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PROSPECCION DE TRICHODERMA Y FUSARIUM EN EL DEPARTAMENTO DE
CHIMALTENANGO, GUATEMALA.

RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo la busqueda e identificacion de cepas de
los géneros Trichoderma y Fusarium en cultivos de importancia comercial para el
departamento de Chimaltenango para posteriormente caracterizar su crecimiento in
vitro, ademas de generar un cepario que en un futuro sirva de base para
investigaciones de futuros profesionales. La investigacion se llevd a cabo en los
municipios de Patzicia, San Juan Comalapa y Santa Cruz Balanya, en los cuales se
desarrollan los principales cultivos del departamento de Chimaltenango, los cuales son:
Arveja China, Tomate, Chile pimiento y Repollo. Se obtuvo muestras de suelo y material
vegetal con sintomatologia de los géneros en prospeccion. Posteriormente se realizaron
medios selectivos con antibiético donde se sembraron muestras para la multiplicacion
de los patogenos. Con el objetivo de garantizar la pureza de las muestras fueron
realizadas las purificaciones necesarias hasta obtener Unicamente el patdgeno de
interés. Se pudieron obtener tres cepas de Fusarium localizadas en los municipios de
Patzicia, San Juan Comalapa y Santa Cruz Balanya, una cepa de Trichoderma en el
municipio de San Juan Comalapa. Dada la variabilidad de diferentes factores como
suelo, clima, manejo, se considera que pueden ser las causas de no obtener presencia
de los géneros en todas las localidades. Para dichas cepas se presenta una estadistica
descriptiva en base al crecimiento en funcién del didmetro asi como también una
descripcion organoléptica. Las cepas fueron conservadas en medio PDA y agua estéril
gue garantizan su pureza en un largo periodo de tiempo.



TRICHODERMA AND FUSARIUM PROSPECTION IN CHIMALTENANGO,
GUATEMALA

SUMMARY

The main objective of this investigation was the research and identification of strains of
the following fungus classification: Trichoderma and Fusarium, in crops of commercial
importance for the department of Chimaltenango, to later characterize their growth in-
vitro, besides creating a ceparium that in the future will serve as a base for
investigations of agronomy professionals. The research was carried out in the
municipalities of Patzicia, San Juan Comalapa and Santa Cruz Balany4, in which the
main crops of the department of Chimaltenango are developed, which are: Snow Peas,
Tomato, Red Pepper and Cabbage. Samples of soil and plant material were obtained
with symptomatology of the genera in prospecting. Subsequently, antibiotic selective
media were used in which samples were seeded for the multiplication of the pathogens.
In order to guarantee the purity of the samples, the necessary purifications were carried
out until only the pathogen of interest was obtained. Three strains of Fusarium were
found in the municipalities of Patzicia, San Juan Comalapa and Santa Cruz Balanya4,
and a strain of Trichoderma in the municipality of San Juan Comalapa. Given the
variability of different factors such as soil, climate and management, the presence of the
genera wasn’t found in all the localities. For these strains a descriptive statistic based on
growth as a function of diameter is presented as well as an organoleptic description. The
strains were conserved in PDA medium and sterile water, guaranteeing their purity in a
long period of time.



1. INTRODUCCION

El género Fusarium es un grupo de hongos filamentosos ampliamente distribuidos en el
suelo y ataca a diversas plantas. Tienen la capacidad de vivir y desarrollarse en altas
temperaturas (hasta 37 °C), por lo que son llamados, agentes oportunistas. En la
actualidad se tiene conocimiento de mas de 100 especies de agentes pertenecientes a
este género, pero son fundamentalmente tres especies las que generan mayor
problema en la agricultura, F.solani, F.oxysporum y F.verticilloides. (Tapia & Amaro,
2014)

Una solucion para el manejo y control de estas especies, es la utilizacion de insumos
quimicos, pero la mayor parte de los productos que en el mercado estan disponibles,
son de altos costos, impidiendo con esto que los agricultores puedan acceder y poder
disminuir los problemas causados por dichas especies; ademas de los efectos
colaterales como la contaminacién ambiental, riesgo de intoxicaciones, presencia de

residuos quimicos en la produccién, entre otros.

Los metabolitos con actividad antifiungica secretados por Trichoderma constituyen un
grupo de compuestos volatiles y no volatiles, muy diverso en cuanto a estructura y
funciébn. Muchas cepas de Trichoderma producen estos metabolitos secundarios,
algunos de los cuales inhiben otros microorganismos, con los que no se establece
contacto fisico y estas sustancias inhibitorias fueron considerados antibioticos
(Martinez, 2013).

En base a lo expresado en el parrafo anterior, actualmente se desarrollan formulado de
agentes de control biolégico, es decir, organismos vivos que reducen la poblacién de
insectos plaga y patégenos que afectan a los cultivos o depredacion. Existen hongos,
bacterias y virus antagonistas de los agentes que provocan plagas y enfermedades.
Estos organismos (los hongos en particular), despiertan el interés de las empresas y
organos de investigacion por su papel en el control de plagas y enfermedades de

cultivos sin dafar el medio y la salud (Alicante, s.f.).



2.  MARCO TEORICO

2.1 Cultivos de importancia en Chimaltenango
Segun el agro en cifras del afio 2014, para el departamento de Chimaltenango se
pueden tomar como cultivos de importancia y de mayor produccion en la region los

siguientes:

e Arveja china; con un aporte a la produccion nacional del 69%, teniendo el
65.2% de la superficie cosechada en el pais.

e  Brocoli; con un aporte a la produccion nacional del 56%, teniendo el 56% de la
superficie cosechada en el pais.

e Repollo; con un aporte a la produccién nacional del 51%, teniendo un 42.9% de
la superficie cosechada en el pais.

e Zanahoria; con un aporte a la produccion nacional del 36%, teniendo un 30.46%
de la superficie cosechada en el pais.

e Aguacate; con un aporte a la produccion nacional del 12%, teniendo un 6.8% de
la superficie cosechada en el pais.

e Café; con un aporte a la produccion nacional del 8%.

Existen diferentes especies de Fusarium causantes de severos dafos en las plantas,
interrumpiendo su desarrollo y produccion final. F. oxysporum es la especie que
ocasiona la mayor parte de problemas en la agricultura, causando dafios en cultivos
como: repollo (f. sp.Conglutinans), alverja (f. sp. Pisi), brécoli (Brassicaolearacea) y
zanahoria (Daucus carota; sativus); los cuales coinciden con los cultivos de importancia

en el departamento de Chimaltenango (Arbeladez Torres, s.f.).

2.2 Generalidades de Fusarium

Fusarium, se caracteriza por ser un patdégeno que permanece por un largo periodo de
tiempo presente en los suelos, por lo que una vez establecido, dicho organismo puede
estar presente por un tiempo indefinido. Sobrevive en el suelo en forma de micelio y en
cualquier forma de sus esporas, pero permanece con mayor frecuencia como
clamidosporas, las cuales pueden llegar a sobrevivir hasta por 30 afos. El medio de
dispersién no es muy complejo, y es en este punto donde podemos encontrar el mayor

de los problemas para las producciones agricolas; ya que por medio de agua de riego o

2



lluvia, movimientos y trasplante de materiales en suelo contaminado; es como puede
movilizarse y dar paso a su propagacion. Las condiciones de suelo, no suelen ser tan
rigurosas, ya que el hongo puede desarrollarse en suelos de textura fina francos y
arenosos. Se multiplica en mayor medida, teniendo suelos que van de ligeramente

acidos, hacia suelos neutros; rangos entre 3.8-5.0 (Pérez Rivera, 2014).

Las especies del género Fusarium, ostentan la caracteristica de ser patégenos
habitantes del suelo y por lo general es a este nivel donde genera mayor parte de los
dafios en los sistemas de produccion agricola. Los patégenos de dicho género,
ocasionan dafios muy severos en las areas radiculares de diversos tipos de plantas,
provocando con esto, dafio en los sistemas vasculares en las plantas, los cuales son
los encargados de distribuir los nutrientes esenciales para las plantas, asi como

también la distribucion del liquido vital, como lo es el agua (Pérez Rivera, 2014).

Los sintomas de este género en particular, se caracterizan por una ligera decoloracion
de las venas (sistemas vasculares) de hojas jovenes, después de lo cual ocurre
epinastia de las hojas senescentes ocasionada por el colapso de los peciolos (Perez
Rivera, 2014).

Este tipo de sintoma se origina debido a que el micelio del hongo se propaga
intercelularmente a través de la corteza de la raiz en las plantas, colonizando con esto
los vasos xilémicos, obstaculizando con esto el movimiento de los nutrientes esenciales
para el desarrollo de las plantas. Cuando este suministro es inferior al minimo requerido
para el normal funcionamiento, los estomas se cierran, las hojas se marchitan y

mueren, produciendo el colapso total y muerte de la planta (Perez Rivera, 2014).

2.3 Ciclo dela Enfermedad
2.3.1 Suelo

El hongo sobrevive en el suelo o en rastrojos (residuos) de cultivo, principalmente en su
forma de espora (clamidospora), teniendo la capacidad de sobrevivir en el suelo por un
periodo de tiempo mas alla de los 10 afios. Es propagado a través del movimiento de
suelo o rastrojos contaminados, por medio del agua, viento o las personas. Cuando las
condiciones son favorables, el hongo germina y se ve favorecido por heridas causadas

por otros organismos, tales como nematodos o bien por otro hongo, Rhizoctonia spp.,
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una vez germinado, penetra las raices por medio de estas heridas y logra avanzar a

través del sistema vascular de la planta (De Leon, 1995).

2.3.2 Sintomas del hongo en la planta

En plantulas los sintomas tempranos consisten en tallos delgados y més pequenfios, a
como deberian de ser normalmente. Al momento de observar el sistema radicular de la
planta, pareciera normal sin embargo, cuando se realiza un corte longitudinal del
mismo, se puede observar una decoloracion rojiza o anaranjada en todo el sistema
vascular. Esta decoloracidén se extiende por toda la planta hasta la base de la misma,
esto es debido a la degradacion de los tejidos por la accién de enzima celuloliticas,
caracteristicas del hongo, lo que provoca de igual manera taponamiento del floema,
acelerando con esto la marchitez de la planta y causando la muerte de las mismas (De
Leon, 1995).

En plantas adultas se puede apreciar un amarillamiento progresivo en las hojas de la
base hacia el apice de la planta. En la mayor parte de las ocasiones, este
amarillamiento es unilateral, lo que es decir que se logra apreciar solo de un lado de las
hojas (De Leon, 1995).

2.3.3 Epidemiologia

Inicialmente plantas individuales son infectadas y mueren antes de llegar a cosecha en
verde. El incremento potencial del in6culo se ve producido en mayor medida por la
practica del monocultivo. A razén de esto, pequefias areas circulares se desarrollan y
todas las plantas presentes en esta area mueren, especialmente cuando se siembran
variedades susceptibles a este tipo de hongo. El grado de pérdida y de diseminacién en
campos individuales depende del potencial de indculo, temperatura, cultivar y la

conductividad del suelo al patdgeno Fusarium (De Leon, 1995).

Bajo las condiciones ideales para el patdgeno, las pérdidas de cultivos pueden ser
severas y los campos enteros pueden llegar a perderse. Estas pérdidas usualmente
ocurren en las partes maduras del area de crecimiento debido a lo elevado de la
temperatura del suelo, lo cual es una de las principales caracteristicas para que el

patogeno se desarrolle (De Leon, 1995).



Figura 1: Sintomatologia de Fusarium sp. En pepinos.

Fuente: Hortalan (2016).

2.4 Generalidades de Trichoderma

El género Trichoderma fue descrito por Persoon en 1794, Rifai en 1824 hizo el primer
agrupamiento en especies agregadas que se utiliza hasta el presente, a pesar de las
dificultades que se presentan para la identificacién de especies por este método, debido
a la cercania morfologica y la evolucion de las mismas. Son hongos saprofitos del suelo
y la madera, de crecimiento rapido. Las especies de este género se encuentran
ampliamente distribuidas por todas las latitudes, y se presentan naturalmente en
diferentes ambientes, especialmente en aquellos que contienen materia organica o

desechos vegetales en descomposicion (Martinez, 2013).

Este género pertenece al grupo de hongos Deiteromicetes o conocidos como hongos
imperfectos, al orden Hifales (moniliales) y se principal caracteristica es la presentacion
de conidiéforos hialinos, muchas veces blanquecinos, no verticilados, fidlides simples o
en grupos, conidias hialinas, unicelulares ovoides que yacen en pequefios racimos
terminales, se les reconoce facilmente por su rapido crecimiento y el color verde de las
conidias. En su estado vegetativo presentan un micelio o septos simples. Son
hapoloides y su pared esta compuesta por quitina y glucanos. Las hifas que llevan las
esporas o conidioforos son ramificadas (Santema, 2015).



Las especies de este género, en su mayoria micoparasiticas, son los antagonistas mas
utilizados para el control biolégico de enfermedades por hongos debido a cualidades
especificas, tales como; ubicuidad, facilidad de aislamiento y cultivo, rapido crecimiento
en varios sustratos, combate a una amplia variedad de hongos fitopatdgenos
responsables de la mayoria de enfermedades en cultivos de importancia, pero sobre
todo porque no ataca plantas superiores (Chavez, 2006).

2.4.1 Trichoderma como un agente bioldgico

La accion de Trichoderma como micoparasito natural se demostré por Weindling en
1932, y su utilizacién en experimentos de control biolégico se implemento a partir de
1970, cuando se incrementaron los estudios de campo para su uso en cultivos de
hortalizas y ornamentales. No obstante, la informacion sobre su empleo en la

produccién agricola es insuficiente y dispersa (Martinez, 2013).

Las especies de Trichoderma han sido investigadas como agentes de control biolégico
por mas de 70 afos, pero solo recientemente se han comercializado; esto es resultado
del cambio que el mundo esta teniendo con respecto al uso de los insumos quimicos

para el control de plagas y enfermedades (Chavez, 2006).

El género Trichoderma posee buenas cualidades para el control de enfermedades en
plantas causadas por patdégenos fungicos del suelo. Las especies del genero
mencionado, actlan como hiperparasitos competitivos, que producen metabolitos
antifangicos y enzimas hidroliticas a los que se les atribuyen los cambios estructurales
a nivel celular, tales como vacualizacion, granulaciéon, desintegracion del citoplasma y

lisis celular, encontrados en los organismos con los que interactia (Santema, 2015).

Han sido considerados buenos agentes de control biolégico contra un amplio rango de
hongos fitopatdogenos en invernadero y en campo. Sin embargo la eficacia de estos
hongos en suelos naturales puede estar limitada por la fungistasis del suelo,
competencia por otros microorganismos del suelo, una pobre colonizacion de las raices

de la planta, o condiciones ambientales desfavorables (Santema, 2015).



2.4.2 Mecanismos de antagonismo

Los mecanismos de accién por medio de los cuales los antagonistas afectan a los
fitopatdgenos son la competencia, antibiosis, micoparasitismo e induccion de
mecanismos de resistencia. Estos mecanismo no son mutuamente excluyentes, por lo
gque mientras uno parece ser el principal, en realidad pueden actuar en conjunto
(Santema, 2015).

Los mecanismos empleados por estos organismos para su efectivo control de las
enfermedades de las plantas son varios y en su mayoria muy complejos, y Su uso varia
con el tipo de agente de biocontrol, patégeno y planta hospedera inoculadores en la
interaccidon. Estos mecanismos se ven influidos por factores, tales como; tipo de suelo,

temperatura, pH, humedad de la planta y el ambiente del suelo (Howell, 2003).

24.2.1 Competencia

Un factor esencial para que exista competencia es la escasez o limitacion de un
requerimiento, ya sea el espacio o bien nutrientes, por lo que competencia puede
definirse como el comportamiento desigual de dos 0 mas organismos ante un mismo
requerimiento, siempre y cuando la utilizacion del mismo por uno de ellos, reduzca la

cantidad necesaria para los demas (Martinez, 2013).

La presencia de Trichoderma en suelos agricolas y naturales en todo el mundo es una
evidencia, de que es un excelente competidor por espacio y los recursos naturales
presentes en dicho medio. La forma de competencia por nutrientes por parte de
mencionado organismo, es principalmente por carbono, nitrato y hierro. De forma
general, entre las cualidades que favorecen la competencia de este antagonista, se
encuentran la alta velocidad de crecimiento que posee gran parte de sus aislamientos y
la secrecibn de metabolitos de diferente naturaleza, que frenan o eliminan a los
competidores en el microambiente. Este modo de accion influye en “interrumpir el paso”

al patégeno y resulta importante para la diseminacion del antagonista (Martinez, 2013).



2.4.2.2 Micoparasitismo

El micoparasitismo es esencialmente una interaccibn hospedero-parasito. La
interaccidn se inicia con el reconocimiento del hospedero o de moléculas liberadas por
este, esto debido a la accién enzimatica del micoparasito. Tales sefiales pueden ser
generadas por los diferentes polimeros componentes de la pared de distintas
estructuras de hongos patégenos o, productos de degradacién de la pared celular que

son liberados durante el contacto o el acercamiento del hospedero (Chavez, 2006).

En este proceso, inicialmente el micoparésito crece directamente hacia su hospedero y
usualmente se enrolla alrededor de este, 0 se une por medio de la formacién de
estructuras similares a ganchos y apresorios, los cuales permiten el anclaje. Seguido de
esta interaccion el micoparasito en ocasiones penetra el micelio del hospedero, esto
aparentemente por la degradacién de su pared celular. Para que el micoparasitismo
ocurra en el suelo, las hifas del antagonista deben crecer hacia el contacto con los

propagulos (esclrerocios o hifas del fitopatdgeno) y parasitorios (Chavez, 2006).

De este modo podemos definir que el micoparasitismo realizado por Trichodermasp., el
cual fue demostrado por Weindling en 1932 y 1934, es un proceso complejo que incluye
una serie de eventos sucesivos. La primera sefial de interaccion detectable muestra un
crecimiento quimiotropico de trichoderma en respuesta a algun estimulo en la hifa del
hospedero o hacia un gradiente de quimicos producidos por el mismo. Cuando el
micoparasito hace contacto fisico con su huésped, sus hifas se enrollan alrededor de
este o se le adhieren por medio de estructuras especializadas. Como un paso posterior

a estas interacciones el micoparasito penetra al micelio huésped (Chavez, 2006).

2.4.2.3 Antibiosis

Los metabolitos con actividad antifingica secretados por Trichoderma constituyen un
grupo de compuestos volatiles y no volatiles, muy diverso en cuanto a estructura y
funcién. Muchas cepas de Trichoderma producen estos metabolitos secundarios,
algunos de los cuales inhiben otros microorganismos, con los que no se establece
contacto fisico y estas sustancias inhibidoras fueron consideradas antibiéticos
(Martinez, 2013).



Se han podido identificar compuestos del tipo de las alquil-pironas (6-a-pentil-pirona),
isonitrilos  (isonitrina), poliquétidos (harzianolida), peptabioles (trichodermina,
atroviridina, alameticina, suzucacilina y trichozianina), dicetopiperacinas (gliovirina y
gliotoxina), sesquiterpenos (acido heptelidico) y esteroides (viridina). Recientemente,
Vinaleet al. (2006) caracterizaron un grupo de metabolitos secundarios (azapilona,
butenolide, 6-pentil-a-pirona, 1-hidroxi-3-metil-antraquinona, 1,8-dihidroxi-3-metil-
antraquinona, koninginina, acido heptelidico, trichoviridina, acido harzianico, gliotoxina,
gliovirina, viridina, viridiol) obtenidos de la interaccion entre R. solani y dos cepas
comerciales (T22 Y T39) de T. harzianum (Martinez, 2013).

La capacidad de una misma cepa de Trichoderma de secretar varios compuestos
antifangicos simultaneamente, limita el riesgo de aparicibn de microorganismos
resistentes a estos metabolitos, aspecto relevante desde el punto de vista practico.
Estos resultados ejemplifican la importancia de la antibiosis como parte de la actividad

antagonista de este hongo (Martinez, 2013).

2424 Producciéon de Enzimas

Investigaciones recientes de los posibles mecanismos de accion involucrados en el
control biolégico realizado por las especies de Trichoderma sp. Han llevado a varias
explicaciones alternas para un biocontrol exitoso. Una de ellas es la produccion de
enzimas tales como quitinasas y/o glucanasas producidas por este hongo y que
pueden ser responsables de la disminucion en la presencia de hongos patdégenos
presentes en suelos agricolas. Estas enzimas son hidroliticas y degradan los
polisacéaridos que otorgan rigidez y estructura a la pared celular de hongos, destruyendo
con esto la integridad de los mismos; asi mismo se ha establecido que estos hongos
pueden producir proteasas que afectan las enzimas de los patégenos perturbando su

capacidad de atacar las células de las plantas (Chavez, 2006).

2.4.2.5 Induccion de resistencia

Estudios recientes a niveles celular y molecular explican la diversidad de vias y
mecanismos de accion de este hongo. Segun Hernan, G. et al. (2004), mencionado por
Martinez, B. (2006), se descubrio, que algunas cepas de Trichoderma pueden activar

un mecanismo nativo de defensa en las plantas, conocido como Induccion de la



Resistencia Sistémica (por sus siglas en ingles IRS). Esto supone que puedan controlar
a patégenos distantes del lugar donde se encuentra fisicamente el antagonista
(Chavez, 2006).

Diversas clases de compuestos pueden ser liberados por Trichoderma en la zona de la
rizosfera y estar relacionados con la IRS en las plantas. La primera clase son proteinas
con actividad enzimatica o de otro tipo. Algunas de las proteinas secretadas por
Trichoderma al parecer inducen solo respuestas locales y necrosis, otrsactivian
mecanismos de defensa en plantas como los productos de los genes de avirulencia
(Chévez, 2006).

Cuadro 1: Especies del género Trichoderma empleadas en el control biolégico de
hongos y bacterias

ESPECIE ANTAGONISTA FRENTE A

T. asperellum Fusarium oxysporum

Pseudomonas syringae

Rhizoctonia solani

Pythium sp

T. hamatum Fusarium oxysporum

Sclerotinia minor

Botrytis cinerea

Xantohomonas vesicaria

T. harzianum Botrytis cinérea

Sclerotinia sclerotium

Pseuperonosporacubensis

Sphaeroteca fusca

Fusarium oxysporum

Rhizoctonia solani

Pythiumsp

Bipolarisoryzae

Phaeomoniella chlamydospora

Fuente: Aguilar, 2015.
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2.5 Control biolégico de plagas y enfermedades

Como reaccion a la crisis en el manejo de plagas ocurrida durante la “revolucion verde”
y caracterizada por la aparicion de resistencia de las plagas a los plaguicidas, la
acumulacion de los clorinados en el ambiente, el aumento exagerado en los costos de
los plaguicidas y otra serie de factores de tipo bioldgico y conceptual, surgen en la
década del setenta, propuestas mas racionales para el manejo de las plangas en la
agricultura como el Manejo Integrado de Plagas —MIP- y dentro de éste, el control
biolégico adquiere mayor relevancia,, como uno de los componente fundamentales y

quiza, el méas estratégico (Druan Ramirez, s.f.).

Como esencia del concepto, se basa en la compresion de la manera como viven juntos
los animales y las plantas (principios ecologicos), e incorpora diversos métodos de
lucha natural y artificial que se combinan para reducir las plagas y enfermedades que

generan dafios significativos en los sistemas agricolas.

Una combinacion de estos métodos abarcaria: lucha biologica, lucha quimica (a base

de insecticidas de origen botanico), resistencias genéticas y practicas agronémicas.

Han sido varios los términos utilizados para referirse al concepto de control biolégico,
uno de estos es el de “Lucha Bioldgica”, la cual segun el Manual de Cultivos Organicos
y Alelopatia (2006) Consiste en el uso de enemigos naturales (parasitos, predadores y
enfermedades) para atacar a las plagas. Esta practica tiene la ventaja, entre otras, de
no alterar el ecosistema y permitir un control prolongado no representa ningun problema
para el agricultor ni para el consumidor y practicamente evita la posibilidad de que los

insectos desarrollen una resistencia natural como lo han hecho con los plaguicidas.

Una de las motivaciones principales para el desarrollo actual de sistemas de control
biologico es la reduccion de la utilizacion de plaguicidas quimicos de sintesis. La
preocupacion que comienza a existir actualmente sobre la salud, seguridad y medio
ambiente, y los efectos negativos de los productos quimicos utilizados por la agricultura
en las aguas, suelos y alimentos, requieren una disminucién en el uso de dichos

plaguicidas (Rubio, s.f.)
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El control biolégico generalmente tiene efectos mas especificos que el control quimico,
y solo el microorganismo patégeno o la plaga clave se ve negativamente afectado,

respetando a otros microorganismos beneficiosos y fauna atil (Rubio, s.f.).

2.5.1 Descripciéon del método y técnicas

Los factores a considerar en la implementacion del control biolégico son los mismos de
cualquier método de control, y estan relacionados con la interaccién entre la densidad
de la poblacion de la paga, el dafio que causa y la produccidén. Sin embargo, un
prerrequisito en el cual se basa enteramente un programa de control biologico es la
correcta identificacién de la plaga. Los demas factores son:

. El umbral econémico de la plaga
. La magnitud de las pérdidas
. El valor de la cosecha (en términos monetarios, ecologicos y sociales)

(Duran Ramirez, s.f.).

Para llevar a cabo un plan de control biologico, los siguientes serian los pasos

fundamente en dicho proyecto:

. Definir la posicién taxondémica y la importancia del organismo que se va a
controlar (plaga, maleza o enfermedad)

. Colectar y evaluar toda la informacion disponible acerca de dicho organismo

. Si la informacion anterior no revela un agente de control biologico
disponible, se debe seleccionar un area de exploracion para iniciar un
inventario de los enemigos naturales. Generalmente, esta area es un pais

extranjero o pais de origen de la plaga

. Seleccion del agente benéfico y estudios bioecoldgicos
. Introduccion y liberacion de agente benéfico
. Evaluacion del establecimiento (Duran Ramirez, s.f.).

Segun Felipe Duran (s.f.) en su libro de Control Biol6gico de plagas menciona que
aunque puede haber algunas innovaciones, introducidas por las recientes tecnologias
de la biologia molecular, el control bioldgico actualmente se practica mediante las

siguientes técnicas o estrategias consideradas como convencionales:
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Introduccioén: la introduccién y establecimiento de un agente exotico para la regulacion
de la poblacion de una plaga a largo plazo, “Control bioldgico clasico” (Duran Ramirez,
s.f.).

Inoculacion: estrategia similar a la anterior, pero que requiere de liberaciones
periédicas del agente de control ya que éste no puede persistir y establecerse

definitivamente (Duran Ramirez, s.f.).

Aumento: incluye liberaciones de enemigos naturales ya existentes en forma nativa en
el agroecosistema y el propdsito es contribuir a la accion de los agentes nativos,
principalmente en determinadas épocas cuando la plaga se halla en los estados mas

susceptibles (Duran Ramirez, s.f.).

Inundacién: liberacién de grandes cantidades de agentes de control, para controlar una
sola generacion de la plaga. En esta técnica no se espera que las liberaciones tengan
efecto sobre las generaciones siguientes de la plaga. Esta estrategia se utiliza con los
bioplaguicidas y podria considerarse similar a la del control quimico (Duran Ramirez,
s.f.).

2.6 Evolucion y coevolucién de microorganismos.

Un aspecto crucial en este tema es lo que llamamos coevo lucién huésped-parasito, es
decir, la evolucion de ambos elementos de la interaccion apoyada en los mecanismos
derivados de la influencia mutua entre ambos. Relacionado con este aspecto, quizas
habria que fijarse en ejemplos muy conocidos de simbiosis microbio-huésped, donde
ambos elementos se han adaptado a la vida comdn y ya no pueden vivir el uno sin el
otro tras un prolongado proceso de coevolucién que ha llevado a que incluso compartan

mecanismos bioquimicos y moléculas (De Vicente, s.f.).

Para el caso especifico de la interaccion que se da en los suelos agricolas para el
control de plagas y enfermedades, podemos observar el proceso de coevolucion como
el parasito evoluciona en respuesta al huésped y el huésped en respuesta al patégeno.
Esto indica que un organismo respondera ante la accion que el otro organismo genere

en un sistema, en nuestro caso el suelo (De Vicente, s.f.).
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2.7 Extracto del protocolo de Montreal

El Protocolo de Montreal relativo a las sustancias que agotan la capa de ozono fue
disefiado para reducir la produccién y consumo de sustancias que agotan la capa de
ozono reduciendo su abundancia en la atmosfera protegiendo asi la capa de ozono de
nuestro planeta, la cual a causa de la emision de los gases de efecto invernadero, ha
disminuido, provocando con esto gran dafio a todo el sistema del planeta tierra. El
Protocolo de Montreal original se concerto el 16 de septiembre de 1987 y entrd en vigor
el 1° de enero de 1989 (Secretariat, 2015).

El Protocolo de Montreal relativo a las sustancias que agotan la capa de ozono, se
mantiene como uno de los ejemplos mas exitosos de cooperacion internacional para
hacer frente a una gran amenaza mundial para el medio ambiente. La produccién y
consumo de peligrosos grupos de sustancias quimicas, con capacidad para agotar la
capa de ozono, han sido exitosamente suprimidos en los paises desarrollados. El
mismo proceso esta en marcha en el mundo en vias de desarrollo, en el cual
Guatemala se encuentra presente, con la lucha de disminuir la emisiébn de agentes
contaminantes que dafian el sistema del planeta tierra; es especialmente en el area
agricola, donde se hace mayor referencia para combatir el uso de agentes

contaminantes, como lo es el Bromuro de Metilo (Secretariat, 2015).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

3.1 Definicion del problemay justificacion del trabajo

El departamento de Chimaltenango se caracteriza por ser uno de los principales
productores agricolas del pais, esto debido a su diversidad en cuanto a clima, suelo y
otras caracteristicas edafoclimaticas en las cuales se pueden desarrollar una gran
diversidad de cultivos. Sin embargo se consideran cultivos de importancia, segun el
Agro en cifras (2014) generado por el Ministerio de Agricultura, Ganaderia y
Alimentacion, los cultivos de Arveja china, Brocoli, Repollo y Zanahoria, siendo
Chimaltenango el departamento que cuenta con la mayor area cosechada de dichos

cultivos a nivel nacional.

El cultivo de arveja china presenta diferentes problemas en su produccién, como lo son
la incidencia de plagas y enfermedades. Los hongos del suelo son uno de los
principales causantes de enfermedades en dicho cultivo, los mismos han aumentado
como consecuencia del uso excesivo y continuo de fertilizantes amoniacales (tipo urea),
los cuales acidifican el suelo y lo convierten en medio propicio para el crecimiento de
hongos como Fusarium sp. De la misma manera ocurre con los cultivos de Brécoli,
Repollo y Zanahoria; donde la principal causante es la marchitez de los cultivos en una
fase fisiologica especifica, causando con esto impacto econdémico a los productores.

En la actualidad existen diversos métodos utilizados para el manejo de Fusarium, en
suelos agricolas. El principal método que se utiliza en el area de estudio es el control
quimico que consiste en el uso de productos quimicos sintetizados artificialmente, los
cuales son capaces de controlar la enfermedad pero son altamente contaminantes para
el medio ambiente y de alto costo. Estos productos principalmente son aplicados al
suelo al momento de la siembra como método preventivo y de ahi su alto impacto al
ecosistema edafico. Dichos productos han desarrollado alta resistencia de los
organismos y eliminacion de enemigos naturales que ayudan a la mitigacion del
patdogeno, ademas de no desinfestar los suelos por completo, esto debido a que
Fusarium es un hongo capaz de sobrevivir por largos periodos de tiempo en el suelo y

volver a surgir teniendo las condiciones favorables para su desarrollo. Todo lo anterior
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ha obligado a técnicos y cientificos investigadores a buscar alternativas de control para
este problema.

Dentro de las investigaciones se ha observado que Trichoderma, es un hongo
micoparasito agresivo que compite con patégenos de suelo. Este desarrolla su micelio
alrededor de hifas de hongos patégenos desintegrando las hifas del patégeno
previendo su penetracion. Recientemente se ha determinado que Trichoderma sp. Es
un agente efectivo de control bioldgico contra Fusarium, Rhizoctonia y Pythium. (Mora,
2001)

Guatemala por ser un pais con una biodiversidad amplia, se hace evidente la presencia
de Trichoderma y sobre todo en un entorno productivo como lo es el departamento de
Chimaltenango. Sin embargo en la actualidad no existe documentacion alguna que
sustente la presencia, distribucion y caracterizacion de cepas de dicho hongo, y menos
aun si cuentan con el potencial de controlar plagas y enfermedades, principalmente de

patégenos causantes de pudriciones como lo es Fusarium sp.

Por lo consiguiente, esta propuesta de investigacion, plante6 una prospeccion de
Trichoderma y Fusarium con el objetivo de recolectar muestras que fueron tomadas en
los principales cultivos en el departamento de Chimaltenango, con las cuales se
realizaron aislamientos y caracterizacion morfolégica de las cepas de ambos hongos,
determinando asi la presencia de los mismos en diferentes condiciones edafoclimaticas

asi como también los diferentes métodos de manejo que se realizan en dichos cultivos.

Asi también, se contribuy6 a la creacion de un cepario de Trichoderma y Fusarium, en
el cual se encontraran cepas de otras regiones del pais, facilitando con esto a los
productores el conocimiento de patdégenos que puedan afectar en el area y una futura

solucion al manejo y control de los mismos, con microorganismos antagonistas.

16



4. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Realizar una prospeccion de los géneros Trichoderma y Fusarium en los cultivos de

importancia del departamento de Chimaltenango, Guatemala

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la presencia de Trichoderma y Fusarium, en parcelas productoras de
los cultivos de Arveja China, Brécoli, Repollo y Zanahoria.

e Obtener aislamientos de suelo y tejido de las especies de Trichoderma y
Fusarium, que se encuentren en las muestras recolectadas de los sitios de
interés.

e Caracterizar morfologica y fisicamente las cepas de los hongos obtenidos en la

prospeccion.
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5. METODOLOGIA

5.1 Ambiente o lugar de trabajo

Departamento de Chimaltenango, Guatemala. Se encuentra ubicado en la Region
Central de la Republica y abarca una extension territorial de 1,979 kilbmetros
cuadrados. Limita al norte con El Quiché, al sur con Escuintla, al este con Guatemala y

Sacatepéquez, y al oeste con El Quiché, Solol4 y Suchitepéquez.

El departamento cuenta con 16 municipios, en los cuales resaltan; El Tejar, Patzun,
Patzicia, Tecpan, y su cabecera Chimaltenango, como los mas importantes en cuanto a
la agricultura se refiere; siendo para el objetivo de esta investigacion, los puntos de
referencia para realizar el muestreo de la presencia de especies de Fusarium y

Trichoderma.

Dicha investigacién se realizd dentro de sistemas productivos de los cultivos de Arveja
China, Toamte, Chile Pimiento y Repollo por lo que se determind realizar los muestreos
respectos en los municipios de: Patzun, Patzicia, San Juan Comalapa y Santa Cruz

Balnya por concentrar la mayoria de extension con estos cultivos (MAGA, 2014).

5.2 Sujetos y/o unidades de investigacion
Para la presente investigacion fueron tomados como sujetos y/o unidades las

siguientes:

e Muestras de suelo rizosferico para Trichoderma.
e Muestras de tejido vegetal para Fusarium.
e Aislamientos de los dos géneros.

e Cultivos monospdéricos.

5.3 Tipo deinvestigacion
La presente propuesta de investigacion es un estudio exploratorio con un enfoque mixto
(cualitativo y cuantitativo) en la prospeccion de Trichoderma y Fusarium en el

departamento de Chimaltenango (Hernandez, Fernandez y Baptista, 2003).
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5.4 Instrumento

Es necesario generar informacion sobre las muestras que se recolectaran para la
investigacion, por lo cual se utilizé6 una boleta de toma de muestreo, (Anexos, Cuadro
2).

5.5 Procedimiento
5.5.1. Fase de campo
a) Método de muestreo utilizado

Con razon a que la investigacion tiene como objetivo la busqueda de los géneros

Trichoderma sp. y Fusarium sp. El método de muestreo utilizado fue totalmente al azar.

Los aislamientos de las especies de Fusarium Y Trichoderma, fueron obtenidos de
muestras de suelos rizosférico para el caso de Trichoderma y material vegetal con
sintomatologia para Fusarium, dichas muestras se tomaron totalmente al azar, durante
el periodo de produccion de hortalizas en el departamento de Chimaltenango,

Guatemala.

Con base a los cultivos de importancia para el departamento, el muestreo se realizé en
los tres municipios mas importantes para la producciéon de los mismos. Los criterios

para la tomas de muestras fueron los siguientes:

e Condiciones edafoclimaticas
e Estado fisiologico de las plantas
e Manejo del cultivo

e Métodos de control contra Fusarium

En cada sitio de muestreo se colectaron submuestras de 1 kg de suelo cada una, estas
se homogenizaron, de tal forma que se obtuvo 1 kg como muestra representativa del
sitio. Cada submuestra de suelo se tomé de los primeros 20 cm de profundidad, esto
debido a que es el area donde podremos encontrar la mayor diversidad de organismos,

especificamente Trichoderma.

Para el caso de Fusarium, se colectaron plantas que presentaban sintomatologia, la
cual se caracteriza por la marchitez parcial o total de la planta. Se recolectaron 5

submuestras por cada muestra compuesta.
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Para llevar a cabo el muestreo, fue necesario el utilizar instrumentos, tales como:

e Barreno
e Pala
e Cubetas plasticas

e Tijeras jardineras

b) Transporte de muestras

Las muestras recolectadas se transportaron por medio de bolsas plasticas de 5lbs.
cada una. Estas muestras fueron llevadas directamente a los laboratorios de la FCAA
en la Universidad Rafael Landivar.

c) Almacenamiento de muestras
Una vez ubicadas las muestras en los laboratorios de la FCAA, se colocaron en
refrigeracion a una temperatura de 4°C hasta su uso, esto previendo la descomposicion

de las muestras.

5.5.2. Fase de Laboratorio
a) Equipo de Laboratorio

e Atomizador: recipiente generalmente de plastico que se utiliza para aplicar sustancias
como agua, desinfectantes, etc. en las muestras.

e Cajas Petri: instrumento de laboratorio que se utiliza para el cultivo de bacterias,
hongos y otros microorganismos, son colocados dentro del mismo diferentes medios
de cultivo (por ejemplo agar), en los cuales se desarrollan los cultivos.

e Camara de flujo laminar: instrumento que proporciona un ambiente controlado para la
realizacion de diferentes actividades de laboratorio, su principal caracteristica es el
control del paso de aire a través de un filtro, el cual limpia dicho aire, teniendo con esto
un area libre de particulas de hasta 0.1 micras.

e Lupa: instrumento necesario para el andlisis minusioso de muestras, con dicho
instrumento es posible apreciar caracteristicas de la muestra que no son posbiles

observar a simple vista.
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e Microscopio: a diferencia de la lupa, el microscopio es un instrumento que cuenta con
una serie de lentes de amplificacion para oberservar las muestras, tenendo con esto
mayor detalle de los aspectos que se desean observar.

e Pinzas: instrumento necesario para la manipulacién de las muestras, con el objetivo de
no contaminar las mismas o realizar un dafio que pueda alterar los resultados de la

investigacion.

b) Aislamiento de hongos
El asilamiento fue realizado en los laboratorios de la Facultad de Ciencias Ambientales
y Agricolas de la Universidad Rafael Landivar de Guatemala. El método de aislamiento

utilizado fue dilucién en placa.

De suelo

1. En condiciones estériles (se recomienda trabajar en campana de flujo laminar),
adicionar 1 g del suelo a una botella de dilucion o matraz con tapa con 10 ml de
agua estéril (dilucion 10-2). Dispersar el suelo y homogenizar con agitacion
vigorsa en vortex.

2. Tomar 1 ml y transferirlo a un tubo con 9 ml de agua estéril (diluciéon 10-3). De
ahi se elaboran diluciones sucesivas hasta completar diluciones decimales hasta
10-10 o las adecuadas, asegurandose de utilizar una punta o pipeta estéril
diferente en cada paso. Agitar de forma constante con vortex en cada paso.

3. Tomar 0.1 ml de cada una de las diluciones elaboradas y colocarla en el centro
de la superficie del medio de cultivo PDA. Realizar esto por triplicado.

4. Extender la alicuota en la superfice de la placa con una varilla de vidrio
previmanete esterilizada (inmesar en alcohol y realizar flameado por medio del
mechero permitiendo su enfriamento). Asegurar una distribucion homogénea por
toda la superficie del medio. EI medio utilizado para Trichoderma fue Agar Papa
Dextrosa PDA.

5. Incubar las cajas Petri que contienen la dilucién a temperatura ambiente.

De tejido vegetal
1. Se seleccionaron varios cortes pequeiios de 5 a 10 mm2, los cuales se

realizaron a partir del borde de la lesion infectada, a fin de que contenga tejidos
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enfermos y tejidos al parecer sanos. Estos cortes fueron sometidos a un proceso
de lavado, el cual consistié en sumergir por 1 minuto en alcohol, luego 1 minuto
en agua estéril, se continu6é con 2 minutos en cloro y se finalizd con dos lavados
en agua esteéril.

2. Posteriormente los cortes fueron secados con trozos limpios de papel estéril y se
dejaron reposar por un periodo de tiempo de una hora.

3. Por ultimo se colocaran sobre el medio nutritivo, de 3 a 5 cortes por caja Petri. El
medio a utilizar para Fusarium fue Agar Papa Dextrosa. La esterilizacion de los
cortes nos garantiza que no contengan agentes contaminantes que puedan

afectar el cultivo de Fusarium.

c) Purificacion de cepas

Posterior de realizada la siembra de las muestras obtenidas, ya sea de suelo para el
caso de Trichoderma o de tejido vegetal para Fusarium, al observar crecimiento
micelial, se tom6 un trozo de medio que contuviera micelio, no mas de 0.5 cm?, el cual
se trasladd a una nueva caja petri con medio de cultivo PDA y se dejo reposar en
incubadora, esto con el objetivo de purificar la muestra y obtener las caracteristicas
requeridas para la elaboracion del cultivo monospérico. Esta practica se realizé las
veces que fueron necesarias, hasta el momento de tener la muestra con las

caracteristicas Unicas de cada uno de los géneros.

d) Caracterizacion morfologica

Esta etapa consistié de una descripcion detallada de las cepas; como color de colonia,
reversos de las colonias, textura de las colonias; asi como la descripcion de las
estructuras de los hongos encontrados incluyendo, hifas, conidiéforos, microconidias,
macroconidias, fidlides, entre otras. Se medi6 el crecimiento micelial de los hongos

como factor principal de evaluacion del desarrollo de las cepas.

e) Almacenamiento de cepas
Las cepas de los hongos cultivados, fueron colocadas en tubos de ensayo con medio
de cultivo PDA y agua esterilizada en refrigeradora a una temperatura de 4°C lo cual

garantiza que las cepas permanezcan a una temperatura donde agentes contaminantes
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no puedan crecer. Los tubos fueron identificados por lugar donde se tomd la muestra y

género de hongo.

5.6 Analisis de lainformacion

Para llevar a cabo el analisis de la informacion, fue necesario la utilizacion de cuadros
comparativos y un estudio estadistico descriptivo, ya que en base a estos se determind
si los géneros analizados son los de importancia para la investigacion. Ademas esto se

sustent6 por medio de fotografias.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 DESCRIPCION DEL AMBIENTE EN FUNCION DEL CULTIVO

6.1.1 Cultivo de arveja (pisum sativum)

El departamento de Chimaltenango es el mayor productor de Arveja China del pais,
dentro del mismo los municipios de Patzicia y Patzun los que cuentan con la mayor
area de produccion. Para fines de esta investigacion, estos municipios se tomaron
como referencia para realizar el muestreo correspondiente, uno de los principales
factores al momento de muestrear fue el estadio del cultivo, en base a investigaciones,
en los ultimos dias de crecimiento vegetal en la planta, donde el hongo Fusarium

afecta.

En Patzicia fue localizado un lote productor de Arveja china (Anexo, Figura 16). El
cultivo se encontraba en etapa de cosecha, presentando los sintomas caracteristicos de
Fusarium; amarillamiento, marchitez, necrocidad en los haces vasculares, por lo tanto
se tomaron a corde a la metodologia, 4 submuestras totalmente al azar (Anexo, Figura
17), con el objetivo de determinar la presencia del hongo en el area. Se trasladaron a

los laboratorios para su analisis en bolsas plasticas.

6.1.2 Cultivo de tomate (solanum lycopersicum)

El cultivo de tomate a lo largo del tiempo ha estado presente en la produccién del
departamento de Chimaltenango, San Juan Comalapa ha sido el principal municipio en
la produccion del mismo. La presencia de agentes causantes de enfermedades y en

casos mas graves la muerte del cultivo, siempre esta presente.

La locacion muestrear cuenta con la produccién de tomate bajo condiciones
controladas. A través de la recopilacion de informacién por parte de los productores, un
zurco presenta los sintomas caracteristicos de Fusarium previo a la floracion, causando
la muerte de la planta. Se realizaron pruebas de campo para indagar sobre la
problematica. Se tomo una de las plantas y se realiz0 un corte transversal en la base
del tallo, al momento de realizar el corte se pudo observar necrocidad en los haces
vasculares de la planta, uno de los principales indicios del ataque de Fusarium asi

como también de bacteria. Para descartar la presencia de bacteria, se realizo la prueba
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de flujo bacterial, colocando en un recipiente con agua un trozo del material vegetal,
dando como resultado negativo a la presencia de bacteria en la planta, por lo que se
determind que el ataque era causado por Fusarium (Anexo, Figura 21).

6.1.3 Cultivo de chile pimiento (Capsicum anum)

El chile pimiento es un cultivo importante en la produccion del departamento de
Chimaltenango. Las extensiones producidas en el departamento son de grandes
dimensiones sobre todo en Santa Cruz Balanya, donde la produccién de solanaceas es
de suma importancia. Es por esta razén que fue tomado en cuenta como punto de

muestreo para fines de esta investigacion.

La locacién para el muestreo cuenta con una producciéon de chile pimiento bajo
condiciones controladas. La plantacién se encontraba en etapa de cosecha en primer
corte y se podia observar focos de plantas con presencia de sintomas caracteristicos

de Fusarium; marchitez, debilidad en plantas y haces vasculares con necrosis.

6.2 Determinacion de la presencia de Trichoderma y Fusarium en parcelas
productoras del departamento de Chimaltenango.

En base a la metodologia definida para la investigacion, se procede a la bausqueda de
parcelas productoras que cuentan con presencia de los cultivos determinados. No
obstante la presencia del hongo Fusarium en los cultivos Brocoli y Zanahoria fue nula,

por lo que fueron sustituidos por Tomate y Chile pimiento de importancia para la region.

Cuadro 2 determinacion de la presencia de Trichoderma y Fusarium.

CULTIVO GENERO DE HONGO UBICACION
FUSARIUM TRICHODERMA
ARVEJA CHINA + - PATZICIA
- - PATZUN
TOMATE + + COMALAPA
CHILE PIMIENTO + - BALANYA
REPOLLO - - PATZUN

+= Positivo -= Negativo
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6.3 Aislamiento de los géneros Trichoderma y Fusarium.

Segun en la metodologia establecida para esta investigacion, el medio de cultivo para la
multiplicacion de cepas del género Fusarium era Peptona PCNB Agar, sin embargo en
base a investigaciones con resultados favorables, se realizo el cambio de medio a Agar
Papa Dextrosa, utilizando una dosis de 39 gr de medio en 100 ml de agua. Este medio
fue de suma importancia para la investigacion, ya que permitio el crecimiento rapido de
las cepas del hongo, ademas de generar por mas tiempo el nutriente necesario para el

crecimiento de micelio y esporas.

En el caso de Trichoderma el medio establecido en la metodologia era Basal Medium el
mismo fue modificado para utilizar Agar Papa Dextrosa, utilizando una dosis de 39 gr de
medio en 1000 ml de agua afiadiendo a esta solucién 1 gramo de Strectomicina quien
fungié como antibiético para prever la proliferacion de agentes bacterianos en las
muestras a utilizar. El periodo de vida atil de este medio permitié que el hongo pueda
desarrollarse y el antibidtico realizé su trabajo permitiendo Unicamente el crecimiento de

la cepa y no de agentes que pudieran contaminar la muestra.

6.3.1 Cultivo de Arveja (pisum sativum)

Se realizd el procedimiento de lavado y secado de esquejes (Anexo, Figura 18),
posteriormente se colocaron las muestras en cajas Petri con medio de cultivo PDA
(Anexo, Figura 19). Luego de 10 dias en incubadora fue posible observar el crecimiento
micelial caracteristico de Fusarium. Se realizaron las purificaciones correspondientes y
por medio de montajes microscépicos se determind la presencia del hongo en las

muestras (Figura 2).

La presencia del hongo en dicho lote se debe a una serie de factores que benefician el
desarrollo del patdgeno, siendo el principal factor a considerar la explotacién del terreno
para la producciéon del mismo cultivo por un largo periodo de tiempo, sin dar
oportunidad de descanso al suelo contribuyendo a la practica de monocultivo. La
aplicacion de productos sin dar rotacion ha desarrollado
resistencia del patdégeno a lo mismo, por lo cual el efecto de los productos y métodos

aplicados no genera los resultados que se desean.
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Figura 2: Cepa del género Fusarium cultivo de arveja china, Patzicia.

El muestreo para determinar la presencia de Trichoderma fue el mismo. Tomando 4
submuestras del area totalmente al azar, se homogenizo en una sola muestra
aproximadamente de 1 Ib. Se coloc6 en bolsas plasticas para su transporte. Se realiz
la dilucién de suelo en agua. Por cada dilucidon se tomaron 3 muestras colocadas en
caja Petri con medio PDA y strectomicina. Se dejaron reposar por 10 dias a
temperatura ambiente. No obstante no se obtuvieron resultados positivos. La constante
aplicacién de productos quimicos para el control de plagas como lo es Fusarium no
contribuye a generar un ambiente favorable para el desarrollo de agentes de control en
el suelo como lo es Trichoderma teniendo como resultado el que la infestacién por parte

de agentes malignos no ceda y no permita el correcto desarrollo de cultivares.

El segundo muestreo para el cultivo de arveja, fue realizado en un lote de produccién
ubicado en el municipio de Patzun. El cultivo se encontraba en etapa de cosecha,
presentando los sintomas caracteristicos de Fusarium, se tomaron 4 submuestras
totalmente al azar (Anexo, Figura 20). Las muestras fueron colocadas en bolsas
plasticas para su traslado. Se realiz6 el proceso de lavado y secado de pequefias
muestras, sin embargo no se obtuvieron resultados positivos para la presencia de
Fusarium en el area, al momento de observar las muestras colocadas en las cajas Petri,
se pudo observar que el dafio generado en el cultivo era causado por bacterias que no
permitian su correcto desarrollo. Los productores del area al no tener un estudio que les

garantizara que organismo era el causante del dafio, aplicaban productos quimicos
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para el control de Fusarium, al no contrarrestar el dafo, solo fue generado un sistema

de resistencia por parte del agente bacterial.

La presencia de agentes de control biologico como Trichoderma es nula en el area,
debido a la resistencia que se ha desarrollado en el sistema de produccion por la
aplicacion constante de productos quimicos, inhibiendo el desarrollo de agentes que

contribuyan al control de agentes fitopatégenos dafinos para la produccion.

6.3.2 Cultivo de tomate (Solanum Lycopersicum)

Fueron tomadas 2 muestras totalmente al azar del zurco dafiado y 2 muestras mas de
zurcos retirados al afectado. Las plantas fueron colocadas en bolsas plasticas para su
transporte a los laboratorios. Se procedi6 a realizar el lavado y secado de las muestras,
las cuales posteriormente fueron colocadas en medio de cultivo, se dejaron por un
periodo de 10 dias en incubadora. Transcurrido el tiempo fue posible observar el
crecimiento micelial caracteristico de Fusarium, por lo cual se realizaron las
purificaciones correspondientes. Ya con crecimiento micelial representativo y de
realizados montajes microscopicos se determind la presencia de Fusarium en las

muestras (Figura 3).
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Figura 3: Cepa del género Fusarium cultivo de tomate, San Juan Comalapa.

La presencia del hongo en la locacion se puede dar debido a la intensidad de
produccion que se maneja en el area, ya que no se da la rotacion pertinente dentro de

las areas de producciéon lo que favorece al patbgeno a obtener un ambiente con las
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condiciones necesarias para desarrollarse. La aplicacion de productos en una manera
continua para el control ha generado resistencia por el patdgeno ocasionando los dafios

en la plantacion.

El muestreo de suelo en el lote fue realizado de la misma forma, tomando 4
submuestras totalmente al azar y luego homogenizando la muestra, aproximadamente
1 Ib de suelo fresco. Se colocé en bolsas plasticas para su transporte a los laboratorios,
es importante mencionar que los productores indicaron que estan en proceso de aplicar
microorganismos al suelo, con el objetivo de generar un ambiente diverso para el
desarrollo de las plantas. Ya en los laboratorios se realizd la disolucion, tomando 3
muestras por cada disolucion, colocando 1 ml en medio de cultivo. Las cajas Petri se
dejaron reposar por 10 dias a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se pudo
observar crecimiento de esporas caracteristicas del genero Trichoderma, por lo cual se
realizaron purificaciones. Transcurrido el tiempo de espera 'y por medio de montajes
microscépicos se determindé que existia presencia del género Trichoderma en las
muestras (Figura 4).
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Figura 4: Cepa del género Trichoderma cultivo de tomate, San Juan Comalapa.

La aplicacibn de microorganismos por parte de los productores en el area, ha
favorecido para el género Trichoderma se desarrolle y pueda, en un mediano plazo,

llegar a contrarrestar el impacto generado por Fusarium. Es de suma importancia
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continuar la investigacion e identificar la especie de la cepa y determinar si es
antagonista de Fusarium.

6.3.3 Cultivo de chile pimiento (capsicum annuum)

Fueron tomadas 4 submuestras totalmente al azar, las cuales fueron transportadas en
bolsas plasticas a los laboratorios. Se procedié a realizar el proceso de lavado y
secado de pequefias muestras que posteriormente fueron colocadas en medio de
cultivo, dejandolos en incubadora por un periodo de 10 dias. Transcurridos los dias, se
pudo observar crecimiento micelial caracteristico de Fusarium por lo cual se realizaron
las purificaciones correspondientes y se dejaron nuevamente en incubadora por un
periodo de 5 dias. Por medio de montajes microscoépicos se pudo determinar que el

micelio generaba un resultado positivo para el género Fusarium (Figura 5).

Figura 5: Cepa género Fusarium cultivo chile pmiento, Santa Cruz Balanya.

El mismo procedimiento de muestreo fue utilizado para las muestras de suelo, tomando
4 submuestras que se homogenizaron para obtener una muestra general
aproximadamente de 1 Ib de suelo. Se colocé en bolsa plastica para su traslado a los
laboratorios, donde se procedié a realizar la disoluciéon, donde por cada una se
obtuvieron 3 muestras de 1 ml, se coloc6 y disperso en medio de cultivo PDA con
antibiotico strectomicina. Las cajas Petri fueron colocadas a temperatura ambiente por
10 dias. Transcurrido el periodo de tiempo no se obtuvieron resultados en ninguna de
las muestras, por lo que se determind que no existia presencia del género Trichoderma

en las muestras.
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6.3.4 Cultivo de repollo (Brassica oleracea).
Se realiz6 muestreo en lotes de produccion en la regién de Patzin, obteniendo

resultados nulos para ambos géneros, Unicamente se pudo observar presencia de

bacteria (Figura 6).

Figura 6: Muestras del cultivo de Repollo.
6.4 Purificacion de los géneros Trichoderma y Fusarium

Una vez con crecimiento micelial caracteristico de los géneros fungosos en
prospeccion, se realizaron nuevas cajas Petri con medio PDA nuevo, en las mismas se
colocaron trozos de medio que contienen micelio no mayor a un milimetro cuadrado.

Por cada muestra con micelio se realizaron de 3 a 5 cajas purificadas (Figura 7).

Cuadro No. 3 numero de purificaciones en muestras.

CULTIVO No. PURIFICACIONES POR GENERO
Fusarium Trichoderma
ARVEJA CHINA 3 X
TOMATE 4 3
CHILE PIMIENTO 4 X
REPOLLO X X
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Figura 7: Purificaciones de cepas de Trichoderma y Fusarium.

6.4.1 Cultivo de arveja china

En la arveja china fue necesario realizar dos veces el procedimiento de purificacion
para posteriormente realizar montajes microscopicos y constatar la presencia de
Fusarium en las muestras (Figura 8). En esta cepa se obtuvo un promedio de
crecimiento de 1 cm por dia de micelio, teniendo en cinco dias la caja Petri totalmente

cubierta por el mismo.

Figura 8: Purificacién de cepa Fusarium en cultivo de arveja.

6.4.2 Cultivo de tomate
En el tomate fue necesario realizar tres veces el procedimiento de purificacion para
posteriormente realizar montajes microscopicos y constatar la presencia de Fusarium
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en las muestras (Figura 9). Para esta cepa se pudo observar un promedio de
crecimiento de 1.2 cm por dia de micelio lo que género que en cuatro dias la caja Petri

estuviera cubierta.

De igual forma para el caso de Trichoderma se realizé en tres veces el procedimiento
de purificacion para luego realizar montajes microscopicos y constatar la presencia del
hongo en las muestras (Figura 10). La cepa de Trichoderma tuvo la caracteristica de
ser de crecimiento lento, en un promedio de 0.5 cm por dia lo que ocasiono que tardara

hasta 10 dias en cubrir la superficie de medio que contenia la caja Petri.

Figura 9: Purificacion cepa Fusarium en cultivo de tomate.

G R SRR b

Figura 10: Purificacién cepa Trichoderma en cultivo de tomate.
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6.4.3 Cultivo de chile pimiento

Para el cultivo de chile pimiento fue necesario realizar tres veces el procedimiento de
purificacion para posteriormente realizar montajes microscépicos y constatar la
presencia de Fusarium en las muestras (Figura 11). A comparacion de las otras cepas
de Fusarium encontradas, en este cultivo el crecimiento micelial fue lento, en promedio

0.8 cm por dia, ocasionando que en cinco dias la superficie de medio que contenia la

caja Petri, fuera cubierta.

Figura 11: Purificacion cepa Fusarium en cultivo de chile pimiento.

6.5 Caracterizacion de las cepas de Trichoderma y Fusarium

6.5.1 Caracterizaciéon de colonias

Se realizaron las observaciones de las caracteristicas macroscopicas y microscoépicas
de las cepas identificadas a través del aislamiento y purificacion de muestras, que
anteriormente fueron descritas; las cuales fueron registradas fotograficamente (Figura
12).
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Figura 12: Cepas de Trichoderma y Fusarium caracterizadas

6.5.1.1 Fusarium.

Cuadro 4 Descripcion macroscopica de Fusarium.

MEDIO DESCRIPCCION DE COLONIAS
COLONIA 1 COLONIA 2 COLONIA 3
(PATZICIA) (COMALAPA) (BALANYA)
AGAR PAPA DEXTROSA | Colonias al Colonias al Colonias
(PDA) principio principio siempre blanca
blancas blancas con una leve
posteriormente posteriormente coloracion
rojo  intenso, color parpura, purpura,
con micelio micelio micelio
algodonoso y algodonoso y algodonoso vy
con buena con buena con buena

esporulacion.

esporulacion.

esporulacion.



Cuadro 5 Descripcion microscopica de Fusarium.

ESTRUCTURA DESCRIPCCION DE COLONIAS
COLONIA 1 COLONIA 2 COLONIA 3
(PATZICIA) (COMALAPA) (BALANYA)
HIFAS Hialinas Hialinas Hialinas
ramificadas ramificadas ramificadas
CONIDIOFORO Cortos, Largos, Cortos,
simples simples simples
MICROCONIDIAS Elipsoidales a Elipsoidales a Elipsidales a
cilindricas, cilindricas. cilindricas,
abundantes. abundantes.
MACROCONIDIAS Abundantes, Abundantes, Escazas,
delgadas. delgadas delgadas.

Se puede observar que existen diferencias entre las cepas encontradas, esto es un

claro indicio a que pertenecen a diferentes especies de Fusarium, dando resultado a lo

esperado, debido a que cada cepa fue muestreada en diferentes regiones, donde

aspectos como clima, altitud, manejo agrondmico y sobre todo el cultivo influye en el

desarrollo del patdégeno.

6.5.1.2 Trichoderma.

Cuadro 6 Descripcion macroscopica de Trichoderma

MEDIO

DESCRIPCCION DE COLONIAS

AGAR PAPA  DEXTROSA
(PDA) + STRECTOMICINA

COLONIA 1

(COMALAPA)
Colonia al principio con un tono blanco y amarillo
gue posteriormente paso a verde intenso, el fondo
de la caja se pudo apreciar amarillo, lanosas y
formacion de anillos concéntricos. Esporulacion
abundante.
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Cuadro 7 Descripcion microscépica de Trichoderma.

ESTRUCTURA DESCRIPCCION DE COLONIAS
COLONIA 1
(COMALAPA)
HIFAS Hialinas, septadas hialinas.
CONIDIOFORO Hialinos, erguidos.
FIALIDES Con la forma caracteristica de botella ancha en la
base, se presenta solitaria 0 en racimos.
CONIDIAS Elipsoidales, hialinos, equinulada en racimos.

6.5.2 Caracterizacion del crecimiento

6.5.2.1 Fusarium.
A continuacion se presentan estadisticas descriptivas del crecimiento medido como

diametro en centimetros, por localidad para el hongo indicado.
Cuadro No. 8 Estadistica descriptiva de las cepas de Fusarium.

REGION VARIABLE N MEDIA D.E. EE. CV Min Méax P (05) P (95)

Arv.Patz ‘ Diametro 25 2.20 1.44 0.29 65.67 0.10 4.30 0.20 4.20
Pim.Bal ‘ Diametro 25 192 1.16 0.23 60.27 0.20 3.60 0.30 3.60
Tom.SJC ‘ Diametro 25 2.64 1.73 0.35 65.64 020 5.10 0.20 5.10

El cuadro No. 8 nos demuestra el comportamiento de crecimiento de las cepas de
Fusarium identificadas en la investigacién, clasificadas por la region de donde fueron
tomadas. La variable que se tom6 como referencia fue el diametro en cm de las cepas,
el cual tuvo diferencia significativa para cada una, teniendo un promedio aproximado de
crecimiento de las tres cepas de 2.5 cm. Siendo la cepa de mayor diferencia en
crecimiento la que se tomo en Santa Cruz Balanya, la causa de esto puede ser por
varias razones, tomando como principal la especie de la cepa, la cual puede ser

diferente a las dos cepas restantes.

En promedio para las tres cepas se pudo obtener un minimo de crecimiento de 0.20 cm

y un maximo en su crecimiento de 5 cm. Con una velocidad rapida de crecimiento,
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conforme a la duracidon en dias, ya que cada una de las cepas no tardo mas de 5 dias
en cubrir la superficie de medio de cultivo contenido en cajas Petri. En cuanto a la
desviacion estandar se refiere no hubo mayor diferencia entre las cepas, el
comportamiento fue lineal el cual se puede observar en la Figura 13, donde se presenta
el gréafico del comportamiento de las cepas en su crecimiento, tomando en cuenta como

variables el didmetro en cm (eje y) contra el tiempo de crecimiento en dias (eje x).

6.007

4.004

[ess i ]
[EEER

2.004 é

0.00- T T 1
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 2.00

Figura 13: Diagrama de dispersién, del crecimiento de las cepas de Fusarium. Didmetro

(cm) por los dias de crecimiento.

En la Figura 13 podemos observar en crecimiento de cada una de las cepas
identificadas para Fusarium en la investigacion, siendo identificadas con azul la cepa de
Patzicia, amarillo para la cepa de Santa Cruz Balanya y verde para la cepa de San
Juan Comalapa. Con dicha grafica podemos constatar la poca diferencia significativa

gue existe entre las cepas.

6.5.2.2 Trichoderma
Al igual que para Fusarium la variable a tomar en cuenta para el analisis de la cepa de

Trichoderma fue el crecimiento en cm por el tiempo en dias.
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Cuadro 9 Estadistica descriptiva para la cepa de Trichoderma.

Muestra Variable N  Tendencia D.E. E.EE CV Min  Max P P
(05)  (95)
1 Cm 10 2.65 147 0.46 5535 050 4.90 0.50 4.90
2 Cm 10 2.63 152 048 57.64 040 4.80 0.40 4.80
3 Cm 10 257 153 048 5955 0.30 4.80 0.30 4.80
4 Cm 10 2.68 146 0.46 5458 050 4.90 0.50 4.90
5 cm 10 2.67 153 049 57.46 040 5.00 0.40 5.00

En el cuadro 9 se pueden observar la estadistica descriptiva y comportamiento de la
cepa, teniendo una tendencia de crecimiento de 2.60 cm con una desviacion estandar

poco considerable no siendo mayor a 1.6 en cada una de las muestras.

Para la cepa de Trichoderma identificada se obtuvo un promedio de crecimiento minimo
de 0.40 cm y un promedio de crecimiento maximo de 5.00 cm. Dicha cepa muestra una
tendencia de crecimiento similar a la de Fusarium sin embargo el tiempo que llevo para
su crecimiento es mayor comparado entre si. La principal razén por la cual sucedi6
esto, es debido a que las muestras de la cepa de Trichoderma no fue colocada en
incubadora para su crecimiento, por lo tanto al estar expuesta a la luz natural, hace que
el crecimiento del hongo sea lento comparado con respecto a la velocidad de

crecimiento de las cepas de Fusarium.

La Figura 14, presenta el crecimiento de la cepa en una curva, teniendo el diametro en
cm (eje y) contra el tiempo en dias (eje x), se muestra un crecimiento lineal durante los
10 dias, donde no se refleja alguna diferencia significativa en el crecimiento de la cepa.

Al ser una cepa identificada se muestra una curva con las 5 repeticiones elaboradas.
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Figura 14: Diagrama de dispersion del crecimiento de la cepa de Trichoderma. Didmetro
(cm) por los dias de crecimiento. Esto no puede ser un factor que limite el potencial
bioldgico que tiene Trichoderma como controlador biolégico de Fusarium. Ya que se
pueden realizar modificaciones en el método de aplicacion del organismo antagonista
(Trichoderma), con el objetivo que pueda colonizar el suelo tiempo antes que Fusarium

lo pueda hacer.
Cuadro 10 Area bajo la curva Fusarium y Trichoderma.

Area bajo la curva

Organismo | Método trapecio Método Simpson
Fusarium Arv.Patz 56.25 52.83
Fusarium Tom.SJC 64.75 60.5
Fusarium Pim.Bal 47.25 44.16
Trichoderma SJC. 18.70 19.37

En el Cuadro 10, se presenta un analisis de las areas bajo la curva para el tiempo de
saturacién tanto de Fusarium como de Trichoderma, utilizando dos métodos de andlisis,
el método Trapecio y el método Simpson. Donde existe mayor saturacion por parte de
Fusarium en un periodo mas corto de tiempo en comparacion de Trichoderma que

refleja menor saturacién en un periodo mas largo.

Notese la diferencia en la intensidad en el crecimiento de Trichoderma en comparacion
a Fusarium, éste indicador orienta sobre las medidas a tomar para favorecer su uso
como controlador biolégico, como darle mas tiempo de accion antes de la siembra u

otras en la misma logica.
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6.6 Conservacion de las cepas de los géneros Trichodermay Fusarium.

Luego de realizar las evaluaciones correspondientes a las conservaciones realizadas
en dicha investigacion, se procedidé a conservar las cepas identificadas. Para dicha
conservacion se realizaron dos procedimientos, que en base a investigaciones
realizadas, son las dos principales fuentes de conservacion de hongos, obteniendo
resultados favorables en un periodo de 2 a 3 afos; estos procedimientos fueron:

conservacion en agua estéril y conservacion en medio PDA.

En la conservacion fueron utilizados tubos viales de 5.3 cm de longitud por 1.1 cm de
diametro con tapa de rosca, los cuales fueron colocados en autoclave para su

respectiva esterilizacion y posterior uso.

6.6.1 Conservacion en agua estéril

Por cada una de las cepas identificadas se tomaron tres tubos anteriormente descritos,
los cuales se encontraban en condiciones de esterilidad, con la ayuda de un embudo
estéril, se procedié a colocar 2 ml de agua estéril en cada uno de los tubos; este
procedimiento fue realizado en camara de flujo para tener un ambiente controlado libre
de cualquier agente contaminante. Con los tubos ya conteniendo agua estéril, se
procedié a tomar muestras de micelio en las cepas no mayor a 2 milimetros de area,
estos trozos fueron colocados en los tubos por medio de pinzas esterilizadas.
Seguidamente se rotularon y se colocaron en refrigeradora. El agua estéril garantiza un
ambiente sin contaminacion para las cepas de los hongos, garantizando que el hongo
permanezca puro en un rango de 1 a 2 afos, lo cual permite el continuar la

investigacion para determinar la especie si fuese necesario.
6.6.2 Conservacion en medio Agar Papa Dextrosa (PDA)

De igual manera por cada una de las cepas se tomaron tres tubos, los cuales se
encontraban en condiciones de esterilidad, con la ayuda de un embudo de vidrio estéril,
se procediod a colocar 2 ml de medio PDA en cada uno de los tubos; se dejaron reposar
en inclinacion para que el medio cubriria la mayor parte del tubo. Posteriormente se
tomd un trozo no mayor a 2 milimetros de las cepas identificadas y con la ayuda de

pinzas desinfectadas se colocé en el interior de los tubos con medio. Seguidamente se
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rotularon y se colocaron en refrigeradora. La conservacion de las cepas en un medio de
crecimiento garantiza que las mismas puedan estar nutridas en un periodo de tiempo

maximo de 1 afio, transcurrido el tiempo es necesario renovar el medio para garantizar

la pureza de los hongos.

Figura 15: Cepas de Trichoderma y Fusarium conservadas en medio PDA y Agua

esteéril.
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7. CONCLUSIONES

Se determind la presencia del agente Fusarium en las muestras recolectadas en los

sitios de interés.

Se logré un diagndstico certero de los 2 géneros dispuestos para la investigacion y se
observo que la intensidad de fusarium supera a la de Trichoderma en funcion del

tiempo.

Se pudieron purificar y aislar las especies de Fusarium y Trichoderma, garantizando la

presencia de las mismas en las areas destinadas.

Se caracterizaron las cepas de Fusarium y Trichoderma microscopica Yy
macroscopicamente y se determind la media de crecimiento en centimetros por dia de

cada una de las muestras.

Se realizé la entrega de un cepario a los laboratorios de la Facultad de Ciencias

Ambientales y Agicolas, como base para futuras investigaciones.
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8. RECOMENDACIONES

En base al factor de crecimiento, donde Trichoderma se ve superado por Fusarium en
funcién del tiempo, se recomienda hacer la aplicacion de Trichoderma como medida

preventiva en campo de produccion previo al establecimiento de un cultivo.
Se recomienda en este estudio determinar las especies de las cepas aisladas.

Se recomienda hacer una evaluacion de patogenicidad/antagonismo de las cepas

identificadas de Trichoderma para constatar su uso efectivo en un control bioldgico.
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Cuadro 2: Cronograma de actividades.

10. ANEXOS

MESES

MES 1

MES 2

MES 3

SEMANAS

ACTIVIDADES

MUESTREO DE ESPECIES.

AISLAMIENTO DE LAS
MUESTRAS.

PURIFICACION.

CARACTERIZACION DE LOS
HONGOS.

REDACCION DE RESULTADOS.
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Figura 17: Muestras recolectadas del cultivo de arveja china.
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Figura 19
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Figura 20: Segundo lote muestreado para el cultivo de Arveja china.

Figura 21: Muestras del cultivo de tomate, necrosidad en los haces vasculares.
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Figura 22: Muestras de suelo.

Figura 23: Preparacion de medio de cultivo PDA.
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Figura 27: cepas de los géneros Trichoderma y Fusarium, idenificadas.
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Figura 28: Conservacion de cepa del género Trichoderma en agua estéril y medio PDA.
Localizacién: San Juan Comalapa.

Figura 29: Conservacion de cepa del género Fusarium en agua estéril y medio PDA.
Localizacién: San Juan Comalapa.
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Figura 30: Conservacion de cepa del género Fusarium en agua estéril y medio PDA.

Localizaciéon: Santa Cruz Balanya.

Figura 31: Conservaciéon de cepa del género Fusarium en agua estéril y medio PDA.

Localizacién: Patzicia.
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Figura 32: Entrega de cepario a los Laboratorios de la FCAA.
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