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PROSPECCION DE Trichoderma Y Fusarium EN EL DEPARTAMENTO DE
GUATEMALA, GUATEMALA

RESUMEN

En Guatemala no se ha dado importancia a la prospeccién de especies de
microorganismos que puedan existir de forma natural, ni su potencial como patdgenos o
como agentes de control biolégico. Fusarium es uno de los hongos mas importantes a
nivel mundial, esta enfermedad afecta y ocasiona pérdidas considerables en diferentes
especies. Para su control la principal herramienta utilizada es el uso de agroquimicos.
La tendencia mundial es de reducir el uso de plaguicidas de alta toxicidad y utilizar
alternativas con menor impacto ambiental, como el control bioldgico. Siendo Guatemala
un pais de gran diversidad de ecosistemas y climas es logico pensar que en Guatemala
existan cepas tanto de Fusarium como de Trichoderma que se han adaptado al ser
expuestos a distintos ambientes, como lo dicta la teoria de la evolucion divergente.
Cada cepa de Trichoderma tiene potencial de convertirse en una herramienta
importante en el control biolégico de Fusarium. Se aislaron dos cepas de Fusarium y
una de Trichoderma asociadas al cultivo de tomate provenientes del municipio de
Amatitlan, departamento de Guatemala y se caracterizaron morfologicamente. Se
observd que el crecimiento micelial de Trichoderma en medio de cultivo sintético, es
significativamente mayor al de Fusarium.
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PROSPECTION OF Trichoderma AND Fusarium IN THE DEPARTMENT OF
GUATEMALA, GUATEMALA

SUMMARY

In Guatemala, importance has not been given to the prospection of species of
microorganisms that may exist naturally, or their potential as pathogens or as biological
control agents. Fusarium is one of the most important fungi worldwide, this disease
affects and causes considerable losses in different species. For its control the main tool
used is the use of agrochemicals. The global trend is to reduce the use of pesticides of
high toxicity and to use alternatives with less environmental impact, such as biological
control. As Guatemala is a country with a great diversity of ecosystems and climates, it
is logical to think that in Guatemala there are strains of both Fusarium and Trichoderma
that have adapted when exposed to different environments, as dictated by the theory of
divergent evolution. Each Trichoderma strain has the potential to become an important
tool in the biological control of Fusarium. Two strains of Fusarium and one of
Trichoderma associated to the tomato crop were isolated from the municipality of
Amatitlan, department of Guatemala and were characterized morphologically. It was
observed that the mycelial growth of Trichoderma in synthetic culture medium, is
significantly higher than that of Fusarium.
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1. INTRODUCCION

Una prospeccion es una exploracién de un terreno para descubrir la existencia de algun
organismo o0 recurso. El objeto de la tesis planteada es abonar en la prospeccion de
cepas de ambos hongos cosmopolita y contribuir al abordaje tedrico de discusiones
como la evolucion divergente, aplicada en el manejo integrado de plagas, ademas de
contribuir en la generacion de un cepario de especies nativas de Guatemala de
Fusarium y Trichoderma. Este cepario podria contener una especie de Trichoderma con

capacidades enzimaticas para control de diversos hongos.

El manejo integrado de plagas en la actualidad depende principalmente del uso de
agroquimicos para el control de patdégenos, particularmente del suelo, entre los cuales
Fusarium es uno de los mas importantes, esta enfermedad afecta y ocasiona pérdidas
considerables en especies ornamentales, ya sea flores de corte o plantas, hortalizas,
como pimientos, tomates, cucurbitaceas como el pepino, melén y sandia, cultivos
industriales como algodén, tabaco, agave, frutales como platano, citricos, deciduos y

otros de importancia econémica para Guatemala como el café y cafia de azlcar.

El principal método de control utilizado es la desinfeccion de suelos. Uno de los
principales quimicos empleados para este proposito en la actualidad es el bromuro de
metilo que, sin embargo, esta restringido a nivel mundial y los paises signatarios del
protocolo de Montreal deberan extinguir su utilizacion en breve, esto y el hecho de su
efecto poco prolongado en el tiempo, como el caso del melon en donde se puede llegar
a utilizar de dos a tres veces al afio. Esto permite ponderar lo que se conoce como
riesgo fitosanitario, pues gran cantidad de cultivos que ocupan vastas areas del pais y
componen la mayoria del ingreso por comercio agricola son susceptibles al citado
patogeno, ademas tenemos una baja capacidad de diagndstico y respuesta institucional

para abordar éste tipo de problematicas (Marroquin, 2012).

Se han llevado a cabo un gran niumero de investigaciones en los ultimos afios en torno
a la posibilidad de controlar biolégicamente la marchitez de los tomates y de muchos
otros cultivos ocasionada por Fusarium. Los resultados han sido alentadores al inocular

previamente las plantas con F. oxysporum, que son inocuas para cada cultivo,



utilizando hongos antagénicos como Trichoderma. Aun cuando sean prometedores
estos tratamientos, hasta ahora ninguno de esos métodos se utiliza para controlar

eficientemente los marchitamientos vasculares por Fusarium (Agrios, 2011).

Por otra parte, Trichoderma, de acuerdo a diversos autores es y sera un
microorganismo cada vez mas importante para el control de patdégenos del suelo, entre

ellos Fusarium, sus diversas especies y formas especificas.

Hay suficiente evidencia que soporta que Trichoderma ejerce antibiosis, hiper
parasitismo y competencia sobre éstos (Ezziyyani, Pérez, Ahmed, Requena y Candela,
2004).



2. MARCO TEORICO
2.1 PROSPECCION DE HONGOS NATIVOS DE GUATEMALA

Una prospeccion es una exploracién de un terreno para descubrir la existencia de algun
organismo o recurso. Siendo Guatemala un pais de gran diversidad de ecosistemas y
climas es légico pensar que en Guatemala existan cepas tanto de Fusarium como de
Trichoderma que se han adaptado al ser expuestos a distintos ambientes, como lo dicta

la teoria de la evolucién divergente.

En Guatemala no se ha dado importancia a la prospeccidbn de especies de
microorganismos que puedan existir de forma natural, ni su potencial como patdégenos o

como agentes de control biolégico.

2.2 EVOLUCION DIVERGENTE

La evolucién divergente esta dada por los cambios evolutivos que experimentara cada
uno de los grupos separados, por deriva génica, mutaciones y seleccién natural. Las
diferencias genéticas que dan lugar a la divergencia evolutiva se deben a que los
ambientes en los que se desenvuelve por separado cada uno de los grupos aislados,
son diferentes. Cada grupo se adaptara asi a su ambiente, de manera que se producira
una divergencia de formas, que acabard originando especies o0 bien razas, segun la
intensidad del fendbmeno. Como indican Dettman, Sirjusingh, Kohn y Anderson (2007)
en cuanto a la adaptacion de la levadura. Este concepto aplica de igual forma para los
distintos hongos que interactian con las plantas, tanto patégenos como los que tienen
potencial como controladores bioldgicos.

2.3 DEPARTAMENTO DE GUATEMALA

El departamento de Guatemala consta de 17 municipios, estos son:

e Guatemala.

e Santa Catarina Pinula.
e San José Pinula.

e San José del Golfo.

e Palencia.



e Chinautla.

e San Pedro Ayampuc.

e Mixco.

e San Pedro Sacatepéquez.
e San Juan Sacatepéquez.
e San Raymundo.

e Chuarrancho.

e Fraijanes.

e Amatitlan.

e Villa Nueva.

e Villa Canales.

e San Miguel Petapa.

2.3.1 Fisiografia

El departamento de Guatemala esta localizado sobre la vertiente continental en la parte
sur de la republica. Sus limites son: al norte, el departamento de baja Verapaz; al este,
los departamentos de El Progreso, Jalapa y Santa Rosa; y al sur, el departamento de
Escuintla. La ciudad de Guatemala, la cabecera del departamento y a la vez capital de
la republica, queda aproximadamente a 265.5 kilometros en linea recta al sureste de
Puerto Barrios y a 91.5 kildbmetros en linea recta al norte del Puerto de San José. Este
departamento es de forma irregular y comprende 212,600 hectareas de terreno, o el
1.95 por ciento del area total de la republica. Casi todo se encuentra a elevaciones
mayores de los 1,200 metros sobre el nivel del mar, pero la parte mas baja, que es
donde el rio Motagua deja el departamento, queda a alrededor de 600 metros y la parte
mas alta en el volcan de agua, tiene mas de 3,600 metros de altitud (Simmons, Térano
y Pinto, 1959).

Aproximadamente dos terceras partes del area desaguan en el mar caribe a traces del
rio Motagua, pero la parte sur desagua en el océano pacifico por el rio Michatoya. Casi
toda el area esa completamente seccionada y estd caracterizada por pendientes

escarpadas y por barrancos profundos y estrechos (Simmons et al, 1959).



En el departamento estan representadas dos decisiones fisiograficas que son la
Altiplanicie Central (I) y el Declive del Pacifico (II). La primera comprende mas del 90
por ciento del area del mismo y solo la parte sur se extiende hacia el Declive del
Pacifico. Hay una pequefia area en la parte este que podria incluirse en la division
fisiografica de las montafias volcanicas, esto se debe a que se encuentran algunos
suelos representativos de las elevaciones mas bajas de dicha division (Simmons et al,
1959).

La division fisiografica de la Altiplanicie Central es una planicie fuertemente ondulada,

formada mayormente por ceniza volcanica (Simmons et al, 1959).

El Quiche \ Bojo Verapaz

S S N

E scuintia

Figura 1: Division fisiogréafica departamento de Guatemala (Simmons et al, 1959).



2.3.2 Clima

El clima del departamento de Guatemala, particularmente en lo que se refiere a lluvia,
no es muy variable de uno a otro lugar. La lluvia y la temperatura varian algo con la
elevacion, pero estas variaciones son relativamente leves. El promedio de precipitacion
pluvial es de aproximadamente de 1.25 metros anuales en casi toda el area, pero es
algo mas elevado a mayores altitudes y mas bajo en la parte noreste (Simmons et al,
1959).

Cuadro 1: Precipitacién pluvial acumulada mensual y anual (datos en milimetros) (INSIVUMEH,
2015).

Afio ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC ANUAL

2002 0.0 6.6 00 127 76.4 2084 163.7 109.3 2429 108.6 83.6 0.2 10124
2003 0.9 144 20.3 36.8 159.9 303.1 186.8 109.4 374.2 42.1 186 2.0 1268.5
2004 0.2 05 239 52 243 3145 1972 976 2282 1659 29 0.2 1060.6
2005 20 00 6.7 26 1419 211.8 4151 278.3 180.2 128.7 23.0 2.5 1392.8
2006 11.3 04 6.3 32.6 1535 4498 1926 943 211.7 2169 392 9.1 14177
2007 14 00 09 312 84.8 206.7 549.6 333.0 287.0 1144 2.1 15 16126
2008 3.3 119 34 224 169.6 460.3 410.6 187.3 3548 674 0.0 0.0 1691.0
2009 0.0 40 00 173 161.0 189.6 944 1415 90.2 81.2 1305 29.5 0939.2
2010 0.0 1.3 0.0 108.2 4274 376.9 3174 470.8 3429 268 6.4 0.0 20781
2011 0.0 7.2 134 15.0 102.0 223.0 238.6 414.0 247.0 385.0 142 15 1660.9
2012 32 53 51 409 135.8 1655 1211 3975 1289 719 32 1.1 10795

Las temperaturas son moderadas y agradables. Las variaciones estacionales son leves
y menores las variaciones promedio diarias. La parte més fria se encuentra en el este
del departamento (Simmons et al, 1959).

Cuadro 2: Datos mensuales y anuales de temperatura promedio en graddos Celsius (0C)
(INSIVUMEH, 2015)

Ao  ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC ANUAL

2002 17.3 186 186 198 203 20.1 21.0 196 189 185 17.1 179 19.0
2003 16.8 17.8 248 20.6 20.7 191 20.3 20.0 19.7 20.2 19.2 175 19.7
2004 185 186 20.1 20.6 19.7 20.3 19.7 20.2 193 198 18.7 18.2 195
2005 17.7 193 209 209 230 222 218 211 212 19.7 182 184 204
2006 18.0 20.8 193 216 205 20.1 20.3 20.7 20.2 204 18.1 19.2 199
2007 194 19.2 191 205 211 205 208 20.2 20.1 189 18.7 19.2 198
2008 176 186 18.6 21.2 20.1 20.2 198 256 196 195 186 179 198
2009 19.0 19.0 190 215 215 208 212 21.0 20.7 205 189 194 20.2




Ano  ENE FEB MAR ABR MAY JUN JUL AGO SEP OCT NOV DIC ANUAL

2011 19.0 196 195 209 208 20.6 205 204 199 193 195 185 199
2012 183 197 202 210 217 205 212 209 20.7 20.7 186 194 20.2

Los fenbmenos atmosféricos extremos tales como los vientos fueres, el granizo y las
heladas son minimos. Las tormentas locales de granizo ocurren ocasionalmente
durante la época lluviosa y las heladas afectan solamente algunas areas esporadicas

ocasionalmente durante los meses de diciembre, enero y febrero (Simmons et al, 1959).

2.3.3 Suelos

Los suelos del departamento estan divididos en tres clases amplias: |. Suelos de la
altiplanicie central, 1. Suelos del declive del pacifico y Ill. Clases miscelaneas de
terreno. El grupo | ha sido dividido en subgrupos segun la profundidad del suelo, clase
de material madre y la altitud en: A. Suelos profundos sobre materiales volcénicos, a
gran altitud. B. Suelos profundos sobre materiales volcanicos, a mediana altitud. C.
Suelos poco profundos sobre materiales volcanicos débilmente cementados. D. Suelos
poco profundos sobre materiales volcanicos firmemente cementados. E. Suelos poco
profundos sobre roca. Los suelos del grupo Il han sido divididos en: A. Suelos
profundos sobre materiales volcanicos de color oscuro. B. Suelos profundos sobre
materiales volcanicos mixtos. C. Suelos poco profundos sobre materiales volcanicos de

color oscuro (Simmons et al, 1959).

La seccién de la altiplanicie central constituye méas del 90 por ciento del area del
departamento de Guatemala. Se caracteriza por pendientes escarpadas con pequefias
areas de suelo casi planos o valles ondulados. Casi todos son poco profundos
(Simmons et al, 1959).
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Figura 2: Mapa de los suelos del departamento de Guatemala mostrando los tipos de

suelos (Simmons et al, 1959).

2.3.4 Agricultura

Segun el informe del MAGA Agro en cifras del afio 2014, de los principales cultivos
producidos en Guatemala, los siguientes cultivos del departamento de Guatemala son

los que mas aportan un porcentaje significativo al total de la produccion nacional:

Cultivo Area Cosechada % de areaa Produccién % de produccién
(Hectareas) nivel nacional (Kilogramos) a nivel nacional
Pifia 2716 29.9% 88,633,636 36%
Chile pimiento 214 9% 6,058,000 11%
Tomate 639 7.1% 25,904,363 8%
Café - - 13,921,363 6%




2.3.5 Susceptibilidad de principales cultivos del departamento de Guatemala a

Fusarium

Cuadro 3: Susceptibilidad de cultivos a Fusarium

Cultivo Nombre Dafio Patogeno Sintomas
comun causado (Forma
especifica)
Pifa Podredumbre 30 — 90% de Fusarium Al podrirse los frutos sale
de la pifia perdida guttiforme una especie de goma
(Nirenberg y (Organismo Internacional
O’Donnell, Regional de Sanidad
1998) Agropecuaria, OIRSA,
2014).
Tomate Marchitez del 10 — 60% de Fusarium Epinastia foliar,
tomate perdida oxysporum f.sp. raquitismo, amarillamiento
Lycopersici de las hojas inferiores,
(Almodovar, formacion ocasional de
2005) raices adventicias,
marchitamiento de sus
hojas y tallos jovenes,
defoliacion, necrosis
marginal de sus hojas
persistentes vy, finalmente,
su muerte (Agrios, 2011).
Chile Marchitez del 10 — 60% de Fusarium Los sintomas se
pimiento  pimiento perdida oxysporum f. sp. presentan primero en el

Capsica

follaje, el cual toma una
coloracion ligeramente
amarilla y se marchitan

las hojas superiores.




Cultivo Nombre Dafio Patdégeno Sintomas

comun causado (Forma
especifica)

Café Tristeza del 5 — 10% de Fusarium Afecta mas en almacigos.
cafeto, perdida oxysporum f.sp. En planta adulta presenta
clorosis Coffeae flacidez en su sistema
tipica, (Campos, 1998)  foliar, que luego se torna
marchitez del de color amarillo, dando
cafe. la impresion de una

deficiencia de magnesio,
seguido por la caida de
hojas (Campos, 1998).

2.3.6 Desarrollo de la enfermedad

El patdbgeno es un organismo que habita en el suelo y que sobrevive entre los cultivos
en los restos de plantas infectados que yacen en el suelo en forma de micelio y en
cualquiera de sus formas de esporas, pero lo hace con mayor frecuencia en forma de
clamidosporas, sobre todo en las regiones templadas frias. Se propaga a cortas
distancias a través del agua y el equipo agricola contaminado, y a grandes distancias
principalmente en los trasplantes infectados o en el suelo que va en ellos (Agrios,
2011).

La temperatura es uno de los factores ambientales que mayor influencia tienen en el
desarrollo de la enfermedad y en la expresiéon de los sintomas, asi como la nutricién de
la planta (Baker, 1988). La temperatura Optima para el desarrollo del patdogeno esta
entre 25 y 30" C, con una temperatura minima de 5°C y una temperatura maxima de
37°C; el punto termal de muerte en el suelo es de 57.5 a 60°C durante 30 minutos. La
esporulacion éptima ocurre entre 20 y 25°C, con 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad. El pH o6ptimo es de 7.7 y puede desarrollarse entre 2.2 y 9.0. (Fletcher y
Martin, 1972). El hongo es aerdbico y sus poblaciones se reducen con la saturaciéon del

suelo (Garces, Orozco, Bautista y Valencia, 2001).
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El micelio del hongo se propaga intercelularmente a través de la corteza de la raiz y
cuando llega a los vasos xilémicos, entra en ellos a través de las punteaduras. Se
mantienen entonces exclusivamente en los vasos y viaja a través de ellos,
principalmente en sentido ascendente, hacia el tallo y la corona de la planta. Cuando se
encuentra en los vasos, dicho micelio se ramifica y produce microconidios que son
desprendidos y llevados hacia la parte superior de la planta en el torrente de savia. Los
microconidios germinan en el punto donde cesa su movimiento ascendente, el micelio
penetra la pared superior del vaso y el hongo produce mas microconidos en el siguiente
vaso. (Agrios, 2011).
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Figura 3: Ciclo patolégico de la marchitez del tomate ocasionada por Fusarium

oxysporum f. lycopersici (Agrios, 2011).
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2.3.7 Manejo de la enfermedad

Luego que el hongo penetra al tejido vegetal, no existe control quimico efectivo para
esta enfermedad. El hongo puede penetrar facilmente cuando se producen heridas ya
sea por nematodos o por el laboreo. Por lo tanto, el suelo libre de nematodos, asi como
evitar la rotura de raices al laborear el suelo contribuira a mantener la sanidad del
cultivo. Las plantas enfermas deben eliminarse lo mas pronto posible a efectos de
reducir el inoculo. Las rotaciones con cultivos no huéspedes como el caso de lechuga,
acelga, entre otros son necesarias para el manejo adecuado de la enfermedad
(Gonzales, 2006).

El control de las pudriciones que ocasiona Fusarium en raices, tallos y cormos, se lleva
a cabo, mediante la esterilizacion del suelo y el uso de 6rganos vegetativos sanos. Sin
embargo, debido a que las esporas llevadas por el viento permiten que el hongo se
establezca rapidamente en el suelo, puede ser necesario eliminar a dichas esporas en
los invernaderos mediante fumigacion, entonces es necesario tratar el suelo con

fungicidas (Agrios, 2011).

a. Desinfeccion de suelos

En los suelos agricolas la desinfeccion del terreno va convirtiéendose en una practica
méas de cultivo, dado que los resultados de su aplicacibn son, generalmente,
satisfactorios. Los desinfectantes de suelo actian todos por emision de vapores y estan
dotados de propiedades polivalentes. La mayor parte tienen a la vez efecto fungicida,
nematicida, herbicida e insecticida en mayor o menor grado (Sanz, 1973). Dentro de los

mas eficaces y ampliamente utilizados estan los hidrocarburos halogenados.

e Hidrocarburos halogenados:

Los hidrocarburos halogenados incluyen al dicloropropeno-dicloropropano (D-D), al
dibromuro de etileno (EDB), dibromocloropropano (DBCP) y bromuro de metilo (MB).
Descubiertos en la década de 1940, se utilizaron ampliamente hasta la década de 1980.
Sin embargo, recientemente debido a su gran toxicidad, a la contaminacién de los

productos vegetales y del agua del suelo y debido a que uno de ellos (DBCP) ha
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causado esterilidad en las personas que manejan las plantas, el uso de la mayoria de
ellos se ha prohibido por medio del Protocolo de Montreal. Se aplican al suelo
inyectandolos por lo menos dos semanas antes de establecer el cultivo. Todos ellos
matan a nematodos, insectos y, a dosis altas, la mayoria mata a los patbgenos que
habitan en el suelo, asi como a las semillas de las malezas. El bromuro de metilo es un
fumigante de amplio espectro, eficaz contra los patégenos que habitan en el suelo y
gue también se utiliza para el control, sobre la superficie del suelo, de las termitas de la
madera seca y en la fumigacion de los productos agricolas. Los hidrocarburos
halogenados actian sobre los organismos, debido a que son liposolubles e interfieren

con la funcion de las membranas y del sistema nervioso (Agrios, 2011).

2.4 PROTOCOLO DE MONTREAL

En Septiembre de 1987 en la ciudad de Montreal-Canada, 24 paises (actualmente 197),
firmaron inicialmente el Protocolo de Montreal relativo a las Sustancias que Agotan la
Capa de Ozono y entra en vigor en 1989 (documento de tan solo 8 paginas) sus
repercusiones en la Comunidad Mundial fueron Importantes porque se trataba de una
iniciativa de la comunidad internacional de lanzar un llamado de alerta y necesidad
urgente de integrar un frente comun, bajo una lista inicial de 8 Sustancias Controladas:
Cinco Refrigerantes CFC’s y Tres Halones, estableciéndose limites de produccion,
limites de consumo y comercio con paises que no son parte del Protocolo de
Montreal. Guatemala aprueba el Protocolo de Montreal a través del Decreto 34-89
(MARN, 2016).

En un nuevo Memorando de Entendimiento firmado en el 2012 en la sede de la FAO en
Roma, la CIPF y la Secretaria del Ozono del PNUMA se han comprometido a trabajar
en estrecha colaboracién para promover una mayor aplicacién de las recomendaciones
existentes relativas al bromuro de metilo (metiloromuro o MeBr, por sus siglas en
inglés), asi como para apoyar los esfuerzos para desarrollar tratamientos fitosanitarios
alternativos para reemplazarlo, cuando ello sea posible (Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, FAO, 2002).
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Durante décadas, el bromuro de metilo ofrecia una potente herramienta en la lucha
contra la propagacion transfronteriza de plagas y enfermedades que podian suponer un
perjuicio importante en la seguridad alimentaria, los medios de subsistencia de los

agricultores y el comercio (FAO, 2002).

El MeBr es extremadamente perjudicial para la capa de ozono que protege la Tierra, y
en 1991 se afadié a la lista de sustancias controladas en virtud del Protocolo de
Montreal, un acuerdo internacional creado para eliminar gradualmente el uso de
tecnologias dafiinas para la capa de ozono. El Protocolo desaconseja el uso de
bromuro de metilo para combatir plagas y enfermedades fuera del ambito cuarentenario
durante la produccion, pero hace una excepcidén para su utilizacion como tratamiento
cuarentenario fitosanitario, teniendo en cuenta su eficacia para prevenir plagas y
enfermedades (FAO, 2002).

Cuando no existen o0 no son viables las alternativas al uso cuarentenario del bromuro de
metilo, una recomendacion de la Comision de Medidas Fitosanitarias (CMF) de la CIPF
promueve las mejores practicas de fumigacion que pueden limitar las emisiones no
deseadas del gas y pide abandonar el MeBr en todo lo posible a través del desarrollo
de nuevos tratamientos alternativos. Para que esto ocurra, las autoridades de
proteccion fitosanitaria necesitan informacién y acceso a tratamientos alternativos que

sean asequibles, eficaces y adecuados a sus necesidades especificas (FAO, 2002).

El protocolo de Montreal es uno de los Convenios medioambientales de mas éxito y que
cuenta con la adhesion de la totalidad de paises miembros de la Organizacion de
Naciones Unidas. Habiendo logrado con el esfuerzo actual de 197 paises signatarios, la
eliminacién del 98% de la produccion y el consumo de Sustancias Agotadoras de la
Capa de Ozono (SAO) de un grupo de interés de 96 sustancias; esto en paises

desarrollados y el 95 % en paises en vias de desarrollo (MARN, 2016).

2.5 CONTROL BIOLOGICO

Segun Eilenberg et al (2001), citado por Jacas y Caballero (2007), el control biolégico,
lucha bioldgica o biocontrol, se consideran una de las técnicas preferibles a aplicar en el

control de plagas, por sus innegables ventajas ambientales. Esta préactica consiste en el
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uso de organismos vivos para disminuir la densidad de poblacién o el impacto de un

organismo patogeno y hacerlo menos abundante o menos perjudicial de lo que es.

Algunos hongos, entre ellos algunos oomycetes, chytridiomycetes e hyphomycetes, y
algunas bacterias Pseudomonas y actinomicetos, infectan a las esporas de resistencia
de varios hongos. Entre los hongos micoparasitos mas comunes destacan Trichoderma
sp., principalmente T. harzianum, que se ha demostrado parésita el micelio de
Rhizoctonia y Sclerotium, inhibe el crecimiento de muchos otros hongos, como Pythium,
Fusarium y Fomes, y reduce la magnitud de las enfermedades causadas por la mayoria

de esos patégenos. (Agrios, 2011).

Las especies de Trichoderma actian como hiperparasitos competitivos que producen
metabolitos antifingicos y enzimas hidroliticas a los que se les atribuyen los cambios
estructurales a nivel celular, tales como vacuolizacion, granulacion, desintegracion del
citoplasma y lisis celular, encontrados en los organismos con los que interactia
(Ezziyyani et al, 2004).

2.6 Trichoderma

Segun Arango et al (1988) y Barnet & Hunter (1972), citados por Chavez (2006), los
conidiéforos de Trichoderma son erectos, hialinos, en su mayoria ramificados, no
verticilados, los cuales pueden ser solitarios 0 en grupos. Las fialides son en forma de
botella, Unicas o en grupos, hinchadas en la region central, pero delgadas hacia el
apice; son hialinas y en angulo recto con respecto a los conidiéforos. Las conidias son
unicelulares subglobosas u oblongas, lisas o quinuladas, hialinas o verdes y ocurren en

masas en los apices de las fialides.

El género Trichoderma posee buenas cualidades para el control de enfermedades en
plantas causadas por patégenos fungicos del suelo, principalmente de los géneros
Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotium, Pythium y Fusarium entre otros (Ezziyyani et al,
2004).

2.6.1 Mecanismos de antagonismo

a. Micoparasitismo
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Segun Chet y Elad (1983), citado por Ochoa (2002), el micoparasitismo es un proceso
complejo que incluye diversos pasos sucesivos. La interaccion inicial detectable
muestra que las hifas del micoparasito crecen directamente hacia el hospedero. Este
fendmeno se manifiesta, como un crecimiento quimiotropico de Trichoderma, para
algunos estimulos en las hifas del hospedero o hacia un gradiente de excretas quimicas

por el hospedero.

Segun Bélanger et al (1996), citado por Ochoa (2002), se ha observado que T.
harzianum establece un contacto estrecho con el hospedero por enrollamiento de las
hifas. El enrollamiento es generalmente muy denso y aparece envolviendo
apretadamente las hifas del hongo patdégeno. Después de un tiempo el antagonista se
multiplica abundantemente y el enrollamiento persiste.

b. Competencia

Segun Sivan y Chet (1989), citado por Ochoa (2002), la competencia por carbono y
nitrogeno en la rizosfera, asi como la competencia de rizésfera, se han sugerido para
estar involucrados en el control biologico de F. oxysporum por T. harzianum cepa T-35,

sin embargo, se hacen necesarios mas estudios en este campo.
c. Antibiosis

Los metabolitos secundarios con actividad antifingica que son secretados por
Trichoderma constituyen un grupo de compuestos muy diversos en cuanto a su
estructura y funcién. Estos metabolitos pueden inhibir a otros microorganismos aun sin
gue Trichoderma establezca contacto fisico, es por esto que son considerados

antibioticos.

Segun Howell et al (2000), citado por Ochoa (2002), los antibidticos y otros metabolitos
secundarios son productos naturales y pueden tener una multitud de funciones de
supervivencia en la naturaleza, dentro de los metabolitos producidos por las especies
de Trichoderma se encuentran, Pachibasin, la cual pertenece al grupo de los
octacetidos; Trichodermin, la cual pertenece al grupo de Monoterpenos o

Trichothecanos; Trichorzianinas, los cuales son los metabolitos antifunguicos
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mayormente solubles, las Thrichorzianinas localizadas sobre las esporas, pueden
mantener su actividad fungica por periodos prolongados (de 3 a 4 meses); Gliotoxin, la

cual presenta una potente actividad antibiética contra bacteria y hongos, entre otros.

Segun Cooney et al (1997), citado por Ochoa (2002), el 6-n-pentyl-2H-pyran-2-one
(6PAP) es un policétido conocido por ser toxico a un gran niamero de patdégenos de
plantas; presenta un aroma caracteristico a coco; ha mostrado ser promisorio tanto in
vitro como in vivo en la mayoria de hongos patdgenos, que afectan cultivos, como
especies de Armillaria, Botrytis y Phytophthora; tiene ventaja de ser de baja toxicidad
para los mamiferos; ha sido aprobado para uso en alimentos por la USFDA y esta
siendo evaluado actualmente como un fungicida natural. El 6PAP puede ser preparado

sintéticamente en laboratorio o via fermentacion con especies de Trichoderma.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION DEL
TRABAJO

En el departamento de Guatemala se pueden distinguir cuatro cultivos como los mas
importantes de la region por su volumen de produccién, estos son la pifia, el chile
pimiento, el tomate y el café (MAGA, 2014).

Todos estos cultivos pueden ser afectados por plagas y enfermedades entre ellas el
hongo fitopatégeno Fusarium spp. En el chile pimiento y el tomate la fusariosis es una
de las principales enfermedades que causan grandes pérdidas a los productores, ya
gue en estos cultivos se presentan sintomas de marchitez y muerte descendente en las
plantas. En el cultivo de pifia esta reportado como hospedero de Fusarium, sin
embargo, no se reportan en Guatemala casos. En café la enfermedad no se presenta

en plantas adultas, si no que el problema es mas significativo a nivel de semillero.

El manejo de Fusarium durante mucho tiempo ha dependido del uso de agroquimicos
de forma preventiva, ya que una vez la planta presenta sintomas es muy dificil curarla y
esto causa el incremento en los costos de control. En algunos sistemas productivos
también se utiliza la técnica de desinfeccion de suelos con productos quimicos
gasificantes, aunque no para el area muestreada. Para esta practica uno de los
principales quimicos utilizado es el bromuro de metilo. Los desinfectantes de suelo son
guimicos altamente toxicos para los seres vivos y altamente contaminante, ya que los
gases que genera dafian permanentemente la capa de ozono. La tendencia mundial es
de reducir el uso de plaguicidas de alta toxicidad y utilizar alternativas con menor

impacto ambiental, como el control biol6gico.

Trichoderma es un hongo cosmopolita importante como controlador biolégico segun
diversos autores, esto debido a sus distintos mecanismos de accion. Actualmente se

reconocen tres principales: micoparasitismo, competencia y antibiosis (Ochoa, 2002).

Siendo Guatemala un pais de gran diversidad de ecosistemas y climas es légico pensar
gue en Guatemala existan cepas tanto de Fusarium como de Trichoderma que se han
adaptado al ser expuestos a distintos ambientes. Cada cepa de Trichoderma tiene

potencial de convertirse en una herramienta importante en el control biolégico de

18



Fusarium. Con esta investigacion se generara informacion sobre la presencia de

Fusarium y Trichoderma en el departamento de Guatemala.

Se pretende establecer bases para una investigacion mas amplia en cuanto a
caracteristicas moleculares de las cepas encontradas en Guatemala y su aplicacion en
control biolégico y se contribuira a la creacion de un cepario de Fusarium y Trichoderma

en Guatemala.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

e Realizar una prospeccion de cepas de Trichoderma y Fusarium en el

departamento de Guatemala para la conformacién de un cepario.
4.2 Objetivos especificos

e Aislar cepas de Trichoderma de suelo rizosférico obtenidas en el departamento
de Guatemala.

e Aislar cepas de Fusarium de plantas sintométicas obtenidas en el departamento
de Guatemala.

e Caracterizar morfolégicamente las cepas de Fusarium y Trichoderma
encontradas en los sitios de interés.

e Medir la velocidad de crecimiento micelial como indicador de potencial de control

bioldgico.
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5 METODOLOGIA
5.1 Ambiente

El estudio se realizé en distintos municipios del departamento de Guatemala. Los
cuales se seleccionaron con base a los principales cultivos que se producen en los
distintos municipios del departamento de Guatemala, segun SEGEPLAN, en el
diagndstico para planes de desarrollo departamentales.

Para el cultivo de la pifia se muestre6 el municipio de Villa Canales. Ya que es la Unica
area en la cual se cultiva y de la cual se obtiene toda la producciéon antes mencionada,

principalmente en la aldea El Jocotillo.

Para el cultivo de tomate se muestred el municipio de Amatitlan, en el cual se cultiva un
area de 116 hectareas y se producen 2,976,409 kilogramos de tomate
aproximadamente, lo cual corresponde a un 20% de la produccion del departamento.

Para el cultivo del chile pimiento se muestre6 el municipio de Palencia, ya que en este
se menciona la produccion de chile pimiento dentro de los cultivos importantes de la

region.

Para el cultivo de café se muestre6 el municipio de Fraijanes que es una de las seis
regiones reconocidas por la asociacion nacional del café (ANACAFE) por las
caracteristicas Unicas de su café de altura, el cual es de alta calidad y la produccién de

esta regién es significativa.

5.2 Unidades de anélisis
Las unidades de andlisis corresponden a las muestras de suelo para el caso de

Trichoderma y plantas sintomaticas para el caso de Fusarium en los sitios de intereés.

Una vez concluido el aislamiento de los hongos, las unidades de analisis fueron las
cepas de Trichoderma y Fusarium hayan sido extraidas de las muestras, ya que estas

se caracterizaron morfolégicamente.
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5.3 Tipo de investigacion

Se realiz6 un estudio exploratorio con un enfoque mixto, cualitativo y cuantitativo, en la
prospecciéon de Trichoderma y Fusarium en el departamento de Guatemala.

5.4 Instrumento

Se utilizé una boleta de campo para la recoleccion de datos en la toma de muestras. La

cual se muestra a continuacion.

Boleta de muestreo de Fusarium y Trichoderma
Muestra No.____

Tomada por: Fecha de muestreo:

Ubicacién de la muestra: Cultivo:

Datos del productor:

Edad de la Temperatura | Humedad relativa | Longitud | Latitud Altitud Cobertura Caracteristicas del suelo Sistema de cultivo
plantacion

Observaciones:

5.5 Procedimiento
5.5.1 Fase de campo
a) Muestreo
Las muestras se colectaron al azar en los sitios de interés de cada cultivo. Estos se
definieron en funcién de los cultivos de mayor importancia econémica por cada

municipio, también luego de haber corroborado su susceptibilidad al patdgeno objeto de

basqueda.
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La muestra constd de suelo rizosférico para Trichoderma, el cual se colect6 por medio
de una pala recta de la zona rizosférica de cada planta a una profundidad entre 15 a 20
cm, abarcando una periferia de 15 cm circundante al tallo de la planta, tomando
aproximadamente 1 kg de muestra (Luna, 2012). Y para Fusarium planta sintomatica.

Junto con la muestra se realizO un levantamiento de datos de las variables
medioambientales del area. En cada sitio se tomaron 2 muestras, una de suelo y una
de planta. Las muestras de suelo constaran de 5 sub muestras las cuales se mezclaron
y homogenizaron para formar una muestra compuesta. La muestra se tomo de los

primeros 20 cm de suelo eliminando la materia organica superficial.

Las muestras se depositaron en bolsas plasticas herméticas para su transporte. Estas

se conservaron a 4 °C aproximadamente hasta su utilizacion.

El muestreo en el cultivo de café se llevd a cabo en una finca de 73 Hectareas de
terreno ubicada en el municipio de Fraijanes en las coordenadas N14°25'40.2”
W90°26’31.1”. Se tomaron 5 submuestras, una de una plantacién de 1 afio, dos de una
plantacion de 8 afios, una de una plantacion de 10 afios y la dltima de una plantacion

de 12 anos.

El muestro en el cultivo de pifia se llevd a cabo en un area de mas de 500 hectareas de
terreno ubicada en el municipio de Villa Canales, mas especificamente la aldea EI
Jocotillo, en las coordenadas N14°21°58.2" W90°29'40”. Se tomaron 5 submuestras,
una de una plantacion de 1 mes, dos de una plantacion de 2 meses y dos de una

plantaciéon de 18 meses. La variedad cultivada es Cayena lisa.

El muestreo en el cultivo de chile pimiento se llevo a cabo en el municipio de Palencia,
en las coordenadas N14°39'19.3” W90°22’8.5". Se tomaron 5 submuestras en dos

parcelas diferentes.

El muestreo en el cultivo de tomate se llevo a cabo en un area de aproximadamente 20
hectareas ubicada en el municipio de Amatitlan, en las coordenadas N14°26°25.4”
W90°34’45”.
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5.5.2 Fase de laboratorio

a) Aislamiento de Trichodermay Fusarium

El aislamiento se llevé a cabo en los laboratorios de la facultad de ciencias ambientales
y agricolas de la Universidad Rafael Landivar de Guatemala. EI método de aislamiento
fue el de dilucion en placa para Trichoderma y para Fusarium aislamiento de tejido

vegetal.

El método de dilucion en placa se fundamenta en que cualquier célula viable inoculada
en un medio de cultivo se multiplica y produce datos de facil identificacién, como la
formacion de colonias en placas de agar. Este método consiste en la preparacién de
una serie de diluciones de una muestra de suelo en un diluyente apropiado,
esparciendo una alicuota de una dilucion sobre la superficie de un medio de cultivo
sélido e incubando la placa de agar bajo condiciones ambientales apropiadas. La
dilucién debe permitir generar colonias separadas, cada colonia puede proceder de una
sola célula o de una agrupacién (unidad viable). Bajo este fundamento, estas placas
pueden ser usadas no solo para el conteo de poblaciones microbianas, sino también
para el aislamiento de organismos. Un medio selectivo o no selectivo puede ser usado
dependiendo de la naturaleza del microorganismo que se desea contar o aislar
(Ramirez, Luna, et. al, 1992).

Procedimiento utilizado para aislamiento de Trichoderma:

1) En condiciones estériles (trabajar en campana de flujo laminar), adicionar 1 g del
suelo a una botella de dilucién o matraz con tapa de rosca con 99 ml de agua destilada.

Dispersar el suelo y homogeneizar con agitacion vigorosa en vortex (de ser posible).

2) Tomar 1 mly transferirlo a un tubo con 9 ml de agua destilada estéril (dilucién 10-3).
De ahi se hace una dilucién sucesiva para completar una dilucion de 10-4 o las que se
consideren adecuadas, asegurandose de utilizar una punta o pipeta estéril diferente en

cada paso. Agitar de forma constante con vértex en cada paso.
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3) Tomar 0.1 ml de la dilucién seleccionada y colocarla en el centro de la superficie del
medio de cultivo seleccionado para el crecimiento. Realizar esto por triplicado y con tres

diluciones proximas para asegurar la cuenta.

4) Extender la alicuota en la superficie de la placa con una varilla de vidrio previamente
esterilizada (inmersa en alcohol y pasandola por la flama del mechero permitiendo su
enfriamiento). Asegurar una distribucion homogénea por toda la superficie del medio. El
medio a utilizar tanto para Fusarium como para Trichoderma sera PDA (Kubicek, C y
Harman, G; 2002).

5) Incubar las placas de forma invertida a temperatura ambiente en ausencia de luz.

Procedimiento utilizado para aislamiento de Fusarium:

El método mas comun para aislar a los patdgenos de las hojas infectadas y de otros
organos de la planta es el de seleccionar varios cortes pequefios de 5 a 10 mm2 a partir
del borde de la lesion infectada, a fin de que contenga tejidos enfermos y tejidos al
parecer sanos. Esos cortes se colocan en una de las soluciones esterilizantes de
superficie, lo cual asegura que esas superficies se humedezcan y al cabo de 15 6 30
segundos los cortes se toman asépticamente uno por uno a intervalos regulares de
tiempo (por ejemplo, cada 10 6 15 segundos), a fin de que cada uno de ellos se
esterilice (a nivel de su superficie) a diferentes tiempos. Posteriormente, los cortes se
secan con trozos limpios de papel estéril o se pasan por tres cambios con agua estéril,
y por ultimo se colocan sobre el medio nutritivo (por lo comdn, de 3 a 5 por caja de
Petri).

Los cortes esterilizados en su superficie durante menos tiempo generalmente contienen
al patégeno y a varios contaminantes, mientras que los que se han esterilizado durante
mas tiempo no permiten el desarrollo de cualquier tipo de microorganismos debido a
gue han sido destruidos por el esterilizante de superficie. Sin embargo, algunos de los
cortes depositados en el esterilizante de superficie durante periodos intermedios
permitiran que solo el patdbgeno se desarrolle y forme colonias puras en el cultivo, ya
gue se ha permitido que el esterilizante actie el tiempo suficiente para destruir a todos
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los contaminantes de superficie, pero no el tiempo necesario para destruir al patdgeno,
el cual se ha propagado desde el tejido enfermo hasta el tejido sano. Posteriormente,
las colonias del patégeno, se resiembran asépticamente para su posterior estudio
(Agrios, 2011).

- - : L
r _..-—">
Planta infectada  Se hacen cortes del borde de la Se utilizan pinzas Los cortes de tejido se ponen Se colocan los cortes
lesion y se colocan en una estériles para trasladar a secar en papel filtro estéril en caja de Petri
solucion de cloro al 10% durante los cortes para eliminar el exceso de cloro que contiene medio
diferentes tiempos de cultive

Se colocan los cortes en  En una inmersién correcta (por Se obtiene un cultivo puro del patégeno mediante el
medios de cultivo de ejemplo, durante 90 seg.) solo resembrado de una porcion de él en otra caja que contenga
acuerdo al tiempo de sobrevive el patogeno en la medio de cultivo

inmersién en cloro parte central del corte y mas se

desarrolla fuera del tejido

Figura 4: Aislamiento de hongo de tejido vegetal (Agrios, 2011)
b) Purificacion

El procedimiento consistié en seleccionar colonias de hongos del cultivo convencional,
estas deben de ser de la cepa que se desea purificar y no deben contener
contaminantes de ningun tipo, como hongos, bacterias, acaros, entre otros. Una vez
seleccionada la colonia se toma una porcion de la misma con una aguja de diseccion o
se corta un trozo del medio de cultivo con un bisturi. La purificacion se llevara a cabo en
medio PDA. Esta operacion exige el uso de instrumentos estériles, se debe flamear

antes de cada uso para no contaminar el medio.
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c) Caracterizacion morfoldgica

Consistié en una descripcion detallada de los cultivos. Se describiran caracteristicas
macroscopicas como: color de la colonia, reversos de las colonias, textura de las
colonias; también se describirdn las estructuras microscopicas de los hongos
encontrados incluyendo: hifas, conidiéforos, microconidias, macroconidias, entre otras.
Se medira el crecimiento micelial de los hongos y se contabilizaran las colonias

formadas.

d) Elaboracién del cepario

Los aislamientos se conservaran de dos formas, la primera forma es en viales con
medio PDA. Se conservaron en una incubadora que mantiene el hongo a temperatura
ambiente y en obscuridad. La segunda forma es almacenamiento en viales con agua
estéril refrigerados a 4°C. La funcién principal es preservar los cultivos de cepas

especificas de hongos para su posterior utilizacion.

5.6 Analisis de lainformacion

Se corrobord, por medio de montajes de las estructuras de los hongos, que los hongos
aislados corresponden a los géneros Fusarium y Trichoderma. Se realiz6 una ficha de
identificacion para cada cepa para su almacenamiento en el cepario. Esta ficha cuenta
con informacién de las caracteristicas morfoldégicas macroscopicas y microscopicas de
las cepas aisladas y la gréfica de crecimiento micelial. Toda la informacion se

documentd con fotografias.

En la caracterizacién de las cepas obtenidas, se midié el crecimiento micelial tomando
el radio de crecimiento con ayuda de una regla graduada. Se midié cada 24 horas en
milimetros hasta que el organismo llenara la caja Petri. Posteriormente se procedio a

realizar una curva de crecimiento graficandolo en el tiempo.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Aislamientos obtenidos de Fusarium y Trichoderma

Se obtuvieron aislamientos de Fusarium y Trichoderma de areas de muestreo

realizadas en el departamento de Guatemala, las cuales se resumen en el cuadro 3.

Cuadro 4: Cepas de Fusarium y Trichoderma aisladas en sitios de interés del

departamento de Guatemala

No. De Cultivo Punto de Fecha Fusarium Trichoderma
muestra muestreo
(localidad)
1 Café Fraijanes 09/07/2016 - -
2 Pifia Villa Canales 09/07/2016 - -
3 Tomate Amatitlan 09/07/2016 2 1
4 Chile pimiento Palencia 9/08/2016 - -

Como lo indica el cuadro el cultivo de tomate correspondiente al municipio de Amatitlan
fue el Unico cultivo del cual se aislé tanto Fusarium, en tejido sintomatico, como

Trichoderma de suelo rizosférico.

El area donde se realiz6 el muestreo del cultivo de tomate se observaron siembras de
maiz, frijol y café, los cultivos estan plantados en areas pequefias que arrendan muchos
pequefios agricultores, por lo cual no es una produccién tecnificada. Esta area de
cultivo esta dentro de una cuenca por lo cual los productores no necesitan riego, el
agricultor responsable del area muestreada indic6 que solamente dependen de la
humedad del suelo y la lluvia. Al ser un area de pequefios agricultores con recursos
limitados, estos normalmente no aplican fungicidas, a menos que la incidencia de la

enfermedad sea muy alta. Por este motivo se deduce que esta area tiene suelos con
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mayores cantidades de microorganismos activos dentro de los cuales se encuentra

Trichoderma.

Dentro de los cultivos muestreados el cultivo de tomate es ampliamente conocido por
ser susceptible a Fusarium (Gonzales, 2006) por lo cual no es extrafio que sea el cultivo
en el cual se aisld. Los sintomas vistos en planta fueron: marchitez, clorosis en las
hojas inferiores, necrosis en los haces vasculares y nédulos de raiz (la presencia de

nematos esta altamente relacionada con infecciones de Fusarium).

En los cultivos de café, pifia y chile pimiento de los municipios de Fraijanes, Villa
Canales y Palencia, respectivamente, no se aisl6 Trichoderma de los suelos ni

Fusarium de tejido vegetal sintomético.

En el cultivo de café la topografia del terreno era muy quebrada y el suelo era poco
profundo. Dependiendo del area muestreada se pudieron observar capas de suelo
agricola de entre 10 a 30 cm. El suelo no contenia mucha materia organica, esta puede
ser la razén por la cual no se pudo aislar Trichoderma de estos suelos, ya que segun
Benitez (2004), algunas especies de Trichoderma es comun aislarlas de suelos acidos
y con alto contenido de materia organica. La cobertura era de cuje, aguacate, banano,
coboyacho, encino blanco, caspirol, gravilea, entre otros. Las plantaciones muestreadas
fueron de 8, 10 y 12 afios, de la variedad Catuai, y una de 1 afio de variedad Costa

Rica.

En el cultivo de pifa la variedad cultivada es Cayena Lisa. Se tomaron muestras de
tejido en plantas con clorosis y necrosis en la base del tallo, que son los sintomas mas
comunes de Fusarium en este cultivo. EI agrénomo a cargo del area indico que, segun
analisis realizados en el laboratorio de la Universidad San Carlos de Guatemala, el
agente causal era Phytophtora, esta es la principal enfermedad que ataca el cultivo en
esta region segun el técnico, sobre todo en el periodo de siembra y establecimiento del

cultivo.

El &rea muestreada en el cultivo de chile pimiento era de topografia quebrada. La capa

de suelo agricola era poco profunda de 15 a 20 cm. En el area se observaron siembras
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de tomate y chile jalapefio. No se observaron plantas con sintomatologia que

correspondiera a Fusarium.
6.2 Purificacion y separacion de los aislamientos por tipo de colonia

En Fusarium se separaron dos cepas diferentes segun el tipo de colonia. Una colonia
presentaba una coloracion roja y la otra era completamente blanca. Se corrobor6 por
medio de montajes de estructuras que ambas colonias corresponden a Fusarium. (Ver
cuadro 4 y 5). Las estructuras caracteristicas para la identificacion de Fusarium fueron

las macroconidias, las cuales son hialinas y en forma de bastén. En una cepa se

observaron macroconidias septadas y en la otra no septadas.

Figura 5: Colonias de Fusarium aisladas del cultivo de tomate en Amatitlan.

En Trichoderma solamente se encontr6 un tipo de colonia por lo que se considerd una
sola cepa. Se corrobord por medio de montajes que la cepa encontrada corresponde a
Trichoderma. (cuadro 6) Las estructuras caracteristicas para la identificacion de
Trichoderma fueron las fidlides en forma de botella con una espora de color verde en la

punta.
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Figura 6: Colonia de Trichoderma aislada del cultivo de tomate en Amatitlan.

6.3 Caracterizacion morfologicay descripcion del sitio de muestreo de las cepas
aisladas.

Los siguientes cuadros contienen informacion relevante acerca de los hongos aislados.
Esta informacion se presenta en forma de ficha técnica para que se archive en el
cepario junto con las muestras. Estas fichas técnicas contienen la clasificacion
taxonémica, informacién del sitio de muestreo, informacién general de manejo del

cultivo, caracterizacion morfolégica micro y macroscépica, entre otros.
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Cuadro 5: Ficha técnica Fusarium cepa 1

Microorganismo

Fusarium

Cédigo

cepa 1

Cultivo donde se

Tomate (Solanum lycopersicum)

aislo
Clasificacion Reino: Fungi
taxonomica Filo: Ascomicota

Clase: Sordiariomycetes

Orden: Hypocreales

Familia: Nectriaceae

Género: Fusarium (IT1S, 2016)
Origen Amatitlan, Guatemala Coordenadas N14°26’25.4"

W90°26’31”

Altitud 1335 msnm Cobertura Ninguna
Caracteristicas Arenoso Sistema de | Intensivo’ a campo
del suelo cultivo abierto

Almacenamiento

Viales con agua estéril a 4°C

Viales con PDA

Condiciones de

crecimiento

Placas invertidas, a temperatura ambiente y sin luz.

Crecimiento

micelial

Lleno la caja (80 mm) en 8 dias.

1 Sistema de produccion intensivo: cultivo de ciclo corto con producciones todo el afio.
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Caracteristicas morfologicas

Macroscopicas

Colonia blanca,
redonda, cubierto por
micelio algodonoso,
produjo  pigmentaciéon
roja.

Microscopicas

Microconidias

abundantes, pequefas,
unicelulares, hialinas y
agrupadas en forma de

racimos.

Macroconidias grandes,
multicelulares,
septadas, hialinas y en
forma de banano.

Micelio hialino.
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Cuadro 6: Ficha técnica Fusarium cepa 2

Microorganismo Fusarium
Cadigo cepa 2
Cultivo Tomate (Solanum lycopersicum)
Clasificacién Reino: Fungi
taxonomica Filo: Ascomicota

Clase: Sordiariomycetes

Orden: Hypocreales

Familia: Nectriaceae

Género: Fusarium (IT1S, 2016)
Origen Amatitlan, Guatemala Coordenadas N14°26’25.4"

W90°26’31”

Altitud 1335 msnm Cobertura Ninguna
Caracteristicas Arenoso Sistema de | Intensivo a campo
del suelo cultivo abierto

Almacenamiento

Viales con agua estéril a 4°C

"Jg i" ‘

E I‘ll.

Viales con PDA

Condiciones de

crecimiento

Placas invertidas, a temperatura ambiente y sin luz.

Crecimiento

micelial

Lleno la caja (80 mm) en 8 dias.
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Caracteristicas morfologicas

Macroscopicas

Colonia blanca, redonda,
cubierto  por  micelio
algodonoso y no produjo
pigmento.

Microscopicas

Microconidias

abundantes  pequenas,
unicelulares, hialinas y
agrupadas en forma de

racimos.

Macroconidias grandes,
no septadas, hialinas y

en forma de banano.

Micelio hialino.
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Cuadro 7: Ficha técnica Trichoderma cepa 1

Microorganismo Trichoderma
Cédigo cepal
Cultivo Tomate (Solanum lycopersicum)
Clasificacién Reino: Fungi
taxonamica Filo: Ascomicota
Clase: Sordiariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Género: Trichoderma (ITIS, 2016)
Origen Amatitlan, Guatemala | Coordenadas N14°26’25.4"
W90°26°31”
Altitud 1335 msnm Cobertura Ninguna
Caracteristicas Arenoso Sistema de cultivo | Intensivo a campo

del suelo

abierto

Almacenamiento

Viales con agua estéril a 4°C

Viales con PDA

s\’V"N

i X X V7
( \ Y \ - 7

Condiciones de

crecimiento

Placas invertidas, a temperatura ambiente y sin luz.

Crecimiento

micelial

Lleno la caja (80 mm) en 4 dias.
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Caracteristicas morfologicas

Macroscopicas

Colonia de
crecimiento  rapido,
circular, blanca al
comienzo 'y mas
adelante forma
micelio lanoso vy
anillos concéntricos

verdes.

Microscopicas

Conidiéforo hialino y

ramificado.

Fidlides hialinas vy

con forma de botella.

Conidias redondas y

de color verde.

Micelio hialino.
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Juntamente con la caracterizacibn morfologica se llevd a cabo una medicion de
crecimiento micelial de las cepas aisladas. Las condiciones ambientales fueron las
mismas para todas las cepas, cajas Petri de 80 mm con medio PDA a temperatura

ambiente y sin luz. Los resultados se resumen en el cuadro 7 y figura 15.

Cuadro 8: Medidas estadisticas resumen de crecimiento micelial de cepas encontradas

Organismo Cepa Variable n Media DLE. EE. CV Min Max P(5) P(95)

Fusarium 1 Radio(mm) 45 18.6 13.87 2.07 7456 O 40 0 40
Fusarium 2 Radio(mm) 45 19.71 13.76 2.05 69.83 0 40 0 40
Trichoderma 1 Radio(mm) 25 21.04 15.57 3.11 74.02 O 40 0 40

N w w
(6] o ul
I I I

=4=Fusarium C1
== Fusarium C2
Trichoderma C1

Crecimiento radial (mm)
B RN
ul o ol o
1 1 1 1

o
1

—
0 24 48 72 96 120 144 168 192
Tiempo (hrs)

Figura 7: Comparacion de crecimiento micelial de cepas encontradas.

En la figura 11 se muestra el crecimiento de cada cepa encontrada. EI comportamiento
de Fusarium es completamente lineal, mientras que el comportamiento de Trichoderma
es ligeramente sigmoidal, mostrando el mayor crecimiento el dia 2 y 3. También se
puede observar que ambas cepas de Fusarium alcanzaron el radio maximo en 192
horas, mientras que la cepa de Trichoderma alcanzo este radio en 96 horas.
Estadisticamente hubo significancia en los crecimientos de cada cepa (ver cuadro 9 en

anexos).
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El potencial mostrado por esta cepa de Trichoderma para su uso como controlador
biologico es muy alto, ya que segun Chet y Elad (1983), uno de los mecanismos de
control de Trichoderma es la competencia por nutrientes y espacio, donde claramente
Trichoderma tiene ventaja sobre Fusarium. Asi mismo el proceso de micoparasitismo
(otro de los mecanismos de control) ejercido por Trichoderma se produce en varias
etapas sucesivas. La primera de ellas es un crecimiento quimiotréfico hacia el
hospedero, estimulado por moléculas procedentes del mismo. Es en esta primera etapa
en que la cepa aislada de Trichoderma muestra un alto potencial, ya que el crecimiento
de Trichoderma, bajo las mismas condiciones de crecimiento que las cepas de
Fusarium, fue muy superior. Esto no necesariamente indica que esta cepa ejerza un
control efectivo sobre los patdégenos. Lo que se pretende es sentar las bases para una
investigacion mas profunda acerca de esta cepa especifica y su potencial como
controlador bioldgico.

Cuadro 9: Area bajo la curva del desarrollo micelial de cada cepa aislada

Organismo Método Area bajo la curva
Fusarium cepa 1 Trapecio 28.286
Fusarium cepa 2 Trapecio 32.429

Trichoderma cepa 1 Trapecio 75.143

El area bajo la curva es una medida integradora permite confirmar y cuantificar la
diferencia entre el crecimiento de cada cepa. El calculo se realiz6 solo para las primeras
96 horas de crecimiento ya que en este tiempo la cepa de Trichoderma alcanzé el
méaximo crecimiento permitido en la caja Petri, aunque para Fusarium faltaran otras 96
horas. Esto para tener un punto de comparaciéon para los dos hongos. Podemos
observar areas similares para ambas cepas de Fusarium, pero en cuanto a
Trichoderma el area es mucho mayor. Esto muestra que Trichoderma tiene un

crecimiento y velocidad de crecimiento aproximado 2.5 veces mayor a Fusarium.
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7. CONCLUSIONES

Se aislaron dos cepas de Fusarium y una de Trichoderma asociadas al cultivo de

tomate provenientes del municipio de Amatitlan, departamento de Guatemala.

Se aislé una cepa de Trichoderma asociada al cultivo de tomate proveniente del

municipio de Amatitlan, departamento de Guatemala.

Se caracterizaron morfolégicamente cada cepa corroborando los géneros de

hongo.

Se observo que la velocidad de crecimiento micelial de Trichoderma en medio de
cultivo sintético, bajo las mismas condiciones de crecimiento, es

significativamente mayor al de Fusarium.
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8. RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar la caracterizacion de la cepa aislada de Trichoderma

evaluando indicadores de patogenicidad hacia Fusarium spp.

Se sugiere realizar la identificacion de especies y sub especies de las cepas aisladas

utilizando métodos de laboratorio que incluyan el andlisis del ADN.
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10.

ANEXO

Cuadro 10: Prueba T para cepas encontradas

Prueba T para muestras Independientes

t (dias) clasific Variable Grupo 1 Grupo 2 n(l) n(2) Media(l) Media(2) Media(l)-Media(2) LI(95) LS(95) pHomVar T p-valor prueba

120 organismo Radio (mm) {Fusarium Cl} {Fusarium C2} 5 5 23.40 25.60 -2.20 -3.28 -1.12 0.3651 -4.69 0.0016 Bilateral
120 Organismo Radio (mm) {Fusarium Cl} {Trichoderma C1} 5 5 23.40 40.00 -16.60 -17.71 -15.49 <0.0001 -41.50 «0.0001 Bilateral
120 organismo Radio (mm) {Fusarium C2} {Trichoderma c1} 5 5 25.60 40.00 -14.40 -15.08 -13.72 <0.0001 -58.79% <0.0001 Bilateral
144 Organismo Radio (mm) {Fusarium Cl} {Fusarium C2} 5 5 29.40 31.20 -1.80 -2.53 -1.07 0.7040 -5.69 0.0005 Bilateral
144 Organismo Radio (mm) {Fusarium Cl} {Trichoderma Cl} 5 5 29.40 40.00 -10.60 -11.28 -%.%2 <0.0001 -43.27 <0.0001 Bilateral
144 organismo Radio (mm) {Fusarium C2} {Trichoderma C1} 5 5 31.20 40.00 -8.80 -9.36 -8.24 <0.0001 -44.00 <0.0001 Bilateral
168 Organismo Radio (mm) {Fusarium Cl} {Fusarium C2} 5 5 35.00 35.20 -0.20 -1.06 0.66 0.3965 -0.53 0.6075 Bilateral
1le8 organismo Radio (mm) {Fusarium Cl} {Trichoderma C1} 5 5 35.00 40.00 -5.00 -5.88 -4.12 <0.0001 -15.81 0.0001 Bilateral
168 Organismo Radio (mm) {Fusarium C2} {Trichoderma C1l} 5 5 35.20 40.00 -4.80 -5.36 -4.24 <0.0001 -24.00 <0.0001 Bilateral
24 Organismo Radio (mm) {Fusarium C1} {Trichoderma C1} 5 5 1.00 8.20 -7.20 -8.24 -€.16 <0.0001 -19.24 <0.0001 Bilateral
24 Organismo Radio (mm) {Fusarium C2} {Trichoderma C1} 5 5 2.00 8.20 -6.20 -7.24 -5.16 <0.0001 -16.57 0.0001 Bilateral
48 Organismo Radio (mm) {Fusarium C1} {Fusarium C2} 5 5 6.80 8.60 -1.80 -2.53 -1.07 0.7040 -5.69 0.0005 Bilateral
48 Organismo Radio (mm) {Fusarium Cl} {Trichoderma C1} 5 5 6.80 22.00 -15.20 -16.06 -14.34 0.3965 -40.62 <0.0001 Bilateral
48 Organismo Radio (mm) {Fusarium C2} {Trichoderma C1} 5 5 8.60 22.00 -13.40 -14.32 -12.48 0.6328 -33.50 <0.0001 Bilateral
72 Organismo Radio (mm) {Fusarium Cl} {Fusarium C2} 5 5 13.20 15.00 -1.80 -2.36 -1.24 <0.0001 -$.00 0.0008 Bilateral
72 organismo Radio (mm) {Fusarium Cl1} {Trichoderma c1} 5 5 13.20 35.00 -21.80 -22.66 -20.%4 0.3965 -58.26 <0.0001 Bilateral
72 Organismo Radio (mm) {Fusarium C2} {Trichoderma C1} 5 5 15.00 35.00 -20.00 -20.88 -19.12 <0.0001 -63.25 «0.0001 Bilateral
96 organismo Radio (mm) {Fusarium Cl} {Fusarium C2} 5 5 18.60 19.80 -1.20 -1.93 -0.47 0.7040 -3.79 0.0053 Bilateral
96 Organismo Radio (mm) {Fusarium Cl} {Trichoderma C1} 5 5 18.60 40.00 —-21.40 -22.08 -20.72 <0.0001 -87.37 <0.0001 Bilateral
96 Organismo Radio (mm) {Fusarium C2} {Trichoderma C1} S 5 1%.80 40.00 -20.20 -20.76 -1%.64 <0.0001 -101.00 <0.0001 Bilateral
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Guatemala, 28 de febrero de 2,017

Sefiores:

Comisién de Tesis

Facultad de Ciencias Ambientales y Agricolas
Ciudad de Guatemala.

Estimados sefiores:

Por este medio hago constar de la entrega de 18 viales que contienen 3 cepas de
hongos al laboratorio de la Facultad de Ciencias Ambientales y Agricolas. Esto como
resultado del trabajo de tesis PROSPECCION DE Trichoderma Y Fusarium EN EL
DEPARTAMENTO DE GUATEMALA, GUATEMALA. 2 de estas cepas corresponden al género
Fusarium y una al género Trichoderma. Cada juego de viales, que contiene una cepa
de hongo, consta de tres viales con agua estéril y tres de PDA.

Sin otro particular, los saludo.

Atentamente,

MY ‘.;\'\Y\

Jualf BiPacheco Calderén

Recibido por:




