llego a América en 1494, a dos afios del

primer viaje de Colon a este continente (Mallar, 1978).

Existe una teoria sobre el origen de la lechuga, la cual sostiene que la lechuga cultivada se
originé de Lactuca serriola, con la cual se cruza facilmente y da hibridos altamente fértiles; el
polimorfismo de L. sativa deberia ser entonces el resultado de mutaciones que se fueron

acumulando por seleccién natural (Mallar, 1978).

Lindquist, citado por Mallar (1978), confirma que esta teoria es cierta cuando se trata de
caracteres controlados por genes recesivos y que constituyen una ventaja en las formas
cultivadas, pero que es mas dificil cuando se tratan de caracteres controlados por genes
dominantes y que constituyen una ventaja para el cultivo, sin embargo concluye que es mas
acertada la teoria de que la lechuga tuvo su origen por hibridacion entre diferentes especies

y por evolucion de estas lineas.
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Cuadro 1. Composicién nutritiva de la lechuga (por 100 g de parte comestible)

Composicion Hojas Hojas Lisas Romanas
Crispas

Agua (%) 95 96 94
Proteinas (g) 0,8 1,2 1,6
Grasa (9) 0,1 0,2 0,2
Hidratos de carbono 2,3 1,2 2,1
totales (g)
Calcio (mg) 13 40 68
Hierro (mg) 1,5 1,1 1,1
Magnesio (mg) 7 16 6
Fosforo (mg) 25 31 45
Potasio 8mg) 100 270 400
Sodio (mg) 5 10 9
Vitamina A (Ul) 300 1.200 2.600
Vitamina B; (Ul) 0,07 0,07 0,10
Vitamina B, (Ul) 0,03 0,07
Vitamina Bs (Ul) 0,30 0,40 0,50
Vitamina C (Ul) 5 9 24
Valor energético (cal) 13 14 18

Fuente Maroto, 2000

La planta de lechuga posee un sistema radical profundo de unos 30 centimetros, la raiz es
pivotante con numerosas raices laterales, tallo muy corto, casi acaule y lleva una roseta de
hojas que pueden ser redondeadas, lanceoladas o casi espatuladas y de diferente color
segun los cultivares (Mallar, 1978; Maroto, 2000). La consistencia de las misma puede ser
correosa o blanda y el borde del limbo puede ser liso, ondulado o aserrado (Maroto, 2000).
El tallo floral, se forma una vez pasada la madurez comercial, puede llegar a medir 1 a 1,20
m en algunos cultivares. La lechuga normalmente es autbgama, debido a que la estructura
de la flor facilita la autofecundacion. Cuando ocurre un cruzamiento se debe a los insectos,
ya que el polen es muy pesado para ser llevado por el viento, el fruto es un aquenio de color
marrén oscuro casi negro, marrén claro, gris amarillento o blanco grisaceo, mide unos

milimetros de longitud (Mallar, 1978).

Este cultivo se desarrolla muy bien en un clima templado fresco y humedo, segin Knott,
citado por Mallar (1978), las temperaturas 6ptimas para obtener un buen crecimiento y

calidad oscilan entre 7° y 24°C, sin embargo la temperatura Optima es de 15-18°C.
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Temperaturas altas producen un sabor amargo a las hojas y floracion prematura (McGillivray
citado por Mallar, 1978; Maroto, 2000). En cuanto a suelos, prefiere suelos francos que no
retengan excesiva humedad, con abundante contenido de materia organica (Maroto, 2000).
Resiste contenidos medios de salinidad, el pH éptimo es 6-6.5 (Mallar, 1978). La respuesta
al fotoperiodo es distinta en cada variedad y en general éstas florecen con dias neutros o
dias largos. Se desarrollan bien en diversos tipos de suelo, sin embargo, prefiere los francos
que no retengan excesiva humedad, con abundante contenido de materia organica (Maroto,

2000). Resiste contenidos medios de salinidad, el pH 6ptimo es 6-6.5 (Mallar, 1978).

La lechuga tradicionalmente se siembra en semilleros y se realiza al voleo, usando
aproximadamente 1 g de semilla/m®. Como el tamafio de la semilla es tan pequefio suele
cubrirse con una delgada capa de tierra de modo de no enterrar mas 5 mm la semilla
(Maroto, 2000). Sin embargo en la zona de Timotes, los agricultores realizan la siembra en
bandejas y luego realizan el trasplante, este es un proceso mas econdémico y seguro, ya que
se usa sustrato esterilizado y aplicacion de Trichoderma. Luego se realiza el trasplante,
segun Maroto (2000), sefala que se realiza cuando las plantas tiene de 5-7 hojas, que suele
ser entre los 30-40 dias después de la siembra. Se realiza a raiz desnuda, en surcos
separados por distancias de 0.50 m entre si y dejando 0.25 a 0.30 m entre plantas. La
fertilizacién depende del suelo entre otros y juega un papel importante en el cultivo, Scaglia
et al, (2004) recomiendan una fertilizacién de tipo medio para una hectarea: 80 a 100 kg/ha
de N; 35 kg/ha de P,05 y 150 a 200 kg/ha de K,O, ElI N se debe fraccionar en 3 0 4

aportaciones de similar cantidad.

Mallar (1978) y Maroto (2000), describen diferentes plagas y enfermedades (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Plagas y enfermedades de la lechuga

NOMBRE CIENTIFICO

NOMBRE COMUN

Frankliniella paucispinosa.

Trips del tomate y de la
lechuga

Amphorophora cosmopolitans.

Pulgén de la lechuga.

PLAGA
Agrotis sp. y peridroma saucia. Gusanos cortadores.
Acromyrmex sp. Hormigas.
Bremia lactucae Mildiu de la lechuga
Sclerotinia sclerotiorum Pudricién blanda en la base de
la planta.
Pythium ultimum Plantas enanas
ENFERMEDADES Rhizoctonia solani Pudricion del cuello de la raiz
Xanthomonas campestris y Bacteriosis
Pseudomonas cichorii
Albugo candida Roya blanca (Pineda et al.,
2005)
LMV Virus del mosaico de la
lechuga.
Cmv Virus del mosaico del pepino
VIRUS
VNGL Virus de las nervaduras
gruesas de la lechuga
TSWV Virus del bronceado del tomate
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IV. MATERIALES Y METODOS

El proyecto se desarrollo en el laboratorio de la estacion Experimental EXPERTA, Facultad
de Agronomia; Universidad Central de Venezuela. Maracay- Estado Aragua. Se us6 material
bioldgico de la zona de Timotes.

Aislamiento de Rhizoctonia sp proveniente de tejido vegetal de lechugas.

Los aislados se obtuvieron de plantas de lechuga que presentaban sintomas de la
enfermedad procedentes de la zona de Timotes (Figura 1). EI material enfermo se lav6 con
agua corriente, luego se lavo con hipoclorito de sodio al 1% por un minuto, luego se lavo el
exceso de hipoclorito con agua destilada esterilizada (ADE) y luego se retiro la humedad con
papel absorbente esterilizado. Se procedi6 a cortar trozos de material enfermo de 5mm y
fueron sembrados en placas de petri con medio de Papa-Dextrosa-Agar acidificado con

acido lactico (PDAA). Las capsulas fueron incubadas a temperatura de + 24C.

Las colonias que presentaron caracteristicas tipicas de Rhizoctonia fueron reaisladas a
placas nuevas con medio PDAA para obtener cultivos puros y proceder a caracterizar,

identificar, realizar las pruebas de patogenicidad y las respectivas pruebas con Trichoderma.

Figura 1. Plantas con sintomas de pudricion basal.

4.2 Identificacion de Rhizoctonia
Se realiz6 mediante la metodologia descrita por Perdomo et al., (2007), y la descrita por
Cedefio et al., (2001) con algunas modificaciones.

Se realiz6 con base a su crecimiento, caracterizacion hifal y morfolégica. Los cultivos se

conservaron bajo refrigeracion (4°C) en tubos de ensayo con PDA inclinado.

Crecimiento y caracterizacion hifal y morfologica.
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El aislamiento se cultivé en capsulas de petri con PDA y se incubaron bajo condiciones de
laboratorio. Se midi6 el crecimiento micelial en cm a las 48 horas. Se caracterizé durante 4
semanas, tomando en cuenta el color de la colonia, caracteristicas del micelio, maduracion,

color y tamafio de los esclerocios.
4.3 Prueba de patogenicidad de Rhizoctonia solani
4.3.1 Pruebas en hojas.

Las pruebas se realizaron por la metodologia empleada por Perdomo et al., (2007), con
algunas modificaciones. Sin embargo hay que tener en cuenta que ellos la realizaron en
hojas de maiz. Para dicha prueba se utilizaron hojas sanas de dos variedades de lechuga
romana y americana, estas hojas fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio al 1% por un
minuto, luego se lavaron con ADE. Las hojas fueron puestas sobre bandejas de anime y
papel absorbente, a cada hoja se le coloc6 dos discos de 5mm de diametro que contenian
micelio de Rhizoctonia. Cada bandeja con las hojas inoculadas fueron tapadas con bolsas
para crear una camara humeda y se colocaron en condiciones de laboratorio (£24°C) (Figura

2). Se realizaron evaluaciones diarias por 20 dias, para observar sintomas.

Las hojas que presentaron sintomas fueron llevadas a camara de aislamiento para
posteriormente realizar el aislamiento en capsulas de PDAA, para poder obtener

nuevamente el patégeno y asi comprobar que el aislado de Rhizoctonia es patogénico.

Figura 2. Pruebas en hojas.

4.3.2. Pruebas en plantulas.

Se realiz6 mediante la modificacion de la metodologia utilizada por Mesa-Moller et al.,

(2007). Los aislados evaluados se desarrollaron en PDA durante 3 dias. Se utilizaron 20
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plantas de 30 dias de edad, luego fueron trasplantadas a vasos plasticas con sustrato
esterilizado. Se colocaron discos de 5 mm que contenian micelio de Rhizoctonia en la base
del tallo de 15 plantas, y para el testigo se procedié de la misma manera, colocando un disco
con medio PDAA en la base del tallo, luego se llevaron a cAmara himeda (Figura 3).

Las plantas inoculadas se mantuvieron en el laboratorio de Expertabiol a una temperatura de
18°C durante 5 semanas lapso en el que se presentaron los sintomas; transcurrido este
tiempo las plantas que presentaron sintomas fueron llevadas a la cAmara de siembra para
proceder nuevamente con el aislamiento y comprobar asi que el aislado obtenido de
Rhizoctonia es patogénico en las plantas de lechuga y por lo tato el agente causal de la

pudricion basal.

Figura 3. Pruebas en plantulas. A. Plantulas inoculadas. B. Disco de Rhizoctonia.

4.4 Caracterizacion de aislados de Trichoderma
4.4.1. Aislados de Trichoderma evaluados.

Se estudiaron 19 aislados de Trichoderma, tomados de la coleccién del Laboratorio
EXPERTABIOL, estos aislados son nativos de suelos de Timotes, estado Mérida y un

aislado comercial conocido como Tricobiol® (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Aislados de Trichoderma a evaluar en la investigacion.

Cddigo Tratamiento Procedencia
TOO1 1 Tricobiol ®
TO19 2 Timotes
TO53 3 Timotes
T054 4 Timotes
TO55 5 Timotes
TO56 6 Timotes
TO57 7 Timotes
TO58 8 Timotes
TO59 9 Timotes
TO60 10 Timotes
TO61 11 Timotes
T062 12 Timotes
TO63 13 Timotes
TO64 14 Timotes
TO65 15 Timotes
TO66 16 Timotes
TO67 17 Timotes
TO68 18 Timotes
TO69 19 Timotes

4.4.2 Caracterizacion.
4.4.2.1 Caracterizacién macroscopica.

Cada aislado fue sembrado en cépsulas de petri con PDAA, y se incubaron bajo condiciones
de laboratorio (£24°C), se evaluaron a los 3 y 6 dias tomando en cuenta color de la colonia,

formacion de anillos concéntricos, exudados, pustulas y color por el envés de las placas.
2.4.2.2 Caracterizacién microscopica.

Se realizaron microcultivos de cada aislado que procedian de cultivos de 48 hr de edad, se
evaluaron a los 3 y 6 dias, donde se observo tipo de conidiéforo, fidlides, conidio y
clamidosporas. Los microcultivos consistieron en placas de petri, las cuales contenian un

triangulo hecho de plastico junto con un porta objeto y dos cubre objetos, todo fue
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esterilizado. Luego se procedié a colocar un disco de 5 mm de diametro del cultivo de
Trichoderma sobre cada extremo del porta objeto y luego se le coloco los cubre objetos a
cada disco, posteriormente se le aplic6 ADE en el fondo de la placa, para asi crear un
ambiente himedo y darle mejores condiciones de desarrollo a Trichoderma. Alli se dejaron
por 3y 6 dias para su posterior caracterizacion (Figura 4).

Figura 4. Microcultivos de Trichoderma

4.5. Evaluacion in vitro de Trichoderma spp. sobre Rhizoctonia spp.
45.1 Velocidad de crecimiento.

Para esta prueba se procedié6 a sembrar discos de PDA con micelio de Trichoderma bajo
condiciones de laboratorio, estos discos fueron colocados en un extremo de las capsulas de
petri con PDA, y se llevd un registro de la velocidad de crecimiento de cada aislado, las
evaluaciones se realizaron cada 24 horas. Se emple6 un disefio factorial con 4 repeticiones,

19 tratamientos y el factor dia.
4.5.2 Capacidad de esporulacién.

Se utiliz6é la metodologia descrita por Michel (2001), la cual consistié en sembrar discos de
5mm de diametro de Trichoderma que procedian del borde de cultivos de 3 dias, fueron
colocados en el centro de las placas con PDA. Se realizé una evaluacion a los 12 dias de
incubacion y se estimé de forma visual la capacidad de esporulacion. Tomando en cuenta la
siguiente clasificacion; muy abundante si cubria toda la superficie del medio, abundante si

cubria el 50% del medio y escasa cuando cubria menos del 10% de la superficie.

32



45.3 Prueba de enfrentamiento.

Para observar el tipo de interaccion que se presenta entre el patdgeno y el antagonista se,
utilizé la metodologia descrita por Acevedo (1995).

Se coloco en capsulas de petri con PDA un disco de 5 mm de diametro, que contenia micelio
de Rhizoctonia en un extremo de la capsula y en el otro extremo un disco de igual tamafio,
gue contenia micelio de Trichoderma spp, en el posible punto de interaccién se coloc6 una
tira de papel celofan (6 cm x 2 cm); previamente esterilizado en agua destilada hirviendo,
gue se retiré a los 15 dias después que las colonias hicieron contacto se colocé en un
portaobjeto, se fijaron con esmalte para ufias y se observo al microscopio la interaccion entre
los dos hongos. Las capsulas se incubaron bajo condiciones de laboratorio. Se empleo un

disefio factorial con 4 repeticiones, 19 tratamientos y el factor dia.
4.5.3.1 Porcentaje de inhibicion de crecimiento de Rhizoctonia spp. (PIC)

Se midié el crecimiento de la colonia del patégeno enfrentado con Trichoderma y del
patégeno solo por dia y luego se introdujo en la formula descrita por Shafiguzzaman et al.,
2009:

pic= RI=R2 x 100
R1

PIC = Porcentaje de inhibicion de crecimiento.
R1= Crecimiento de Rhizoctonia en ausencia de Trichoderma.
R2 = Crecimiento de Rhizoctonia en presencia de Trichoderma.

4.5.4. Prueba de competencia

Esta prueba se realiz6 siguiendo la metodologia descrita por Rincén et al. (1992), la cual
consistié en colocar un disco de 5mm de agar que contenia micelio del patégeno y otro disco
de igual tamafio de Trichoderma, para observar su capacidad competitiva se utilizo la escala

descrita por Elias y Arcos citados por Rincén et al. (1992) (cuadro 4).
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Cuadro 4. Escala para medir competencia de Trichoderma.

Grado Capacidad competitiva

0 Ninguna invasion a la colonia del patégeno.

1 Invasion de ¥ de la superficie de la colonia del
patdgeno.

2 Invasion de ¥z de la superficie de la colonia del
patdgeno.

3 Invasion total de la superficie de la colonia del
patégeno

4 Invasion total de la superficie de la colonia del
patdégeno y esporulacién sobre ella

45.5. Pruebade antibiosis.
455.1. Efecto de metabolitos volatiles.

Para dicha prueba se utiliz, con algunas modificaciones la metodologia descrita por Dal et
al. (1997).

Los microorganismos utilizados fueron sembrados en medio de PDAA, y se dejaron crecer
bajo condiciones de laboratorio, hasta que las colonias cubrieron el 50% de las placas. Para
observar el efecto biolégico de las sustancias volatiles producidas por Trichoderma sobre
Rhizoctonia se procedi6 a sembrar un disco de 5mm de agar que contenia micelio del
patdgeno en el centro de la capsula de petri que contenia PDAA y en otra capsula se
procedié a sembrar un disco de 5 mm de agar con micelio de Trichoderma. Seguidamente
las capsulas fueron conectadas una con la otra y cubiertas con cinta plastica para evitar que
se escapen los gases. Luego se incubaron en una estufa a 25°C por 10 dias. Alos 35y 7
dias se midi6 el diAmetro de las colonias del patdgeno, se registré si hubo o no inhibicién, y
se tomd nota de cualquier variacion micelial en el color, aspecto y/o formacion de estructuras
reproductivas. Se empled un disefio factorial con 4 repeticiones, 19 tratamientos y el factor
dia.

4552 Efecto de metabolitos no volatiles

Se realiz6 mediante la metodologia descrita por Escobar et al. (2004). Se colocé una
circunferencia de papel celofan previamente esterilizado en agua hirviendo en el centro de la
placa de petri con medio PDA y sobre el papel se sembrd un disco de 5mm de didametro de

Trichoderma y se incubd bajo condiciones de laboratorio por 48 horas antes que el micelio
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llegara al borde del papel. Luego fue retirado y en su lugar se sembré un disco de 5mm de
diametro de Rhizoctonia, el testigo se realiz6 sembrando el patégeno sobre la presencia del
papel celofan sin antagonista, todo se incubd bajo condiciones de laboratorio y se evalu6 a
los 6 DDI, midiendo el crecimiento del patdégeno y se calculé el porcentaje de inhibicion del
crecimiento. Se empled un disefio completamente aleatorizado, con 4 repeticiones y 19

tratamientos.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Aislamiento e identificacion de Rhizoctonia sp.

El aislado de Rhizoctonia obtenido se caracterizd por presentar una colonia blanca al inicio
gue posteriormente fue cambiando a marrén claro hasta llegar a marron oscuro a los 15DDI,
durante el inicio del crecimiento de la colonia se formaron anillos concéntricos que tendian a
desaparecer después del quinto dia (Figura 5), ademas se observé la formacion de los
esclerocios después de los 20DI, de forma dispersa en el medio de cultivo, observandose
como una formaciéon de masas de color café muy claro que se iban oscureciendo hasta
observarse los esclerocios, los cuales eran de color marron oscuro, lisos y de formas
irregulares, comunmente redondos de 1 a 9 mm de diametro y con frecuencia agrupados,
rodeados de un exudados de color marrén claro (que también se observd sobre esclerocios
individuales) (Figura 6). La tasa de crecimiento fue evaluada diariamente, observandose un
crecimiento promedio de 0,9 a 1,2 cm/dia, cubriendo completamente la capsula entre el dia 7
y 8 DDI.

Figura 6. Esclerocios de Rhizoctonia. A. Formacion de los esclerocios y B. Esclerocios maduros.

Se evaluaron las caracteristicas microscopicas, donde se observaron hifas jovenes hialinas,
gue luego fueron cambiando a un amarillo claro y las maduras de color marrén, presentaron

hifas formando un &ngulo recto, con una constriccion en el inicio de la ramificacién y un septo
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inmediatamente después, el grosor de las hifas fue de 7 a 10,5 pum (Figura 7). Las
caracteristicas observadas corresponden a las descritas en la literatura para Rhizoctonia
solani (Sneh et al., 1991, Rincon et al., 1992; Agrios, 1995, Carling et al, 2002(b)).

Figura 7. Constriccién del micelio y angulo recto en las hifas de Rhizoctonia. A. Hifas hialinas jévenes. B.
Hifas marrén claras maduras

Yang et al. (2006) identificaron diferentes aislados de Rhizoctonia y observaron que los
aislados presentaron un cambio de coloracién de marrén claro a marrén oscuro y formando
esclerocios después de los 14DDI. Gutiérrez et al. (2006) observaron en 3 aislados de
Rhizoctonia diferencias significativas en cuanto a la tasa de crecimiento, obteniendo
crecimiento de 8,2 y 5,6 cm a los 4 DDI. También se evalué la formacién de esclerocios, la
cual se produjo a los 15 DDI, observando esclerocios de color marrén de forma dispersa y el
tamano oscilé entre 0,3 y 9 mm de didmetro. Perdomo et al., (2007) observaron que la hifas
de los aislados evaluados presentaban angulos rectos y constricciones en el punto de origen
de la ramificacion desde la hifa principal. Las hifas presentaron un grosor entre 8 y 12,5 um,
ademas se observd cambio de coloracién en el micelio desde blanco hasta marron,
formacion de esclerocios con formas irregulares, de diferentes tamafios y de color marrén,

también se visualizé un exudado de color ambar sobre los esclerocios.
5.2 Prueba de patogenicidad de Rhizoctonia solani.
5.2.1 Prueba en hojas

Las observaciones se realizaron diariamente. Se pudo visualizar sintomas similares en las
dos variedades de lechuga inoculadas. Al segundo dia se observéO un cambio en la
coloracién de las zonas cercanas al punto de inoculaciéon, formando un aro de color marron
algo mas claro en la romana que en la americana, pero similar a la coloracion que se

observa en las plantas afectadas en campo, este aro se formé alrededor del punto de
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inoculacion (Figura 8). Posteriormente se observo el crecimiento del mismo sobre toda la
superficie de las hojas causando un deterioro casi completo de cada hoja a los 8 DDI (Figura
9). De las hojas infectadas se aisl6 nuevamente a Rhizoctonia, comprobandose que el
aislado es patogénico en las dos variedades de lechuga (Figura 10). Perdomo et al. (2007),
observaron sintomas a las 12 horas después de la inoculacion con diferentes aislados de
Rhizoctonia sobre trozos de hojas de maiz. Martinez (2006) observé sintomas producidos
por Sclerotinia minor y S. sclerotiorum a los 3 dias, ademéas el crecimiento del micelio sobre
las hojas de lechuga, cubriendo casi completamente la hoja inoculada, también se observo

produccion de esclerocios.

Figura 10 A. Rhizoctonia en medio de cultivo. B. Micelio de Rhizoctonia (aislados de las hojas inoculadas).
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5.2.2 Prueba en plantas

Se realizaron evaluaciones diarias por 20 dias consecutivos para observar cada cambio
ocurrido en las plantas que fueron inoculadas. Los sintomas se comenzaron a hacer
evidentes a los 10 DDI, las plantas comenzaron a mostrar un marchitamiento leve y una
coloracién amarillenta, se observo el micelio creciendo sobre el tallo de la planta, las plantas
afectadas murieron entre los 25 y 30 DDI (Figura 11). En esta prueba solo se utilizaron
plantas de la variedad “Americana”, las plantas afectadas se llevaron a la camara de
aislamiento y se sembraron tejidos de la planta donde se observaban sintomas en PDA,
luego se realizaron impresiones en cinta para observar el patdégeno obtenido (Figura 12).
Mediante esta prueba y la anterior que se realizé en hojas se pudo comprobar que el aislado

de Rhizoctonia evaluado es patogénico en plantas de lechuga.

Figura 11. Sintomas en plantas de lechuga causadas por Rhizoctonia. A. Primeros sintomas a los 15 DDI.
B. Crecimiento del micelio en el tallo de la planta. C. Comparacion de plantas inoculadas con plantas
testigos.

Figura 12. A. Rhizoctonia en medio de cultivo. B. Micelio de Rhizoctonia aislados de plantas
inoculadas con Rhizoctonia.
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5.3

Caracterizacién macro y microscoépica.

Caracterizacion de aislados de Trichoderma

Las caracteristicas se evaluaron a los 3 y 6 dias después de la siembra, los 18 aislamientos

presentaron caracteristicas correspondientes al género Trichoderma (Cuadro 5) (Figura 13y

14).

Cuadro 5. Caracteristicas macro y microscépicas de 18 aislados de Trichoderma sp.

TRAT

AISLADO

CARACTERISTICAS
MACROSCOPICAS

CARACTERISTICAS
MICCROSCOPICAS

TO019

Colonia de crecimiento
moderado, micelio blanco y
algodonoso, forma
pustulas y exudados de
color verde olivo.

Conidioforo  intrincado, fidlides
langeniformes de 2-3 por verticilo.
Conidios verde oscuro, lisos,
globosos, subglobosos hacia
elipsoidales. Clamidosporas
hialinas, terminales e intercalares,
globosas, subglobosas y
periformes.

TO53

Colonia de crecimiento
rapido, micelio de color
blanco y algodonoso,
forma anillos con una
distancia promedio de
6mm entre anillos, forma
pustulas y exudados verde
oscuro.

Conidi6foro  intrincado, fialides
langeniformes de 2-3 por verticilo.
Conidios verde oscuro y lisos,
globosos, subglobosos y
elipsoidales. Clamidosporas
hialinas, terminales, solitarias e
intercalares, globosas,
subglobosas.

TO054

Colonia de crecimiento
lento, micelio blanco
algodonoso, formacioén de
pustulas y exudados de
color verde oscuro.

Conidioforo alargado, fidlides
langeniformes de 1-3 por verticilo.
Conidios verde oscuro, lisos,
globosos y subglobosos.
Clamidosporas hialinas, terminales
e intercalares, globosas vy
subglobosas.

TO55

Colonia de crecimiento
rapido, micelio blanco
algodonoso, forma anillos
con una distancia promedio
de 10mm entre anillos,

Conidioéforo intrincado, fidlides
langeniformes de 2-4 por verticilo.
Conidios verde oscuro, lisos,
globosos y subglobosos.
Clamidosporas hialinas, terminales

40



formacion de pustulas y
exudados verde olivo.

e intercalares,
subglobosas.

globosas a

Colonia de crecimiento | Conidiéforo  alargado, fidlides
moderado, micelio blanco | langeniformes de 1-3 por verticilo.
ralo, forma anillos | Conidios verde oscuro, lisos,
6 TO56 concéntricos con distancia | globosos y subglobosos.
promedio de 9mm entre | Clamidosporas hialinas, terminales
ellos. y solitarias, globosas a
subglobosas.
Colonia de crecimiento | Conidiéforo  alargado, fidlides
rapido, micelio blanco | langeniformes de 2-4 y 2-3 por
algodonoso, formacion de | verticilo. Conidios verde oscuro,
7 TO57 anillos concéntricos con | lisos, globosos y subglobosos.
distancia promedio entre | Clamidosporas hialinas, terminales,
anillos de 10mm, | solitarias e intercalares, globosas a
formacion de exudados | subglobosas y periformes.
transparentes.
Colonia de crecimiento | Conidiéforo  alargado, fialides
rapido, micelio blanco ralo, | langeniformes de 2-4 por verticilo,
forma anillos con distancia | presencia de fialides intercalares.
8 TO58 promedio de 9mmm entre | Conidios verde oscuro, lisos,
anillos. globosos, elipsoidales y ovoides.
Clamidosporas hialinas, terminales,
solitarias e intercalares, globosas a
subglobosa y periformes.
Colonia de crecimiento | Conidi6foro alargado, fidlides
rapido, micelio blanco | langeniformes de 2-4 , 2-3 y de 2-5
algodonoso, formacion de | por verticilo, presencia de fialides
9 T059 anillos concéntricos, | intercalares. Conidios verde
distancia promedio entre | oscuro, lisos, globosos y ovoides.
anillos de 12 mm, forma | Clamidosporas hialinas, terminales
exudados transparentes. e intercalares, globosas vy
subglobosas.
Colonia de crecimiento | Conidi6éforo  intrincado, fidlides
rapido, micelio blanco | langeniformes de 2-3 por verticilo.
10 T0O60 aereo, forma anillos | Conidios verde oscuro, lisos,

concéntricos con  una
distancia promedio de
13mm, forma puastulas y

globosos a subglobosos.
Clamidosporas hialinas, terminales
e intercalares, globosas vy
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agregados de conidios, | periformes.
exudados transparentes.
Colonia de crecimiento | Conidiéforo intrincado, fialides
rapido, micelio blanco | langeniformes de 2-3 por verticilo.
aéreo, forma anillos con | Conidios verde oscuro, lisos,
11 TO61 distancia promedio de 13 | globosos a subglobosos.
mm, forma pustulas vy | Clamidosporas hialinas, terminales
agregados de conidios, | e intercalares, globosas vy
exudados transparentes. periformes.
Colonia de crecimiento | Conidiéforo intrincado, fialides
rapido, micelio blanco | langeniformes de 2-3 por verticilo.
aéreo, forma anillos | Conidios verde oscuro, lisos,
concéntricos con  una | globosos a subglobosos.
12 T062 . : : - :
distancia de 10mm, forma | Clamidosporas hialinas, terminales
pustulas y agregados de | e intercalares, globosas vy
conidios y  exudados | periformes.
transparentes.
Colonia de crecimiento | Conidioforo intrincado, fialides
rapido, micelio blanco | langeniformes de 2-3 por verticilo.
aéreo, forma anillos con | Conidios verde oscuro, lisos,
13 TO63 distancia de 9mm, | globosos a subglobosos.
presenta pustulas y forma | Clamidosporas hialinas, terminales
agregados de conidios. e intercalares, globosas vy
periformes.
Colonia de crecimiento | Conidi6éforo  intrincado, fidlides
rapido, micelio blanco | langeniformes de 2-3 por verticilo.
aéreo, forma anillos con | Conidios verde oscuro, lisos,
14 T064 una distancia de 17mm. | globosos a subglobosos.
Presenta pustulas y | Clamidosporas hialinas, terminales
formacion de agregados de | e intercalares, globosas vy
conidios, exudados | periformes.
transparentes.
Colonia de crecimiento | Conidi6éforo  intrincado, fidlides
rapido, micelio blanco | langeniformes de 2-3 por verticilo.
aéreo, formacion de anillos | Conidios verde oscuro, lisos,
15 TO65 con distancia de 18mm, | globosos y ovoides. Clamidosporas

forma pustulas, agregados
de conidios y exudados
transparentes.

hialinas, terminales, solitarias e
intercalares, globosas, subglobosas
y periformes
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Colonia de crecimiento | Conidiéforo intrincado, fialides
rapido, micelio blanco | langeniformes de 2-3 por verticilo.
aéreo, forma anillos con | Conidios verde oscuro, lisos,
16 TO66 una distancia de 12mm, | globosos a subglobosos.
presencia de agregados de | Clamidosporas hialinas, terminales,
conidios y pustulas, | solitarias e intercalares, globosas,
exudados transparentes. subglobosas y periformes
Colonia de crecimiento | Conidiéforo intrincado, fialides
rapido, micelio blanco ralo, | langeniformes de 2-3 y de 2-5 por
17 T067 no forma pustulas ni | verticilo. Conidios verde oscuro,
agregados de conidios. lisos, globosos a subglobosos.
Clamidosporas hialinas, terminales,
globosas y poco frecuentes.
Colonia de crecimiento | Conidiéforo intrincado, fialides
rapido, micelio blanco | langeniformes de 2-3 por verticilo.
aéreo, forma anillos | Conidios verde oscuro, lisos,
concéntricos con distancia | globosos a  subglobosos vy
18 TO68 ., o .
de 14mm, forma pustulas y | elipsoidales. Clamidosporas
agregados de conidios, | hialinas, terminales, solitarias e
exudados transparentes. intercalares, globosas,
subglobosas y periformes
Colonia de crecimiento | Conidi6éforo intrincado, fidlides
rapido, micelio blanco | langeniformes de 2-3 y 2-4 por
aéreo, forma anillos | verticilo. Conidios verde oscuro,
19 T069 concéntricos con distancia | lisos, globosos y elipsoidales.

de 9mm, forma pdastulas y
agregados de conidios,
exudados transparentes.

Clamidosporas hialinas,
terminales, solitarias e intercalares,
globosas, subglobosas y
periformes
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Figura 13.

Caracterizacion macroscopica de los aislados de Trichoderma
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Figura 14. Caracteristicas microscopicas de los diferentes aislados de Trichoderma. A, B, Cy D.
Conidiéforos y fidlides. E, F, G y H. Conidios. |, J, K y L. Clamidosporas

5.4  Evaluacion in vitro de Trichoderma spp. sobre Rhizoctonia spp.
5.4.1 Velocidad de crecimiento.

Los 19 aislamientos de Trichoderma se evaluaron durante una semana para observar su

velocidad de crecimiento. Se emple6 un disefio factorial con 19 tratamientos, cuatro
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repeticiones y un factor dia, se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos (p = 0.0000; CV10.78) y para determinar los mejores tratamientos se aplico
la prueba de medias de Tukey, con un nivel de confianza de 99%, la cual muestra que hay
cinco grupos homogéneos y que estos dentro de ellos no presentan diferencias significativas
(Cuadro 6). El mejor aislado fue TO55 el cual crecié 7.5771cm en el promedio de 7 dias de
evaluacion seguido de T069 con 7.3396 cm y T019 con 7.3021 cm; a diferencia de los
aislados T061 y TO66 que crecieron 6.2229 cm y 6.0396cm respectivamente. Rosero (2008)
encontrd diferencias estadisticamente significativas entre 4 asilados de Trichoderma, donde
T. koningii tuvo la mayor velocidad de crecimiento en comparacion con los demas aislados.
Cundom et al., (2003a) observaron diferencias en la velocidad de crecimiento de los 9
aislados de Trichoderma evaluados, observando que los aislados 1, 3, 6 y 7 fueron los que
tuvieron mayor velocidad e crecimiento. La velocidad de crecimiento de cada aislado de
Trichoderma depende de cada especie e incluso se sabe que hay diferencias entre asilados
de la misma especie, mostrando esto la variabilidad antagénica de cada aislado. Cook y
Baker (1983) sefialan que la velocidad de crecimiento en los aislados de Trichoderma es un

motivo para la utilizacion de estos como antagonistas.

Cuadro 6. Velocidad de crecimiento de los 19 aislados de Trichoderma.

TRAT VDC TRAT VDC
TO55 75771 a TO58 | 6.9312 abcd*
TO69 | 7.3396 ab TO60 | 6.7458 abcde
TO19 7.3021 ab TO67 | 6.7229 bcde
TOO1 7.2188 abc TO54 | 6.7062 bcde
TO68 7.1625 abc TO53 | 6.5875 bcde
TO57 7.1500 abc T062 | 6.5000 bcde
TO66 7.1188 abc TO63 |6.3917 cde
TO65 7.1021 abc TO61 | 6.2229 de
TO64 7.0229 abcd TO56 | 6.0396 e
TO59 6.9937 abcd

*Medias seguidas con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey 0.01)
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5.4.2 Capacidad de esporulacién

Se sembraron discos de Trichoderma en placas con PDA y se evaluaron a los 12 dias de
incubacion y se estimo de forma visual su capacidad de esporulacién (Cuadro 7). Se
utilizaron 19 tratamientos con 4 repeticiones cada uno. La mayoria de los aislados
presentaron una capacidad de esporulacibn muy abundante a excepcion de los aislados
T057, TO60 y TO64 (Figura 15). Michel, (2001) evalud la capacidad de esporulacion (CE) de
27 aislados de Trichoderma, donde observé un solo aislado con capacidad esporulacion muy
abundante, veintitrés aislados con abundante y CE tres con escasa CE.

Cuadro 7. Capacidad de esporulacion de los aislados de Trichoderma

Trat. CDE Trat. CDE
TOO1 MA TO61 MA
TO19 MA T062 MA
TO53 MA TO63 MA
T054 MA TO64 A
TO55 MA TO65 MA
T0O56 MA TO66 MA
TO57 A TO67 MA
TO58 MA TO68 MA
T059 MA TO69 MA
TO60 A

MA= MUY ABUNDANTE 100% DE ESPORULACION SOBRE EL MEDIO
A= ABUNDANTE 50% DE ESPORULACION SOBRE EL MEDIO

Fig. 15. Ay B. Esporulacion abundante (TO57 y T060); Cy D. Esporulacion muy abundante (TO01 y
TO67).
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5.4.3. Pruebas de enfrentamiento
5.4.3.1 Interaccioén hifal

Se observaron diferentes interacciones en todos los aislados Trichoderma sobre Rhizoctonia
siendo las mas comunes en la mayoria de los aislados, lisis y penetracion. El crecimiento
paralelo y el enrollamiento se presentaron solo en algunos aislados (Cuadro 8). El
enrollamiento en las hijas de Rhizoctonia ocurrio en los aislados T066, T067 y T068, donde
las hifas de Trichoderma se adhieren y se enrollan a Rhizoctonia ocurriendo un
estrangulamiento de las hifas y su posterior muerte (Figura 16). La penetracién se observé
por el crecimiento de Trichoderma dentro de las hifas de Rhizoctonia en 10 de los aislados
estudiados (Figura 17). En el crecimiento paralelo se observaron el crecimiento conjunto de
las dos hifas sin ninguna alteracion aparente (Figura 18). En cuanto a lisis se encontré que
de los 19 aislados 14 presentaron esta interaccion, donde se observé una desintegracion y
rompimiento de las hifas de Rhizoctonia, esta caracteristica se presenta por la secrecion de
metabolitos por parte de Trichoderma (Figura 19). La mayoria de los aislados presentaron 1
y 2 tipo de interaccién hifal. Los aislados T058, T068 y TO67 presentaron 3 tipos. Diferentes
investigadores han encontrado las distintas interacciones mencionadas anteriormente.
Rincén et al., (1992) observaron gue los aislados de Trichoderma evaluados presentaron con
mayor frecuencia lisis, vacuolacion, crecimiento paralelo, granulacibn y con menos
frecuencia enrollamiento y penetracién sobre las hifas de R. solani, por otra parte Reyes et
al., (2008) encontraron tres tipos de interaccion; penetracion, enrollamiento, vacuolacion y
lisis celular sobre hifas de Rhizoctonia sp., Cundom et al., (2003b) observaron plasmodlisis,
acortamiento celular y enrollamiento de la hifas de Trichoderma sobre Rhizoctonia y Martinez
et al (2008), encontraron cuatro tipos de interacciones, enrollamiento, penetracion,

vacuolacién vy lisis en el 98% de los aislados evaluados sobre las hifas de Rhizoctonia sp.
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Cuadro 8. Interaccioén entre las hifas de Trichoderma spp Y R. solani.

T001 - + - +
T019 - - + +
T053 - - + -
T054 - - + +
TO55 - - + -
T056 - + - +
TO57 - - + -
T058 - - + +
T059 - + - +
T060 - + - +
T061 - + - +
T062 - + - -
T063 - - + +
TO64 - - - +
TO65 - + - -
TO66 + + - +
TO067 + + - +
T068 + + - +
T069 - - + +

E= esporulacién; EN= enrollamiento; P= penetracién; CP= crecimiento paralelo al micelio de Rhizoctonia; L=lisis del micelio de Rhizoctonia.

Figura 16. Interaccion hifal por enrollamiento de las hifas de Trichoderma sobre Rhizoctonia. A. TO66; B.

TO67; C. TO68.
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Fig. 17. Interaccion hifal por penetracion de hifas de Trichoderma en hifas de Rhizoctonia. A. T001; B
TO59; C. T062; D. TO68.

Figura 18. Interaccion hifal por crecimiento paralelo de las hifas de Rhizoctoniay Trichoderma. A.
Asilado T019 y B. Aislado T063

Figura 19. Interaccion hifal por lisis a las hifas de Rhizoctonia por efecto de Trichoderma. A. T054; B.
TO56; C. TO57; D. T063
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5.4.3.2. Evaluacion macroscépica

Se observaron diferentes reacciones en cada aislado (Cuadro 9). La mayoria de los aislados
de Trichoderma tuvieron un cambio en la coloracion del micelio durante el transcurso de la
evaluacion de un verde claro a un verde olivo y luego a un verde oscuro (Figura 20), a
diferencia del micelio de Rhizoctonia que solo el del aislado TO60 produjo un cambio en el
color del micelio a un amarillo claro. Los aislados T054, T0O56, TO67 y TO68 tuvieron un
cambio de color en la zona de contacto formandose un anillo color marrén y en otros de color
amarillo claro (Figura 21). En cuanto a la produccion de esclerocios por parte de Rhizoctonia
solo se observo en el aislado T067, el cual indujo crecimiento de esclerocios, teniendo en
cuenta que el aislado de Rhizoctonia produce esclerocios después de los 15 DDI. También
se observo la esporulacion de todos los aislados de Trichoderma sobre Rhizoctonia a
excepcion de los aislados T056, TO57 y T067 (Figura 22). Rincon et al., (1991) observaron
gue solo el aislado T-17 de los estudiados presentd franja color café visible en la zona de

contacto entre Trichoderma y R. solani.

También se evalud los dias a los que Trichoderma y Rhizoctonia realizaron contacto, el
sobrecrecimiento, la esporulacion en la zona de contacto sobre Rhizoctonia y la inhibicion de
crecimiento de Rhizoctonia. En el cuadro 10 se puede observar que el promedio de dias para
el contacto es de 3 a 4, los aislados T057, TO60 y TO67 no tuvieron un sobrecrecimiento
sobre el patdégeno. Michel (2001), observé esporulacion abundante sobre la zona de
interaccion entre Trichoderma y Fusarium, también observd sobrecrecemiento de los

aislados sobre el patégeno.

51



Cuadro 9. Cambios y alteraciones en el

micelio y medio de cultivo en

enfrentamientos de Trichoderma y Rhizoctonia.

AISL [CCMT [CCMR [cczC [ccm [PE | E [IR
TOO1 + - - - - 4+ +
T019 + - - +A - 4+ +
TO53 + - - +A - 2+ +
TO54 + - +A +C - 2+ +
TO55 + - - +C - 2+ +
TO56 - - +M +M - - +
TO57 + - - +A - - -
T058 - - - +A - 3+ |+
TO59 + - - +C - 2+ +
TO60 + +A - +A - - -
T061 + - - +A -2+ |+
T062 + - - +A - + +
T063 - - ; . 5 T "
T064 - - - +M - 3+ |+
T065 + - - +M -] A |+
T066 - - - +A I N T
T067 - - +M - + - -
T068 + - +M +A - 3+ +
T069 - - - +M - + +

los

CCMT= cambio de color del micelio de Trichoderma, CCMR= cambio de color del micelio de Rhizoctonia, CCZC= cambio de
color en la zona de contacto, CCM= cambio de color del medio, PE= produccion de esclerocios, E= esporulacion, IR= invasién
de Rhizoctonia, M= marrén, A=amarrillo y C=crema.
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Cuadro 10. Dias de contacto, sobrecrecimiento y esporulacion de Trichoderma spp

sobre Rhizoctonia.

AISL DDC SC(cm) ESPORULACION ICR
HzZC SR
TOO1 4 2.3 - + +
TO19 3.75 1.57 - + +
TO53 4.75 1.12 - + +
T054 3.5 1 - + +
TO55 4 15 - + +
TO56 4.75 1.05 + - +
TO57 6.75 0 + - -
TO58 4 1.13 - + +
TO59 4 1.17 - + +
TO60 3.75 0 + - +
TO61 3 1 - + +
T062 3.75 0.95 - + +
TO63 3.75 2.57 - + +
T064 4.5 11 - + +
TO65 3.5 0.97 - + +
TO66 3.25 1.6 - + +
TO67 4.5 0 + - +
TO68 4 0.67 - + +
TO69 3.75 1.77 - + +

DDC= dias del contacto; SC= sobre crecimiento de Trichoderma sobre R. solani; HZC= hasta la zona de contacto, SR= sobre
R. solani, ICR= Inhibiciéon del crecimiento de R. solani
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Figura 20. Evaluacion macroscopica. Cambio de coloracién de la colonia de Trichoderma

Figura 21. Evaluacion macroscoépica. Cambio de color en la zona de contacto entre las hifas de
Trichoderma y Rhizoctonia.

Figura 22. Evaluacion macroscopica. A. No esporulacién sobre el patdgeno. B. Esporulacién sobre el
patégeno.

5.4.4. Pruebas de competencia

Se observo los cuatro tipos de grado de competencia segun la escala Elias y Arcos (Cuadro
11). La mayoria de lo aislados presentaron un grado de competencia de tipo 4 donde el
aislados tuvieron un crecimiento y esporulacion sobre toda la superficie del patdogeno. Los
aislados T054, TO59 y T062 presentaron grado 3, donde se observo la invasion total de la
superficie del patégeno pero sin esporulacion; TO66 y TO56 grado 2 y 1 respectivamente,
donde invadieron Y2 y % de la superficie del patdgeno. Y los aislado T057, TO60 y TO67
grado 0, es decir, que no realizaron ninguna invasion a la colonia del patdogeno (Figura 23).
Rincon et al., (1992) observaron que todos los aislados estudiados presentaron grado de
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competencia 4 sobre Rhizoctonia excepto el T-95 que presento de tipo 2. Askew y Ling
(1994), evaluaron el grado de competencia de 118 aislados de Trichoderma sobre
Rhizoctonia y encontraron que el 53% presentaba grado 4, 21% grado 3, 17% grado 2, 6%
grado 1y 3% grado 0. Martinez et al., (2008) observaron que el 81.35% de los asilados
evaluados se ubicaron en los grados 4 y 3 competencia sobre Rhizoctonia.

Cuadro 11. Capacidad competitiva de los aislados de Trichoderma con Rhizoctonia.

AISL GRADO DE COMPETENCIA
0 1 2 3 4
TOO1 - - - - +
TO19 - - - - +
TO53 - - - - +
TO54 - - - + -
TO55 - - - - +
TO56 - + - - -
TO57 + - - - -
TO58 - - - - +
TO59 - - - + -
TO60 + - - - -
TO61 - - - - +
T062 - - - + -
T063 - - - - +
TO64 - - - - +
TO65 - - - - +
TO66 - - + - -
TO67 + - - - -
TO68 - - - - +
TO69 - - - - +

+ = Presencia Y - = Ausencia
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Figura 23. Tipos de capacidad competitiva de los aislados de Trichoderma sobre Rhizoctonia. A. 4; B. 3;
C.2;D.1;E.O.

5.4.4.1. Inhibicién del crecimiento de Rhizoctonia frente a Trichoderma.

Los resultados muestran que hay diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje
de inhibicién del crecimiento de Rhizoctonia ( p =0.000 y C.V. 23.58). Para ello se empleo un
disefio factorial, con 19 tratamientos y 4 repeticiones y un factor dia. Para determinar el
mejor tratamiento se aplicé la prueba de medias de Tukey (Cuadro 12), la cual muestra que
hay 5 grupos homogéneos los cuales no tiene diferencias estadisticamente significativas
dentro de ellos. El aislado mas eficiente fue el T068, el cual logré inhibir el crecimiento de
Rhizoctonia en 65.1%, seguido de los aislados T059, T065, T063 y TO55 con un porcentaje
de inhibicién de; 63.3%, 62.6%, 60.6% Yy 60.3% respectivamente a diferencia de los aislados
T053 y TO57 con un porcentaje de inhibicién de 38.1% y 37.8% respectivamente siendo
estos los menos eficientes (Figura 24). Algunos investigadores han encontrado inhibicién de
Rhizoctonia en mas del 60%. Reyes et al., (2008), encontraron que los aislados de
Trichoderma evaluados presentaron un porcentaje de inhibicion entre 83 y 34 % sobre
Rhizoctonia sp. A diferencia de Soares y Faull (2000), los cuales encontraron que el
crecimiento de Rhizoctonia fue inhibido en un porcentaje menor a 51%. Sin embargo se
encontraron diferentes respuestas donde Trichoderma ejerce un nivel més alto de inhibicién
de crecimiento de Rhizoctonia y otros patégenos tal es el caso de, Escobar et al., (2004),
gue observaron que la cepa Th650 de Trichoderma logré un porcentaje de inhibicion entre 51
y 52% en R. solani y 46% en Fusarium solani y Michel (2001), observo 2 comportamientos
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distintos, encontrando que la inhibicion de crecimiento por parte de Trichoderma sobre F.
oxysporum fue de 0 a 69% y en F. subglutinans fue entre 0 y 73%.

Cuadro 12. Inhibicién de crecimiento de Rhizoctonia por efecto de Trichoderma.

TRAT. VDC TRAT. VDC
TO68 | 65.071 a TO54 | 52.210 abcd*
TO59 | 63.310 ab TO56 | 50.440 bcde
TO65 | 62.597 ab TO58 |50.129 bcde
TO63 | 60.603 ab TO62 | 49.990 bcde
TO55 | 60.278 ab TO69 |45.914 cde
TOO1 |58.870 abc TO66 |44.731 cde
TO61 | 58.756 abc TO67 | 39.403 de
T019 | 58.518 abc TO53 | 38.085 de
TO60 | 56.846 abc TO57 | 37.825 e
TO64 | 55.115 abc

*Medias seguidas con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey 0.01)

Figura 24. Porcentaje de inhibicion de crecimiento de Rhizoctonia frente a Trichoderma. A. Aislado T068
(65.1%); B. Aislado T057 (37.8) y C. Aislado de Rhizoctonia (testigo).

5.4.42. Crecimiento de Trichoderma frente a Rhizoctonia.

Se realiz6 la comparacion del crecimiento de Trichoderma frente a Rhizoctonia y cuando el
crece solo, para observar si se produce algun efecto inhibitorio por parte de Rhizoctonia. En
la figura 25 se puede observar diferentes comportamientos, algunos de los aislados como
TOO1, TO19 y TO55 crecieron mas rapidamente en cultivo dual que cuando se sembraron
solos, esto puede ser a que Trichoderma dentro del proceso micoparasitico tiene una etapa

57



de crecimiento quimiotrofico donde puede detectar a distancia al patdgeno y las hifas crecen
en direccion al patégeno, debio a la respuesta a un estimulo quimico por parte del patégeno
(Infante et al., 2009). El resto de aislados fueron afectados por la presencia del patégeno, es
decir, que Rhizoctonia tiene algun efecto sobre la capacidad competitiva de Trichoderma,
esto puede deberse a la capacidad de competir por nutrientes o espacio por parte de ambos
hongos (Harman, 2000; Howell, 2003; Benitez et al, 2004). Sin embargo el aislado TO68 tuvo
un comportamiento similar en el cultivo dual y el cultivo solo, donde el antagonista no se vio
afectado por el crecimiento del patdégeno. Esto muestra la capacidad competitiva y la
velocidad de crecimiento de este asilado, ya que en las mismas condiciones de todos los
aislados tuvo un comportamiento normal.
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Figura 25. Crecimiento de Trichoderma en cultivos duales y solo.
5.4.5. Pruebas de antibiosis
5.4.5.1. Efecto de metabolitos volatiles

La produccion de metabolitos volatiles por parte de los aislados de Trichoderma provoco la
inhibicion de crecimiento de Rhizoctonia entre 25,5% y 64,1% en comparacion con el testigo.
Se empleo un disefio factorial, con 19 tratamientos y 5 repeticiones y un factor dia. Se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los aislados (p= 0.0013 y C.V.
3.46). Para determinar los mejores tratamientos se aplico la prueba de medias Tukey, la cual
mostro que hay 9 grupos homogéneos (Cuadro 13). Los mejores aislados fueron T064 con
un porcentaje de inhibicion de 64,1% seguido de T069 con 63.5% de inhibicion, también se
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observd que el aislado TO19 y TO57 inhibieron el crecimiento en 33.1% y 25.6%
respectivamente, siendo estos los aislados menos efectivos (figura 26), esto puede deberse
a la cantidad de sustancias y gases que se encuentran en el ambiente de la capsula, ya que
se ha encontrado especies de hongos patogénicos que estimulan su crecimiento cuando se
encuentran a altas concentraciones de diéxido de carbono. Sin embargo se ha encontrado
respuestas de inhibicién de las colonias de patdégenos a los metabolitos de Trichoderma,
dentro de ellos esta Siddiquee et al., (2009) ellos observaron que la produccion de
metabolitos volatiles por parte de Trichoderma sobre Ganoderma boninense logré inhibir el
crecimiento entre 24,5 % y 58,7 a los 6 DDI por otra parte Escobar et al., (2004) observaron
que el efecto de los metabolitos volatiles logré disminuir entre un 30,7 y un 5,5% el
crecimiento de R. solaniy en 12,8 y 5,3 % el crecimiento de F. solani, sin embargo Dal et al.,
(1997) no encontraron ningun efecto sobre el crecimiento de R. solani y Sclerotinia minor,
pero si la inhibi6 de la formacion de esclerocios. Arias et al., (2006) encontraron que mutates
de Trichoderma spp. Inhibieron el crecimiento de R. solani y Phytopththora nicotianae entre
2,2-42 % y 0-55,55 % respectivamente. Eziashi et al., (2006) encontraron que la colonia de
Ceratocystis paradoxa se inhibia en un 64% por la produccion de metabolitos de T.viride, asi
como también observaron que T. aureoviride solo inhibié el 2% del crecimiento. Se sabe que
son muchas las sustancias metabolicas producidas por Trichoderma tales como; Gliotoxina,
viridina, Pacibasina, Trichodermina, Alquil pirona entre otros que tiene un gran efecto

inhibitorio en diferentes patégenos. (Howell et al, 1993; Horvath et al, 1995 y Fravel, 1998).

Ademas de la inhibicion de crecimiento de Rhizoctonia se evalué microscépicamente el
efecto de los aislados sobre las hifas de Rhizoctonia. Se pudo observar como una lisis o
deshidratacion de la hifa en casi todos los aislados, en otros aislados la hifa se ve como

vacia y transparente. (Figura 27).
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Cuadro 13. Inhibicion del crecimiento de Rhizoctonia por efecto de metabolitos
volétiles producidos por Trichoderma.

TRAT. VDC TRAT. VDC
TO64 64.111 a TO63 | 51.572  def*
TO69 63.564 ab TO56 | 51.321  def
TO59 60.981 abc TO61 | 47.608 efg
TO67 60.532 abcd TO60 | 47.479 fg
TO68 60.268 abcd TO65 | 40.020 gh
TO53 | 56.866 abcde TOS5 | 38.653 gh
TO66 | 54.702 bcdef TOO1 | 36.594 h
T062 | 54.010 cdef T019 | 33.161 hi
TO54 | 53.844  cdef TO57 | 25.590 [
TO58 | 52.346  cdef

*Medias seguidas con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey 0.01)

Figura 26. Porcentaje de inhibicion de crecimiento de Rhizoctonia por el efecto de metabolitos volatiles de
Trichoderma. A. Aislado T064, B. Aislado T057 y C. Testigo de Rhizoctonia.

Figura 27. Hifas de Rhizoctonia afectadas por los metabolitos volétiles producidos por Trichoderma.
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De la misma manera como se evalud el efecto de los metabolitos de Trichoderma sobre
Rhizoctonia, se realizé una evaluacion a cada aislado de Trichoderma para observar si habia
algun efecto en el crecimiento del mismo. Para ello se compararon los aislados en medio de
cultivo solo y con Rhizoctonia. En la Figura 28 se puede observar que hubo un efecto de
Rhizoctonia sobre Trichoderma ya que casi todos los aislados testigos crecieron mas que los
gue se sembraron con Rhizoctonia, solo el aislado TOO1 no tuvo un efecto inhibitorio por
parte del patégeno. Sin embargo los aislados T059, TO61 y TO66 tuvieron un crecimiento
mayor en presencia del patégeno, es decir el crecimiento se vio de alguna forma estimulado
por la presencia del patégeno.
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Figura 28. Crecimiento de Trichoderma en presencia de Rhizocotnia y solo.

5.45.2. Efecto de metabolitos no volatiles

Se empleo un disefio completamente al azar, con 19 tratamientos y 4 repeticiones, donde se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p= 0.0000 y C.V. 28.94). Para
determinar las medias que son significativamente diferentes unas de otras se realizo la
prueba de medias de Tukey, la cual muestra que hay 4 grupos homogéneos (Cuadro 14).
Los mejores aislados fueron T063 y TO068, los cuales lograron inhibir el crecimiento de
Rhizoctonia en 71.5% y 71.4% respectivamente, seguido de TO67 con una inhibicién del
65.3%, a diferencia de los aislados T057, T062 y TO19 con una inhibicién del crecimiento de
Rhizoctonia del 22.9, 19.5 y 17.33% respectivamente siendo asi los menos eficientes (Figura
29). Se puede observar que las pruebas evaluadas, esta fue la que logro una inhibicién mas
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alta en comparacion a metabolitos volétiles y pruebas de enfrentamiento, asi mismo,
Escobar et al., encontraron que uno de los aislados que evaluaron (Th650) logro inhibir en un
100% el crecimiento de R. solani, a diferencia de F. solani donde solo se logro inhibir en
28,4 % el crecimiento, a diferencia de Shafiquzzaman et al., (2009), observaron que el efecto
inhibitorio de G. boninense se logrd solo en 40,16%. Arias et al., (2006), observaron que el
efecto de uno de los mutantes de Trichoderma estudiados fue de 100% de inhibicién del
crecimiento de dos asialdos de R. solani y el P. nicotianae.

Al igual que en los metabolitos volétiles, se evaluo el efecto de los metabolitos en las hifas
del patégeno, donde se observé todas las hifas hialinas pero con una coloracién
transparente como si estuvieran vacias por algun efecto, sin embargo a diferencia de los

metabolitos no volatiles no se observo lisis 0 rompimiento de las hifas (Figura 30).

Cuadro 14. Prueba de medias para la inhibicion de crecimiento de Rhizoctonia por

efecto de metabolitos no volétiles producidos por Trichoderma.

TRAT. VDC TRAT. VDC

TO63 | 71.525 a TO59 | 49.625 abcd
TO68 | 71.400 a TO66 | 47.075 abcd
TO67 | 65.300 ab TO53 | 42.500 abcd
TO69 | 63.175 ab TO65 | 37.700 abcd
TO56 | 61.400 ab TO60 | 34.600 bcd
TO54 60.850 ab TO61 | 24500 cd
TO55 53.775 abc TO57 |22925 «cd
TO64 51.975 abcd T062 |19.550 cd
TO58 50.425 abcd TO19 | 17.300 d
TOO1 50.075 abcd
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Figura 29. Efecto inhibitorio del crecimiento de Rhizoctonia mediante metabolitos no volatiles producidos
por Trichoderma. A. Efecto de metabolitos producidos por el aislado T063, B. Efecto de metabolitos
producidos por el aislado T019 y C. Crecimiento del testigo de Rhizoctonia.

Figura 30. Hifas de Rhizoctonia afectadas por los metabolitos no volatiles producidos por Trichoderma
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VL. CONCLUSIONES

Las caracteristicas macro y microscépicas presentadas por los aislados de Trichoderma
estudiados procedentes de los suelos de Timotes corresponde con las descritas para dicho

género.

El aislado de Rhizoctonia evaluado fue capaz de producir sintomas de la pudricién basal y
posteriormente ser reaislado en PDA, mostrando asi que el aislado estudiado es el agente

causal en la Zona de Timotes.

La caracterizacion hifal y morfol6gica del aislado de Rhizoctonia evaluado corresponde a las

caracteristicas bibliograficas y descritas en otras investigaciones, para Rhizoctonia solani.

Los resultados muestran que el uso de los aislados de Trichoderma como biocontrolador de
el aislado Rhizoctonia spp estudiados ha sido efectivo. Se pudo observar que los aislados
TO55 y T019 (tratamientos 5 y 19) tuvieron la mayor velocidad de crecimiento, haciéndolos

posibles candidatos eficientes a la hora de competir con Rhizoctonia.

En la interaccion hifal los aislados de Trichoderma mostraron diferentes comportamientos
tales como; lisis y crecimiento paralelo, los cuales fueron los mas comunes en la mayoria de
los aislados. También se observé que sol6 los aisaldos T058, TO68 y TO67 (tratamientos 8,
18 y 17 respectivamente) mostraron tres diferentes efectos de interaccion hifal al mismo
tiempo sobre Rhizoctonia, haciéndolos los aislados mas eficientes en cuanto a esta

caracteristica y pudiendo ser sugeridos para futuras investigaciones en este campo.

Algunos aislados de Trichoderma presentaron actividad micoparasitica sobre Rhizoctonia,

haciéndose visibles la penetracién y enrollamiento de la hifas.

El promedio de dias de contacto de Trichoderma con Rhizoctonia fue de 3 a 4 dias, esto nos
da una ventaja a la hora de realizar un control, ya que tenemos una idea del tiempo en que

se puede llegar a observar un efecto del biocontrolador sobre el patégeno.

En cuanto al grado de competencia, se observé que la mayoria de los aislados presentaron
grado 4, excepto los aislados T057, TO60 y TO67 (tratamientos 7, 10 y 17) mostraron grado

de competencia 0, es decir que estos aislados no lograron invadir la colonia del patégeno,
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mostrando que su efecto de control se debe a su capacidad de competencia con el
patdégeno.

En cuanto a la inhibicién del crecimiento de Rhizoctonia, no se logré un efecto inhibitorio del
100%, sin embargo el aislado T068 inhibié el crecimiento en un 65,1% a diferencia del
aislado TO57 con un 37,825 %, cabe destacar que los aislados son efectivos para un control
cuando logran mas de un 50% de control. También se observo que Rhizoctonia produce un
efecto sobre el crecimiento de Trichoderma, en algunos casos disminuyendo su crecimiento

y en otros acelerandolo.

El crecimiento de Rhizoctonia se vio afectado por la produccién de metabolitos volatiles y no
volatiles producidos por los aislados T063 y T064, también se observé lisis en las hifas.
Estos aislados se pueden utilizar como candidatos para la extraccion de metabolitos y

posteriormente se usados como fungicidas bioldgicos.

Los aislados T068, T065, T0O63 y TO59 deben ser usados en posteriores investigaciones, ya
gue fueron los que mayor informacidon aportaron en esta investigacion, habiéndolos
sobresalientes en las diferentes pruebas realizadas y se podria utilizar para preparar

biopreparados para el control de Rhizoctonia.
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VII. RECOMENDACIONES.

Realizar ensayos en campo o invernadero con los aislados T068, T065, T0O63 y T059
sobre Rhizoctonia,

T068 puede ser muy efectivo para el control del aislado de Rhizoctonia (usado en esta

investigacion) a nivel de campo.

Utilizar en proximos ensayos varios aislados de Rhizoctonia. Teniendo en cuenta la gran

variabilidad genética que tiene este patdégeno.
Usar los aislados TO63 y TO68 para extraccion de metabolitos en investigaciones futuras.

Emplear los aislados T0O55 y T069 en proximas investigaciones con diferentes patégenos,

debido a su velocidad de crecimiento cuando se encuentran solos.

Preparacion de biopreparados con los aislados T068, T065, T063 y T059, para ser

usados en el control de enfermedades causadas por Rhizoctonia spp.

Evaluar el efecto que pueden producir los patégenos sobre Trichoderma, ya que en esta
investigacion se pudo observar que si existe algun efecto y esto nos da un mejor

resultado a la hora de escoger un aislado candidato como controlador.
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IX.  ANEXOS

Anexo 1. Andlisis de varianza para la velocidad de crecimiento de los diferentes aislados de

Trichoderma.
Source DF SS MS F P
REP 3 1.51 0.504
DIAS 5 3254.47 650.895
REP*DIAS 15 1.77 0.118
AISL 18 71.13 3.952 7.17 0.0000
Error 414 228.25 0.551
Total 455 3557.14

Grand Mean 6.8861 CV 10.78

Anexo 2. Analisis de varianza para la inhibicién de crecimiento de Rhizoctonia frente a

Trichoderma

Source DF SS MS F P
REP 3 34093 11364.5
DIAS 5 83613 16722.7
REP*DIAS 15 9433 628.9
AISL 18 32466 1803.6 11.51 0.0000
Error 414 64880 156.7
Total 455 224486

Grand Mean 53.089 CV 23.58

Anexo 3. Analisis de varianza para la inhibicién de crecimiento de Rhizoctonia por efecto de

metabolitos volatiles producidos por Trichoderma
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Source DF SS MS F P
REP 4 10581 2645.30
DIAS 9 86993 9665.85
REP*DIAS 36 7432 206.44
AISL 18 106444 5913.54 42.69 0.0013
Error 882 122181 138.53
Total 949 333630

Grand Mean 50.170 CV 23.46

Anexo 4. Andlisis de varianza para la inhibicién de crecimiento de Rhizoctonia por efecto de

metabolitos no volatiles producidos por Trichoderma.

Source DF SS MS F P
AISL 18 21091.4 | 1171.74 6.29 | 0.0000
Error 57 10610.6 186.15
Total 75 31702.0

Grand Mean 47.141 CV 28.94
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