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1. INTRODUCCION

Los hongos fitopatdogenos son causantes de gravies @alos cultivos (Shet al.,
2020), mas de 10 000 especies de hongos son refpemsle una plétora de enfermedades
de plantas (Soodt al.,2020).Fusariumes uno de los grupos mas importantes de hongos
fitopatdbgenos conocidos en la agricultura, unawaa@bdn de la lista de enfermedades de los
cultivos agricolas y horticolas de la Sociedad Acaela de Fitopatologia encuentra que 83
de 108 especies de plantas tienen una 0 mas ewuf@iee dd-usariumque afectan a su
produccion (Summerell, 2019). Tradicionalmentep®mnejo se realiza mediante el uso de
agroquimicos con efectos biocidas (Vinchira-Vikkeya y Moreno-Sarmiento, 2019). Sin
embargo, se debe resaltar la resistencia que gerermastos compuestos (Carmona y
Sautua, 2017), al obligar a los patdégenos a smiitaciones genéticas que finalmente, se
atribuyen a la seleccion de biotipos resistentesd8t al.,2020). Ademas, su uso impacta
negativamente al ambiente y por ende a la capagidatiictiva del suelo. Adicional a ello,
la concientizacion y la preocupacion de los condoneis por los residuos de plaguicidas en
los productos alimenticios estd desafiando a laxlymtores de frutas y hortalizas a
minimizar los residuos de plaguicidas sin aumelasrriesgos de produccion (Rabode
al., 2006).

Desde esta perspectiva, la agroecologia permiemeet la problematica agricola en
términos holisticos (Gutiérrest al.,2008), la preocupacién central hoy es la sosteaditull
de la agricultura (Altieri y Nicholls, 2000). Par tanto, lo que se busca es la sustitucion de
practicas convencionales por alternativas sosemilGliessmaret al., 2007). De este
modo, la produccion serd menos perjudicial pa#iente, a la vez que se reduciran los
costos para los productores y los consumidores yAfmas et al, 2018). Dicha

sustitucion debe realizarse paulatinamente paenebun proceso de transicidon exitoso.

Con base en lo anterior, y en reemplazo del cogtrivhico de patdgenos, el control
biolégico ha sido una préactica novedosa empleada pa@antener la salud de un cultivo;
este puede ser realizado mediante la introducci@siva de antagonistas, razas no
patdbgenas u otros organismos benéficos (Saranddfiones, 2014). Un organismo
ampliamente utilizado es el hongidchodermaspp. cuya versatilidad, adaptabilidad y facil

manipulacioén ha permitido su uso (Fernandez-La26@]), este género ha demostrado su



capacidad antagonica contra hongos patégenos dersdév cultivos, como: tomate
(Lycopersicum esculentuMill), ante Phythium ultimurmy Phytopthora capsic{Uddin et
al., 2018), soyaGlycine max..) frente aFusariumsp.,Cercospora kikuchiy Phakopsora
pachyrhizi (Cruz-Triana et al., 2017), pepino Qucumis sativusL.) atacando a
Pseudoperonospora cubengilvarado-Aguayoet al., 2019) y tomate cherrySplanum

lycopersicuni.) versusFusarium oxysporurfiVargas-Inciarteet al.,2019).

No obstante, para incorporar productos bioldgiaoslemanejo de un cultivo, es
imprescindible conocer su sensibilidad a los agromos que se emplearan, con el fin de
conservar su capacidad controladora y establecgidasepara su uso eficiente (Guerrero y
Arias, 2012; Martineet al.,2013).

Por lo anterior, el objetivo del presente trabaje, fcomprobar la patogenicidad de
Fusarium solanien plantas de fresa. Determinar la resistencigodtlgeno y las cepas
antagonistas Trichoderma konigiopsis, T. asperellum, T. hamatynt. harzianum)a
fungicidas utilizados en el cultivo de fresadgaria x ananassa)Constatar la capacidad
antagonicdrente al patégené&usarium solanien presencia y ausencia de fungicidas para
determinar si el control biolégico y quimico puedsgr empleados en conjunto en el
proceso de transicion a un manejo del cultivo sinse de productos de sintesis quimica,

como una alternativa para minimizar el uso de estogpuestos.

2. MARCO DE REFERENCIA
2.1  Fresa Fragariax ananassa)
2.1.1 Generalidades

La fresa cultivada de mayor importancia correspaieragaria x ananassala cual
es resultado de una hibridacién accidental datrehiloensisy F. virginiana que surgio a
mediados del siglo XVII cuando se plantaron en ¢€ierplantas deF. chiloensis
procedentes de Chile juntoFa virginianade la costa este de Estados Unidos (Hanebck
al., 2008).

Categoria taxonomica (Integrated Taxonomic Inforomesystem [ITIS], 2021).
Reino:Plantae

Division: Tracheophyta



Subdivisién:Spermatophytina
Clase:Magnoliopsida
Orden:Rosales
Familia:Rosaceae
Génerofragaria L.

EspecieFragaria x ananass@weston) Duchesne ex Rozier

La planta es de tipo herbaceo, en tanto el sistedizgular es fasciculado y se
compone de raices y raicillas. Es pequefia, de mod®d0 cm de altura, con numerosas
hojas originadas en una corona o rizoma muy cau S encuentra a nivel del suelo y
constituye la base de crecimiento de la plantafloass son blancas, organizadas en cimas
y tienen caliz de 5 piezas hendidas, 5 pétalosnashidos y numerosos estambres y
pistilos. El fruto es resultado de la agregaciomdehos carpelos secos diminutos sobre un
receptaculo pulposo hipertrofiado; es rojo, tiemgnsabor dulce y presenta un aroma
caracteristico (SAGARPA, 2017).

Las altas temperaturas y los dias largos (mas ddédtas de luz) provocan
crecimiento vegetativo excesivo; las bajas tempeaaty dias cortos inducen la floracion.
La zona apta para produccién de frutas se ubica €800 y 2,000 msnm. Prefiere suelos
equilibrados, ricos en materia organica, airealli@s) drenados, pero con cierta capacidad
de retencion de agua (SAGARPA, 2017).

2.1.2 Importancia a nivel mundial y nacional

Los principales paises productores de fresa sonaChistados Unidos de América,
México, Turquia y Egipto, los cuales en conjuntortan mas del 70% del volumen total
de la produccién de fresa en el mundo, en tantplgagrincipales paises exportadores son
Espafia, Estados Unidos de América, México, PaisgsB Bélgica, destacando México

como tercer productor y exportador de fresa enuglda (Ramireet al.,2020).

En México hasta el afio 2019 la superficie sembyadasechada fue de 17,170.49
ha y 16,761.49 ha respectivamente, con una pragluate 95,707,117.02 t. Son 14 los

estados productores, entre los que destacan Jdlisccala y Michoacan, que en conjunto
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producen el 99.69% del total nacional, seguidosBma California y Guanajuato y con
una menor aportacion México, Aguascalientes, Badif@nia Sur, Zacatecas, Puebla,
Oaxaca, Morelos, Chihuahua y Veracruz (Serviciolmfermacion Agroalimentaria y

Pesquera [SIAP], 2021).

En el estado de Puebla la superficie sembrada gcbada fue de 20.87 ha y la
produccién ascendia a 351.52 t, que representdh@@)36% a nivel nacional, situandolo
en la undécima posicion (SIAP, 2021).

Es importante mencionar que las tasas de crecimipositivas y altas de la
producciéon y exportacion mundial de los principgbesses productores, reflejan que el
cultivo de fresa se encuentra en expansion y egetitmo (Bustamanteet al, 2020;
Gonzélezt al.,2019; Ramirezt al.,2020). Ademas, Sanchez-Gonezl. (2019) sefiala
gue México destaca en la exportacion de productosofnuticolas entre los que se
encuentra la fresa y, resalta que esta actividgdirsesiendo una fuente importante del
Producto Interno Bruto del sector agricola. De &hiimportancia de mantener la
produccién y calidad del producto.

El consumo de fresas ha atraido la atencién popsysedades bioldgicas, como
las actividades antioxidantes, cardioprotectora,ticamcerigena, antiinflamatoria,
antidiabética, antimetabolica, antiobesidad, newteptora y antimicrobiana, relacionadas
con los beneficios para la salud humana (Aé&iral., 2016), debido a que es una fuente
importante de vitaminas y minerales (Tabla 1) (USR@L5).

Tabla 1. Composicion nutricionale la fresaKragaria X ananassa

Contenido (Por 100 g de porcidn comestible)

Minerales Vitaminas

Agua 90.95g Calcio (Ca) 16 mg Vitamina C 58.8 mg
Energia 32 kcal Hierro (Fe) 0.41 mg Tiamina a.01y
Proteina 0.67g Magnesio (Mg) 13 mg Riboflavina 022.mg
Lipidos 0.30g Fosforo (P) 24 mg Niacina 0.386 mg
Ceniza 0.40g¢ Potasio (K) 153 mg Acido pantoténic 0.125 mg
Carbohidratos 7.684¢ Sodio (Na) 1mg Vitamin@é B- 0.047 mg
Fibra 2.00 ¢ Zinc (Zn) 0.14 mg Acido félico 24 ug
Azlcar (total) 4.89¢g Cobre (Cu) 0.048 mg Colina 7 By

Sacarosa 0.47¢ Manganeso (Mn) 0.386 mg aiB®t 0.2 mg

Glucosa 1.99¢ Selenio (Se) 0.4ug Vitamina A 1pg

Fructosa 24449 Beta caroteno 7ug



Contenido (Por 100 g de porcidn comestible)

Almidon 0.04¢g Vitamina A, 1U 121U
Luteina y zeaxantina 26 ug
Vitamina E @- 0.29 mg
tocoferol)
B-tocoferol 0.01 mg
A-tocoferol 0.08 mg
A-tocoferol 0.01 mg
a- tocotrienol 0.01 mg
Vitamina K 2.2ug

(filoquinona)

Considerando lo anterior, la fresa es una de lagebale mayor consumo tanto en
fresco como en sus formas procesadas (Giamgtaal., 2014) es materia prima popular
para la industria alimentaria, empleandose parprdéaluccion de mermeladas, jugos o
concentrados que posteriormente forman parte delepo de produccion de yogures,

gelatinas, batidos, helados, dulces o licores (Willger, 1999).

2.1.3 Patogenos del cultivo

Las enfermedades de la fresa afectan gravememngmdimiento agronémico de la
planta y provocan pérdidas econdmicas importankéism@jlessi et al., 2015). Por
consiguiente, uno de los principales retos en saello del cultivo comercial de fresa, e
incluso poscosecha de la fruta, es el manejo derreeflades fungicas, seguido por
problemas bacterianos, de nematodos y muy pocosiooeaos por virus, atacando a
diversas partes de la planta como raiz, hojag,ffldres y corona (Figura 1) (Cano, 2013;
Global Biotic Interactions [GloBi], 2021).



Figura 1. Patogenos dEragaria x ananassa.

Fuentehttps://www.globalbioticinteractions.org/es/browsen|?interactionType=pathogenOf&resultType=json&smT axon=fragaria

Son distintos, los hongos patégenos que puedewogap enfermedades, por
mencionar alguno<alonectria fragarig(Lopeset al, 2018),Pilidium concavunfLopeset
al., 2010), Botrytis cinerea(Kamaruzzamaret al., 2018), Colletotrichum acutatum, C.
gloeosporioidegEl Kaissoumiet al., 2018; Garrideet al, 2008),Rhizoctoniaspp. (Fanget
al., 2013),Pestalotiopsisp. (Morales-Morat al, 2019). Ademas, entre los patdgenos de
este cultivo, se encuentran aquellos que afectarraz y que finalmente, pueden llegar a
causar la muerte de la planta y, en consecuermididas en la produccion del fruto, entre

estos se encuentrasariumsp., causante del marchitamiento.

2.1.3.1 Marchitamiento porFusarium solani

Los sintomas del marchitamiento vascular se matéfieen las hojas de plantas
infectadas o en partes de las mismas, éstas pisudemgencia, se debilitan, adquieren una
tonalidad que va del verde claro al amarillo veododecaen, se marchitan, se tornan
amarillas y finalmente mueren. Las hojas marchpgasden estar extendidas o bien

enrollarse. Los retofios tiernos y jovenes tambi@énmarchitan y mueren. Los cortes
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transversales que se hacen en tallos y ramitastadies muestran varias zonas cafés
decoloradas dispuestas en forma de un anillo camplenterrumpido que consta de tejidos
vasculares decolorados. En los vasos xilémicosltiest raices y otros érganos infectados
puede haber micelio y esporas del hongo (Agrio20R0 Cuando se examinan los tejidos
internos de las coronas, los tejidos vasculareeriicales son de color marron oscuro a
marron anaranjado. Los tejidos internos de lasesafwincipales también pueden estar
descoloridos y ser de color marrén oscuro. El ssarbiental y otros factores pueden
hacer que la enfermedad se desarrolle con maymlerap gravedad. Estos factores pueden
ser los siguientes: condiciones meteorologicas eeds, en particular las altas
temperaturas, estrés hidrico por riego insuficiendaturacion prolongada en la zona de las
raices, malas condiciones del suelo, presion dgaplaomo los acaros (Koike y Gordon
2015).

2.1.3.1.1 Clasificacién taxonémica (EPPO, 2021a).
Reino: Fungi
Filo: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Nectriaceae

GénerofFusarium

El géneroFusariumes un grupo de hongos filamentosos ampliamentghbdiglos
en el suelo y las plantas. La taxonomia para &sterg es bastante compleja y ha sufrido
diversos cambios desde las primeras descripcioreehak por Link en 1803. Al
microscopio, la fidlide es generalmente fina, cormia de botella; simple o ramificada;
cortas o largas; monofialidica (que emergen esmi@as poro de la fidlide) o polifialidica
(de varios poros). Los macroconidios presentan dode media luna, hialinos y septados
(Tapia 'y Amaro, 2014).

Las especies deusariumson causantes de una gran cantidad de enfermeeiades
cultivos de todo el mundo y generan importantesligas economicas (Villa-Martinezt

al., 2015). El tipo de enfermedades inducidas es vaahdyual que su severidad y pueden



incluir pudriciones de raices o tallos, cancrosramigamientos, pudriciones de frutos o
semillas y enfermedades de las hojas (Leslie y Sanelir2006).

Este género afecta al cultivo de fresa, mostram@doamplia distribucion en zonas
productoras del territorio nacional. Mariscal-Amatal. (2017) aislaron de tejidos de raiz
y corona hongos del géneFasarium, Alternaria y RhizoctonigjendoFusariumel mas
frecuente, especificamente la espe€iesarium oxysporumEsta especie también fue
reportada por Juarez-Beceaial (2021) y Barcenas-Santaehal. (2019) en el estado de
Morelos como agente causal de enfermedad. En Rubldeales-Moraet al. (2020)
aislaron de la corona de plantas de fresa conmsasae marchitez Busariumsp. Por su
parte, Pastranat al. (2014) realizaron un primer reporte Be solanicomo causante de
enfermedad en plantas de fresa en Espafia, y reciente Villarinoet al. (2019) tanto en
viveros como en campos de produccion; tambiéndpertado por Mehmooet al. (2017)
en Pakistan, en Iran, Ayoubi y Soleimani (2016)a¢id Maniciet al. (2005); en México

existen pocos reportes de este patogeno (Cejasiairad.,2008).
2.1.3.1.2 Control del patégeno

2.1.3.1.2.1  Control quimico

El método tradicional de control contra los hongasdgenos son los plaguicidas
guimicos (Guet al.,2019), aun cuando estos agentes constituyen urp glesustancias
altamente téxicas cuya persistencia en el ambigmi#eva graves problemas ecoldgicos.
Esto ha supuesto un grave problema para el tratéonide muchas enfermedades,
ocasionando tanto el aumento de las dosis de fidagicempleadas como el uso de
compuestos menos especificos que afectan tamhbiém etros, a los microorganismos
beneficiosos para las plantas (p. ej., micorrigaspacterias). Por ello la tendencia actual
es la de reducir significativamente el uso de estwspuestos en la agricultura (Palés
al., 2008). Para el control de enfermedades de la ftasanedidas actuales de control
implican repetidas aplicaciones de fungicidas quedpn afectar la calidad del fruto y la
salud de los consumidores (Abountiodasl, 2018).

Si bien, en México no contamos con informacion sidxe al publico sobre el
nombre, tipo y cantidad de cada plaguicida autddzgue se aplica (Bejarano, 2017), de
acuerdo con Garciet al. (2018) se puede identificar a los fungicidas amiihgredientes
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activos Mancozeb, Benomilo, Clorotalonil y Captaimo los de mayor uso en el pais.
Cabe mencionar que los tres primeros se ubicamaddeta Lista de Plaguicidas Altamente
Peligrosos utilizados en México, ademas de enametrprohibido su uso en 1, 33 y 3
paises respectivamente, el Captan si bien no sgeeima en dicha lista, también se ha
prohibido su uso en 6 paises (Bejarano, 2017).

En los sistemas de produccion de fresa en losaipims de Zacatlan, Huejotzingo,
Cholula y Atlixco del estado de Puebla e Ixtenao,Téaxcala los plaguicidas empleados
con mayor frecuencia son los clasificados como poobable de presentar riesgo agudo en
uso normal, seguidos de los moderadamente pelgroSegun la clasificacion de
peligrosidad de la Organizacion Mundial de la Sallestacando que en los sistemas de
cultivo suelo bajo invernadero e hidroponico erermadero el porcentaje de utilizacion de
plaguicidas quimicos eran del 70 y 80% respectivémeMientras que en los sistemas
hidroponicos y suelo acolchado a campo abierto idisye hasta un 50 y 40%
respectivamente (Salazat al., 2017), lo que indica el uso aun elevado de estos

compuestos.

El impacto negativo que generan los fungicidasenbinsita al suelo y agua, este se
extiende hasta seres vivos como lombrices (Amess#, 2020), anfibios (Acquaroret
al., 2021) y seres humanos, por exposicion ocupdcionaroximidad a fumigaciones
agricolas (Richardsoet al., 2019; Taoet al., 2020) y el consumo de alimentos con
residuos de estos compuestos (Kwbal.,2021).

Cabe resaltar, que, en el cultivo, diversos autggpsrtan la presencia de residuos
de fungicida en el fruto, de acuerdo con BeniteazBt al. (2015) en fresgFragaria x
ananassage han encontrado residuos de plaguicidas ersigui® se encuentra el fungicida
Mancozeb con dosis de 28 mg kg?, cifra que supera por 2.3 veces los limites magimo
de residuos establecidos por la Union Europeagpdicesiduos son directamente ingeridos
por el consumidor del fruto. Asi mismo, Abountid al. (2018) registraron residuos de
Captan, Fludioxonil, Penthiopyrad, Cyprodimil emigdades de fresa “Festival’ y “Florida
Radiance” en sistemas de produccién convencionebry uso reducido de fungicidas,
encontrando que en este Ultimo sistema las camedae fungicidas registradas eran

menores. En todos los casos las dosis de estiifimnge encuentran dentro de los limites
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permitidos por la USEPA (United States EnvironmkRtatection Agency). Rabollet al
(2006) reportan también la presencia de residudsirgicidas empleados para el control
del Botrytis cinereasiendo estos: Pyrimethanil, Fenhexamid y Tolylfidacuyos residuos
no superaron los limites maximos de residuos esta@lls en Dinamarca. Montafio y
Guerrero (2001), reportan también residuos de Captan enruéd fcon un rango de
concentraciones de 0.46 a 2.8 mgkgalores que estuvieron por debajo de los limites
maximos de residuos en fresa segun Codex Alimastatia presencia de Clorotalonil
también fue reportada por Stensvand y Christian@900) en fresas cultivadas en

invernadero.

Otro aspecto para considerar, es la resistencigegueran los hongos patégenos a
estos compuestos quimicos (Muiébal., 2007). Cabello y Gonzalg4992) reportaron
gue los hongos en suelos pueden tolerar la aphicate fungicidas a dosis recomendadas
en condiciones de campo, observando que en loem#rl5 dias de aplicacion de los
fungicidas Benomil y Mancozeb individualmente y eonjunto afectaron a diversas
especies, no obstante, a los 30 dias lograronamizal el suelo. Asi mismo encontraron
gue las especigsspergillus foetidus, A. fumigatus y Trichodermaikgii eran tolerantes a
tratamientos con Benomil a diferencia despergillus flavus, A. foetidus, Fusarium

oxysporum, Gliocadium roseum y Rhizopus stoloniierlo eran a Mancozeb.

La resistencia a los fungicidas se ha relaciomadoa mutacion del gefitubuling
Liu et al. (2019) analizaron aislados d@mtrytis cinereaencontrando que el 74.4% eran
resistentes a los Benzimidazoles, los cuales taniaaciones en dicho gen, en los codones
198 (E198A, E198V, E198K ) y 200 (F200Y), siendoE498A el que tuvo una mayor
frecuencia con un 81.9%. Por otro lado Sawual. (2019) reportaron que los aislados de
Botrytis cinereacon resistencia a Carbendazim presentaban unaigrugagntual del gen
[tubulina en el codéon 198 (E198A), en contraste los redistera Procymidone
presentaban dos mutaciones puntuales del genhigtiiina quinasa en las posiciones 369
(Q369P) y 373 (N373S). Asi mismo, @ual (2019) aplicaron segmentos @i¢ubulina a
hongos patdgenos, encontrando que uno de los stmgnkms conferia sensibilidad al

Carbendazim. De igual forma para aislados Gle gloeosporioidesla resistencia a
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Benzimidazoles se asocio con una mutacion puntual eodén 198 y 200, ambos del gen
[-tubulina(Lin et al.,2016).

2.1.3.1.2.1.1 Captan

Ingrediente activo (i.a.): Captan GCELNO.S) que corresponde a una
Dicarboximida, es un miembro de los Isoindoles, aompuesto organoclorado, un
compuesto organosulfurado y un fungicida ftalim{fetional Center for Biotechnology
Information [NCBI], 2021b), fungicida de amplio espro y actividad multisitio, se
degrada a la sustancia reactiva tiofosgeno, tgxica las células fungicas, como resultado
de la hidrdlisis, asi como de la reaccion quimicgresencia de grupos tiol (Aree al.,
2010), que reduce la actividad enzimatica y resgiracelular, dificulta el crecimiento y
desarrollo miceliar e inhibe la germinacion de eap@Scarioet al.,2017). La persistencia
del tratamiento varia de 5 a 20 dias, que puedecirsé con lluvia continua (NCBI,
2021b).

Es utilizado para controlar enfermedades de cutifrutales, ornamentales y
horticolas, entre los que se encuentran: chichdmte, tomate, mango, manzano, vid,
zanahoria, etc. En fresa su uso estd recomendadceptatamiento de la mancha o peca
de la hoja ocasionada pltycosphaerella fragarig moho gris porBotrytis cinerea) Asi
mismo, dentro de campo de actividad también seesiu aFusariumsp. causante de la

fusariosis o pudricion radical (NCBI, 2021b).

2.1.3.1.2.1.2 Mancozeb

El ingrediente activo: MancozelC4HsN2S4Mn-CaHsN2S4Zn) (NCBI, 2021d) es un
ditiocarbamato, con actividad fungicida preventiu#e actla por contacto, su modo de
accion es multisitio, interfiere con los gruposflsidirilos de enzimas de los procesos
bioquimicos de las células fangicas (Yaatgal., 2019); el efecto sobre estos tiene como

resultado la inhibicion de la germinacion de esp¢@ullinoet al.,2010).

Se considera poco persistente en el suelo con laamvedia de 1 a 7 dias. Se
degrada de forma rapida y espontanea en etilemeio(ETU) en presencia de agua y

oxigeno, ésta puede persistir durante un periodoad®0 semanas (FAO, 2022).
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En fresa se recomienda su uso para el tratamienpeeca de la hoja ocasionada por
Mycosphaerella fragarig en su campo de accion también se encuentrangblrsarium
sp. causante de la fusariosis, pudricion radical y hitgz. Su uso en cultivos es amplio,
pudiéndose aplicar en frutas, frutos secos, vesdwyraplantas ornamentales, como:
algodonero, apio, cacahuate, avena, cebada, eypaate. contra diversos patdogenos de
dichos cultivos (NCBI, 2021d).

En el cultivo de fresa es utilizado en sistemaspdeduccion hidroponico en
invernadero y en suelos con acolchado plasticay@oaabierto de acuerdo con Salagtr
al. (2017).

2.1.3.1.2.1.3 Clorotalonil

Ingrediente activo: Clorotalonil GgClsN2) (NCBI, 2021c) es un aromatico
policlorado. Es un fungicida no sistémico, de ampspectro, causa el retraso en el
crecimiento del micelio y la inhibicion de la germacion de las esporas (United States
Environmental Protection Agency [US EPA], 1999).tbaicidad para las células fungicas
se debe a la unidn del Clorotalonil con los grupaéhidrilo de las proteinas celulares, su
modo de accion se ha atribuido a su capacidad yarae al glutation (GHS) celular,
también es capaz de unirse e inhibir la glicerdtiteBB-fosfato deshidrogenasa (GAPDH),
enzima necesaria para la glucdlisis. Se considaca persistente, variando de 6 a 43 dias.
(Briggset al.,2002; Cawet al.,2015).

Dentro de su amplio campo de actividad se encaerla Fusariosis, pudricion
radical y marchitez ocasionada geusariumsp., y su aplicacion esta recomendada para
diversos cultivos como son: apio, cacahuate, caibeebolla, ajo, etc. Salazat al.
(2017) reportan su uso en el cultivo de fresa esisgema de cultivo en suelo bajo

condiciones de invernadero.

2.1.3.1.2.1.4 Benomil

Ingrediente activo, benomilo (&11sN4Os), es un miembro de la clase de los
benzimidazoles. Es un fungicida foliar que se zdilpara controlar una amplia gama de
ascomicetos y hongos imperfectos causantes denedades en cultivos de campo,

hortalizas, plantas ornamentales, césped y arb@&esun potente inhibidor de la sintesis de
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ADN en los hongos. (NCBI, 2021a). Se consideranadtate persistente, su vida media es
de hasta 12 meses.

2.1.3.1.2.2  Control biologico

El control biologico se define como un método destige de enfermedades
utilizando enemigos naturales (Bareatal.,2018), es una forma importante de controlar las
enfermedades en plantas ocasionadas por hongogciasgente para patdgenos
transmitidos por el suelo (Nofat al.,2021).

En comparacion con los plaguicidas quimicos, etdmtrol es una mejor opcion
para un manejo sostenible, debido a que redudesgjor para la salud humana y ambiente
(Ab Rahmaret al.,2018).

2.1.3.1.2.2.1 Trichoderma spp.
2.1.3.1.2.2.1.1 Clasificacion taxonémica (EPPO, 2119).

Reino: Fungi
Filo: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia:Hypocreaceae
GéneroTrichoderma
Las especies d&richodermahan sido estudiadas durante mas de 70 afios como

antagonistas de hongos fitopatdgenos (Campampai., 2019), se caracterizan por ser
hongos sapréfitos, que sobreviven en suelos cemetifes cantidades de materia organica,
las cuales son capaces de descomponerla y en detda®m condiciones pueden ser
anaerobios facultativos, lo que les permite mosirex mayor plasticidad ecoldgica. Las
especies ddrichodermase encuentran presentes en todas las latitudede dees zonas
polares hasta las ecuatoriales. Esta distribuecidramplia y su plasticidad ecolégica estan
estrechamente relacionadas con la alta capacidaich&@ica que poseen para degradar
sustratos, un metabolismo versatil y una resiséeadnhibidores microbianos (Infané¢
al., 2009).
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La mayoria de las colonias deichodermaen su inicio tienen color blanco, que se
tornan a verde oscuro o amarillento, con esporiacdensa. El micelio es ralo en su
mayoria, y visto al microscopio es fino, los coéfdros son ramificados, parecen un arbol
pequefio. Los mismos se presentan como penachosctaups que forman anillos con un
sistema de ramas irregulares de manera piramidgabsBEerminan en fidlides donde se
forman las esporas asexuales o conidios, de graoriamcia para la identificacion
taxondmica a nivel de especies. Los conidios asedgas generaciones del hongo durante
gran parte del periodo vegetativo de las plantas.Haploides y su pared esta compuesta
por quitina y glucanos. Ademas de los conidiéfotas,conidios se pueden producir sobre

fidlides que emergen directamente del micelio (itdat al.,2009).

Trichodermaspp.,presenta diversos mecanismos de accion frenteatiigenos,
entre estos se encuentran: antibiosis, competelfp@ espacio y nutrientes),
micoparasitismo, desactivacion de enzimas de ldégpaos y otros. Ademas, se han
identificado nuevos mecanismos con los cudleshodermaejerce su accibn como
antagonista y colonizador de las raices, como gogleracion del desarrollo del sistema
radicular que posibilita la tolerancia al estrés parte de la planta, solubilizacion y
absorcion de nutrientes inorganicos, estimulaciéincdecimiento vegetal e induccion de

resistencia (Martineet al, 2013).

Se ha demostrado, ademas, Guehodermaspp. tiene actividad antagonica contra
aquellos patdégenos que presentan resistencia dcifiegy Yassinet al. (2021) en
condicionesin vitro mostraron la eficacia d€. harzianumy T. viride contraCurvularia
lunata, Fusarium chlamydosporum, F. incarnatum, proliferatum, Macrophomina
phaseolinay Exserohilum rostratunpatdégenos del sorgo, resaltando que estos ultimos

presentaron resistencia al fungicida Carbendazim.

La posibilidad de generar un efecto sinérgico araplicacion de fungicidas y
antagonistas biologicos, comaichodermaspp. también ha sido reportada por diversos
autores. En casos en los que el control biologmosp solo a veces no es suficiente para
erradicar o reducir los propagulos de los patogelogssmétodos de integracion entre los
agentes de control biolégico y los fungicidas padrger eficaces (Abd-El-Khaet al.,
2019).
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Terreroet al. (2018) reportan la compatibilidad de especie3mehodermacon los
fungicidas Azoxistrobina e Hidroxido de cobre, emcando que con el primero se tiene
mayor compatibilidad, alcanzando incluso un valiB88.6% corT. ovalisporummientras
gue con el segundo apenas se alcanza un 59.3%miko®s autores reportan que el 6xido
de cobre inhibe en un 100% el crecimiento de lpea@ss evaluadas. Asi mismo Ruano-
Rosa et al. (2018) emplearonTrichoderma spp. y el fungicida Fluazinam a bajas
concentraciones (0.01 y 0.05 md)Lpara el control d&R. necatrixencontrando que la
aplicacion de los tres aislados de forma individudiibieron significativamente el
crecimiento del patdgeno respecto al control, aderabh aplicarse en conjunto con el
fungicida, en el caso de la cepaldeatroviride(CH101), mostré mayor efectividad que los
tratamientos en los que se utilizaron de maneraithdhl, alcanzado un 36% de inhibicion;
la aplicacion del fungicidan vivo también mejoro el efecto individual del antaganisn
plantas de aguacate. Wagigal. (2005) registraron un mayor control de la pudrigi@raiz
ocasionada poFusariumsp. asi como la sobrevivencia de plantulas de ageacon la

combinacion ddrichodermay Fludioxonil.

Lorito et al. (1994) mostraron la sinergia entre la endoquitindsdrichoderma
harzianumen conjunto con fungicidas sintéticos comracinerea observando que el nivel
de sinergismo parece incrementar cuando se combixaras que tienen sitios de accion
primarios asociados a la membrana, en compara@dnaquellos con sitios de accién
multiples o citoplasméaticos. Abd-El-Khaet al. (2019) reportan que la incidencia de
damping-off y de la podredumbre de la raiz caugenldusarium solani y F. oxysporum
en frijol bajo condiciones de campo, disminuyeram ¢a combinacién de tiofanato de
metilo con Trichodermaspp. comparado con aplicaciones individuales deseltabe
resaltar qudrichodermatuvo un mejor desempefio que el fungicida en elrcbde ambas
enfermedades. Asi mismo, en conjunto mejorarorregdimiento e indujeron una mayor
produccién de enzimas de defensa en las plantesx{@asa, polifenoloxidasa y quitinasa)

comparado con su uso individual.

2.1.3.1.2.2.1.Zrichoderma spp. en el cultivo de fresa
Se ha demostrado la capacidad de biocontrol dersdisepatégenos usando

Trichodermaspp. en el cultivo de fresa (Tabla 2.).
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Tabla 2. Uso deTrichodermaspp. en el cultivo de fresa

Cepa Patogeno Efecto Autores
T. harzianum B. cinerea Disminucién de la Merchan-Gaitaret al.
T. lignorum incidencia y severidad deg2014).

la enfermedad y mejora en
la calidad de los frutos.

T. harzianum F. solani Trichoderma spp., Abd-El-Kareemet al.
T. viride R. solani redujeron (2019).

T. virinis Phytium sp.  significativamente el

T. koningii crecimiento del area de los

tres patogenos, redujeron
la incidencia y severidad
de la enfermedad,
incrementaron el peso
fresco y seco de las plantas
de fresa ademas de
incrementar la actividad de
enzimas peroxidasa Yy
quitinasa de las mismas.

En el cultivo de fresa, Lombarei al. (2020) demostro el efecto benéfico en del
acido harzianico, 6-pentiéi-pirona y la hidrofobina, metabolitos d&richoderma
harzianumy T. longibrachiatumrespectivamente sobre el crecimiento y rendimieigio

cultivo y en rasgos relacionados con la calidadrdéb.

Trichoderma harzianum, T. viride, T. koningii yiBmatumse encuentran entre las
especies mas destacadas de este género con dfentdgiosos en el control de hongos
fitopatdbgenos y las de mayor aplicacion en el deBarde la agricultura sostenible

(Campanionkt al.,2019).

3.  JUSTIFICACION

El hongo patdégend-usarium solanies causante de enfermedades en diversos
cultivos, entre, ellos, el de fresa, sin embargo¢cantrol se realiza principalmente con la
aplicacion de fungicidas sintéticos, los cualesdpueinducir la resistencia del patdégeno y
ademas causar un impacto negativo al ambientehDgua se busque controlar mediante
cepas ddrichodermaspp. con capacidad antagonista y que ademas pasesistencia a

fungicidas empleados en el control de enfermedddésultivo, lo que permitird su uso
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dentro de un programa integral de manejo de larreieigad en el cultivo, que permita la

transicion hacia la disminucion y/o eliminacion deb de fungicidas.

4.

4.1

OBJETIVOS

Objetivo general
Evaluar la capacidad de control biologico de auatepas delrichodermaspp.

contra el fitopatdgenbusarium solanresistentes a fungicidas vitro.

4.2

Objetivos particulares

Caracterizar a nivel molecular la cepardsarium solani.

Evaluar la patogenicidad deusarium solanien plantas de fresaFragaria x
ananassa).

Evaluar la resistencim vitro de Fusariumsolani a diferentes concentraciones de
fungicidas sintéticos.

Evaluar la resistencian vitro de Trichoderma konigiopsis, T. asperellum, T.
hamatum y T. harzianumdiferentes concentraciones de fungicidas sioigtic
Evaluar el antagonismo vitro de Trichoderma konigiopsis, T. asperellum, T.
hamatum y T. harzianugontraFusarium solani.

Evaluar el antagonismo vitro de Trichoderma konigiopsis, T. asperellum, T.
hamatum y T. harzianurontra Fusarium solania diferentes concentraciones de

fungicidas sintéticos.

HIPOTESIS
Las cepas dd@richodermaspp. presentaran resistencia a los fungicidas yagan

como antagonistas dreisarium solangijerciendo el control bioldégico del mismo.

6.

METODOLOGIA
El presente trabajo se desarrollé6 en el Laboratdfid Hongos Comestibles y

Patologia Vegetal, Ecocampus Valsequillo, de ladi®erita Universidad Autonoma de
Puebla, ubicado en el Edificio VAL 1, Km 1.7 Caergt a San Baltazar Tetela, San Pedro

Zacachimalpa, Puebla, Puebla.
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6.1 ldentificaciéon a nivel molecular dé=usarium solani.

Se extrajo ADN de conidios, conidiéforos y micetie los aislados obtenidos con
caracteristicas morfolégicas asociadds aolanj mediante el método CTAB 2% (Rivera-
Jiménezet al, 2018). Para la amplificacion se utilizé los altr@s de las regiones del
espaciador transcrito interno (ITS por sus siglagglés) con los iniciadores ITS5 e ITS4
(White et al, 1990) y confirmado mediante la secuenciacionrdeparte del gen del factor
de elongacion de traduccidn-1 alfa (Ek}-wtilizando los cebadores EF1 y EF2 (Villarino
et al, 2019). Los productos de PCR amplificados sdigaron mediante electroforesis en
un gel de agarosa al 1.5 % (Seakem, CA, USA). Rostente se purificaron y ligaron en
pGEM T-Easy Vector (Promega) y se enviaron paraesegacion directa desde ambas
direcciones a la compaifiia publica de biotecnolbgierogen ubicada en la ciudad de Sedl,
Corea del Sur. Las secuencias se ensamblaron gradititilizando SeqMan (DNAStar,
Madison, WI, EE. UU.) y se compararon con secuanegtablecidas en el GenBank ™

utilizando el algoritmo Blast.

Las alineaciones de secuencia ITS y kFflieron realizadas en el software
MEGAX (Kumar et al, 2018; Stecheet al.,2020) utilizando el Algoritmo CLUSTALW
(Thompsonet al, 1994) refinado con MUSCLE (Edgar, 2004) y edtadanualmente. La
historia evolutiva se infirid utilizando el métode maxima verosimilitud y el modelo de
Tamura-Nei (Tamura y Nei, 1993) generado a parer lds secuencias ITS-TEF
concatenadas, aplicando algoritmos Neighbour-Jd@ioiJ a una matriz de distancias por
pares estimadas utilizando el modelo Tamura-Beandalisis involucré 10 secuencias de
nucledtidos concatenadas (TabB y 4). Hubo un total de 2363 posiciones en ejwdn

de datos final por 1000 pseudorreplicados de daiotstrap de maxima verosimilitud.
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Tabla 3. Accesos ITS

Cepa No. Acceso Identidad (%) Pares de bases Pais
SVY-402-1 KJ437436 100.00 937 EU
GuangX17 KY785014 100.00 539 China

CB24 4 MN637861 100.00 531 China
MJ MH300474 100.00 1078 Espafna
MY MH300482 100.00 1078 Espafia
MS MH300452 100.00 1078 Espafia

MRC 2635 MH582403 100.00 999 India
MRC 2805 MH582404 100.00 999 India
NRRL 52778 JF740931 100.00 1004 Syria
Esm3 KJ936621 100.00 954 Colombia
Tabla 4. Accesos EF-d
Cepa No. Acceso Identidad (%) Pares de bases Pais

SVY-402-1 KM044428 100.00 630 EU

GuangX17 KY785024 99.85 725 China
CB24 4 MN650097 100.00 715 China

MJ MH300509 99.85 672 Espana
MY MH300517 99.85 672 Espafa
MS MH300523 99.85 672 Espafa

MRC 2635 MH582423 100.00 680 India

MRC 2805 MH582424 100.00 680 India

NRRL 52778 JF740846 100.00 1001 Syria

Esm3 JX465113 100.00 632 Colombia

6.2 Determinacion de la patogenicidad dé-usarium solani en plantas de fresa

(Fragaria x ananassa).
Para evaluar la patogenicidad se aplicaron losufzakis de Koch que establecen: 1.
El patégeno debe encontrase asociado con la erdathen todas las plantas enfermas que

se examinen, 2. El patdbgeno debe aislarse y ddasseoen un cultivo puro en medios
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nutritivos y se deben escribir sus caracteristiBag;l patdgeno que se desarrolle en un
cultivo puro debe ser inoculado en plantas sands deisma variedad o especie en que
aparecio la enfermedad y debe producir la mismarerdad en las plantas inoculadas y 4.
El patégeno debe aislarse una vez mas en un cytivo y sus caracteristicas deben

corresponder a las anotadas en el segundo puntm$Ag020).

Cincuenta plantas de fresa variedad “Camino Raalporcionadas por agricultores
locales fueron transplantadas en macetas de plad#id L, utilizando como sustrato una
mezcla de Peatmoss y Agrolita (1:1 v/v) previamesterilizada. Se realiz6 la inoculacién
de la cepa identificada como “MA-FC120” mediantepaasion directa con una
concentracion de 1x%0conidos mt (Morales-Mora et al., 2019). Las plantas se

mantuvieron en condiciones de invernadero (25°Q% de humedad relativa).

Se realiz6 el monitoreo diario de las plantas utextas, para el registro de sintomas
de la enfermedad. Posteriormente, la corona y gaite las plantas que presentaron
sintomas se cortaron en secciones de 1 x 1 cmilieételolas con hipoclorito de sodio al
1% por un periodo de 30 segundos, posteriormentengegaron tres veces con agua
estéril. Los fragmentos se colocaron en placasede €on medio PDA, incubandose en
condiciones de oscuridad por un periodo de 11 dhMiguel-Ferrer et al., 2021),
finalmente, se realizé la observacion del aislami@ara la identificacion de caracteristicas

morfoldgicas.

6.3  Evaluacion del porcentaje de inhibicion deFusarium solani a diferentes
concentraciones de fungicidas de sintesis quimica.
6.3.1 Procedencia de material biolégico
La cepa dd-usarium solaniMA-FC120) fue proporcionada por el laboratoriai20
de Hongos Comestibles y Patologia Vegetal de lee®énita Universidad Autbnoma de
Puebla, de plantas con sintomas asociados al génsesium aisladas de tejido vegetal
con pudrién en tallo y raiz de una parcela dewultdie fresa var. “Camino Real” durante la
produccién verafo-otofio 2020, ubicada en la conawhie Analco de Ponciano Arriaga

(Santa Cruz Analco), municipio de San Salvadoresllé, Estado de Puebla, México.
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Los fungicidas cuyos ingredientes activos corredpona Captan, Mancozeb,
Clorotalonil y Benomil fueron adquiridos a través dna comercializadora de insumos

agricolas ubicada en el municipio de Puebla, tedosresentacion de polvo humectable.

6.3.2 Evaluacion del porcentaje de inhibicion

La evaluacion del porcentaje de inhibicion de laosgicidas sobre la cepa de
Fusarium solanise realiz6 en tres concentraciones (Anexo 1), gontotal de 13
tratamientos, incluyendo el control (Tabla 5.).

Tabla 5. Identificacion de tratamientos éisarium solanen medio adicionado con

fungicidas.
Tratamientos Fungicida (i.a.) Concentracion (mg L)
TFO Agua destilada 0
TF1, TF2, TF3 Captan 450, 900, 1350
TF4, TF5, TF6 Mancozeb 600, 1200, 1800
TF7, TF8, TF9 Clorotalonil 450, 900, 1350
TF10, TF11, TF12 Benomil 250, 500, 750

Se prepar6 medio de cultivo a base de agar papgeedaxdisuelto en agua destilada,
esterilizado en autoclave a 121 °C a 15 Ib por itiutos, se dejo enfriar, posteriormente se
afladieron las soluciones del fungicida a las difteie concentraciones, para el control se
adicion6 agua estéril, el medio fue vertido en<&jatri de 90 x 15 mm, una vez gelificado
se colocaron discos de 0.5 cm de diametro del patdgusarium solani Se procedio a
incubar las placas a una temperatura de 28 °C emridad, durante 10 dias. Por cada
concentracion y el control se tuvieron tres repamties, en un disefio experimental

completamente al azar.

Se registro el diametro del crecimiento micelialacd2 horas con un Vernier digital
(CD-6 Mitutoyo), en dos direcciones, hasta queositrol cubrié el 100% de la caja Petri.
Para estimar la velocidad de crecimiento (ch), de empled la funciéon de crecimiento
lineal.

y=mx+Db
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Donde:

y = es la distancia

m = pendiente

X = es el tiempo

b = el factor constante.

Para calcular el porcentaje de inhibicion del ergento se aplicd la férmula de

Sundaret al.,1995.
p1=% 100
=——X

X
Donde:
P1 = Porcentaje de inhibicion
X=Diametro de la colonia en placa control
Y=Diametro de la colonia en placa tratada

La toxicidad de cada fungicida fue determinada losnporcentajes de inhibicion
obtenidos, para lo cual se utilizé la escala dsifitacion establecida por la Organizacion
Internacional de Lucha Bioldgica (OILB) (Castella®t al.,2015), indicada en la Tabla 6.

Tabla 6. Escala de clasificacion de toxicidad estableciddg®ILB.

Inhibicién del crecimiento (%) Clasificacion
<30 Inofensivo
30-75 Ligeramente toxico
75-90 Moderadamente toxico
>90 Toxico

El analisis estadistico se realizé con el softwBfd SPSS Statistics version 25,
con un disefo factorial completamente al azar.daies de porcentaje de inhibicion fueron
transformados aplicando la correccién un arco-amsergularvx+1 para normalizar los
datos, posteriormente se analizaron mediante urisianae varianza (ANOVA
MULTIVARIANTE) con el modelo cuadréatico de respue®n funcién del porcentaje de
inhibicién, tasa de desarrollo (mmbhy velocidad de crecimiento (mm djapara
determinar las diferencias estadisticas signifieatientre tratamientos, con el siguiente

modelo matematico:

Iy = p + ti + &
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Donde:

lyj= Valor de la variable de respuesta de la unidadeemental asociada arésimo
tratamiento, j-ésima repeticion;

u corresponde al promedio general de la variabkesiguesta en el experimento;
ti es el efecto del-ésimo tratamiento;

eij es el error de la unidad experimental asocianaaty-€simo tratamiento;
j-ésima repeticion;

yesigualal, 2,34...13;

jesigualal, 2, 3.

I: Variable bajo estudio (Porcentaje de inhibicion)

6.4  Evaluacién de la resistencian vitro a fungicidas de las cepas d&richoderma
spp.
6.4.1 Procedencia de material biologico y quimico
Las cepasTrichoderma konigiopsis, T. asperellum y T. hamatuieron
proporcionadas por la Dra. Petra Andrade Hoyosaddas de suelos con produccion de
aguacate Rersea americanay T. harzianumpor el Dr. Omar Romero Arenas del
Laboratorio 204 Hongos Comestibles y Patologia Y&gde la Benemérita Universidad
Auténoma de Puebla. Todas las cepas se encueetaargiadas y registradas en la base
de datos del National Center of Biological Inforroat(NCBI), cuyos identificadores se

indican en la Tabla 7.

Tabla 7. Identificacion de cepas deichodermaspp.

NUmero de acceso

Especies ddrichoderma Procedencia

(identificador)
T. konigiopsisT-K11 MK791648 Jalisco, México
T. asperellunT-AS1 MK778890 Hidalgo, México
T. hamatunT-A12 MK791650 Veracruz, México
T. harzianunTH-4 MK779064 Puebla, México
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Los fungicidas cuyos ingredientes activos corredpa a Captan, Mancozeb,

Clorotalonil y Benomil fueron adquiridos a través dna comercializadora de insumos

agricolas ubicada en el municipio de Puebla, tedosresentacion de polvo humectable.

6.4.2 Evaluacion de la resistencia derichoderma spp. a fungicidas
Para determinar la capacidad de resistencikridbodermaspp. a los fungicidas se

evaluaron dos variables, el porcentaje de inhihiciél crecimiento micelial y el porcentaje

de esporulacion. Se establecieron 52 tratamieiogwaatro repeticiones (Tabla 8).

Tabla 8. Identificacion de tratamientos deichodermaspp. en medio adicionado con

fungicidas.
. Fungicida Concentracion
Tratamientos (i.a) (mg L) Cepa
Ta0 Agua 0 T. asperellum
Tho Agua 0 T. hamatum
ThrO Agua 0 T. harzianum
TkO Agua 0 T. konigiopsis
Tal, Ta2, Ta3 Captan 450, 900, 1350
Ta4, Tab, Ta6 Mancozeb 600, 1200, 1800
. T. asperellum
Ta7, Ta8, Ta9 Clorotalonil 450, 900, 1350
Talo0, Tall, Tal2 Benomil 250, 500, 750
Thl, Th2, Th3 Captan 450, 900, 1350
Th4, Th5, Th6 Mancozeb 600, 1200, 1800
) T. hamatum
Th7, Th8, Th9 Clorotalonil 450, 900, 1350
Th10, Thll, Thl2 Benomil 250, 500, 750
Thrl, Thr2, Thr3 Captan 450, 900, 1350
Thr4, Thr5, Thré Mancozeb 600, 1200, 1800 _
_ T. harzianum
Thr7, Thr8, Thr9 Clorotalonil 450, 900, 1350
Thrl0, Thrll, Thr12 Benomil 250, 500, 750

El medio de cultivo utilizado fue agar papa-dexrassterilizado en autoclave a 121
°C a 15 Ib de presion durante 15 minutos, se ddfjdae y se afiadieron las soluciones de

cada uno de los fungicidas para obtener las coram@ones indicadas en la Tabla 8, para el
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tratamiento control se adiciond agua estéril. Pmstaente el medio fue vertido en cajas
Petri de 90 x 15 mm, una vez gelificado se colataiscos de 5 mm de diametro de cada
una de cepas deichodermaspp. de 5 dias de edad. Por cada concentracibconteol se

realizaron cuatro repeticiones. Las placas se mrouba una temperatura de 27 °C en

oscuridad.

Se regqistro el diametro del crecimiento micelialrdi, hasta que el control alcanzo a
cubrir el 100% de la caja de Petri. Para calcllgoecentaje de inhibicion del crecimiento

micelial se aplicé la formula planteada por Suretal. (1995).

De igual forma se determino la toxicidad en funa@nos porcentajes de inhibicidn
obtenidos, con base en la escala de clasificacfablecida por la OILB utilizada por
Castellanot al. (2015).

Para medir el efecto de cada uno de los fungigdase la capacidad de formacion
de esporas, se tomaron discos de 0.5 cm de caddeutss cepas provenientes de los
medios con fungicidas y control, se colocaron enl2de agua estéril con Tween 80 al
0.01%. Se preparé una suspension de esporas,divarsolucion a 10 ml de volumen
final con agua estéril, la solucion se coloco drosude ensayo de 160 x 20 mm. Cada tubo
se coloco en el agitador Vortex durante 30 segundas procedio al conteo de conidios
(conidios mLY) en la camara de Neubauer. Se calculé cuantosemi el porcentaje de
esporulacion para cada tratamiento de fungicideektion con el control (Castellanes
al., 2015).

Para conocer la compatibilidad de cada fungicidaestas cepas dérichoderma
spp., se aplico la siguiente formula (Castellagtasl., 2015):

= 20(CV)+80(ESP)
- 100

Donde:

T=Valor corregido para la clasificacion del product
CV=Porcentaje de crecimiento vegetativo del tra¢guta con relacion al testigo.
ESP=Porcentaje de esporulacion del tratamientoelanion al testigo.

27



Los valores de T se clasificaron segun la escaddblesida por Alvest al., 1998.

Tabla 9. Escala de toxicidad establecida por Ale¢sl.,1998.

0a30 Muy toxico

3la45 Toxico

46 a 60 Moderadamente toxico
>60 Compatible

El disefio del experimento fue completamente al aaarcuatro repeticiones. Los
datos fueron analizados mediante un analisis denze, normalizando previamente los

datos, y aplicando la prueba Tukey para la comparate medias 0.05).

6.5  Evaluacionin vitro del antagonismo ejercido por cepas dé&richoderma spp.,
frente al fitopatdgenoFusarium solani.

Para la evaluacion del antagonismo de las cepabrideodermaspp, frente a
Fusarium solanise evalué la competencia por nutrientes y espaeidiante la técnica de
cultivo dual (Guigon-Lépezt al, 2010). Para ello se prepar6 medio de cultivoapap
dextrosa-agar (PDA), se procedié a su esterilizaeid autoclave a 121 °C y 15 Ib de
presion, se vertid en cajas de Petri de 90 x 15 bma. vez gelificado se colocaron discos
de 5 mm del micelio del antagonista y del fitopattmen los extremos de la caja de Petri a
una distancia entre ellos de 6 cm, para el cosegadembro separadamente el fitopatogeno

sin el antagonista. Se efectuaron las medicionesr@&miento del micelio cada 8 horas.

Se calculo el porcentaje de inhibicion del crecimtoeradial (PICR) con la siguiente
formula (Ezziyyanket al, 2004):

(R1-R2)

PICR=
¢ R1

*100

Dénde:

R1: Diametro del patdgeno testigo
R2: Diametro del patdgeno en enfrentamiento

Finalmente, para determinar el grado de antagongamempled la Escala planteada
por Bellet al.(1982) y utilizada por Garrido y Vilela (2019) (Tal.0).
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Tabla 10.Grado de antagonismo, escala planteada poreBall (1982).

Grado Capacidad antagénica

1 Trichodermacoloniza el 100% de la superficie del medio y creoére el
fitopatégeno

2 Trichodermacoloniza dos terceras partes de la superficiengelio de cultivo y
limita el crecimiento del fitopatégeno.

3 Trichodermay el fitopatdbgeno colonizan cada uno la mitad @euperficie,
ningun hongo domina.

4 El fitopatégeno coloniza dos terceras partes dripgerficie del medio y limita
el crecimiento ddrichodermaspp.

5 El fitopatdgeno coloniza el 100% de la superficed thedio y crece sobre
Trichodermaspp.

Se desarroll6 el experimento con cuatro repetiGgpakandlisis estadistico de datos
se realizé aplicando un analisis de varianza, pregrmalizacion de datos y una prueba de

comparacion de medias Tukey(05).

6.6  Evaluacionin vitro del antagonismo ejercido por cepas d&richoderma spp.,
frente al fitopatdgenoFusarium solani en presencia de fungicidas.

Para evaluar la capacidad antagonica de las cepegctiodermaspp. en presencia
de fungicidas se utilizé medio de cultivo agar pdpatrosa adicionado con las soluciones
de fungicidas para alcanzar las concentracionasadds en la Tabla 5. Consecutivamente
se vertio el medio en cajas de Petri para su gatibn. Se tomaron discos de 5 mm de
Trichodermaspp. yFusarium solanicolocandolos frente a frente a una distancia de.6
Se realizaron cuatro replicas por cada tratamiento.

El céalculo del porcentaje de inhibicion del cre@nib radial (PICR) se calculd
utilizando la formula empleada por Ezziyyaial. (2004). Finalmente, para determinar el

grado de antagonismo se empled la Escala planpead2ell et al. (1982).

Se desarroll6 el experimento con un arreglo coraplehte al azar con cuatro
repeticiones, el analisis estadistico de datosyigreormalizacién de datos se realizd
mediante un andlisis de varianza y una prueba mg@a@cion de medias Tukey<(O05) y
la prueba T de student{p.05).
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7. RESULTADOS

7.1  Caracterizacion a nivel molecular dé-usarium solani.

La secuencia de regiones ITS amplificadas (551spdee bases) y confirmado
mediante el factor de elongacion E&-1686 pares de bases) aclar6 que la mayor
homogeneidad fue del 100% de identidad Eosolanipara la region ITS y una identidad
entre el 100 y 99.85% cdn solanipara el factor de elongacion Ek-Tabla 3 y 4), datos
obtenidos en la base de datos de nucleétidos G dd Centro Nacional de Informacion

Biotecnologica.

Secuencia ITS

CGTTTITCCCTITATACGTGGGTAAGGTCTGAGGTCGTACTAGTTTGGGTGTTTTACGGCATGG
CCGCGCCGCTCTCCAGTTGCGAGGTGTTAGCTACTACGCAATGGAAGCTGCGGCGGGACCG
CCACTGTATTTGAGGGACGGCGTGTGCCCACAGGGGGCTTCCGCCGATCCCCAACGCCAGG
CCCGGGGGCCTGAGGGTTGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGG
GCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTITATCGC
ATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAATTTA
TTTGCTTGTTTACTCAGAAAAACATTATAAAAACAGAGTTAGGGGTCCTCTGGCGGGGGCG
GCCCGTTGTTACAGGGCCGTCTGTTCCCGCCGAAGCAACGTTTTAGGTATGTTCACAGGGTT
GATGAGTTGTATAACTCGGTAATGATCCCTCCGCAGCCCCCCCCCCCCCAAGAGAAAGG

Secuencia EF-1

TTCCTCGGTAAGTCAAACCCTCATCGCGATCTGCTITATCTCGGGTCGTGGAACCCCGCCGGC
ATCTCGGGCGGGGTATTCATCATTCACTTCATGCTGACAATCATCTACAGACCGGTCACTTG
ATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACAAGCGAACCATCGAGAAGTTCGAGAAGGTTGGTGAC
ATCTCCCCCGATCGCGCCTTGCTATTCCACATCGAATTCCCCGTCGAATTCCCTCCCTCGCG
ATACGCTCTGCGCCCGCTTCTCCCGAGTCCCAAAATTTTTGCGGTCCGACCGTAATTTTITTIT
GGTGGGGCATTTACCCCGCCACTCGGGCGACGTTGGACAAAGCCCTGATCCCTGCACACAA
AAACACCAAATCCTCTTGGCGCGCATCATCACGTGGTTCACGACAGACGCTAACCGGTCCA
ACAATAGGAAGCCGCTGAGCTCGGTAAGGGTTCCTTCAAGTACGCCTGGGTCCTTGACAAG
CTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTC
CCCGCTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTGCTGTCACCTCTCTCACACATGTCTCACCACT
AACAATCAACAGACGCCCCCGGCCACCGTGACTTCATCAAGAACATGCGGGGGGGGTTTTT
CACACAAAA

En analisis filogenético por el método de maximaosenilitud basado en el
modelo Kimura-2 generado a partir de las secuen€iasEF-l concatenadas (Figura 2),

distinguiendo a la cepa MA-FC120 cofosarium solani.
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— Fusarium solani strain SVY 402-1 [EU]
Fusarium solani strain GuangX17 [China]
Fusarium solani strain CB24 4 [China]
Fusarium solani strain MJ [Spain]

100% | Fusarium solani strain MY [Spain]

Fusarium solani strain MS [Spain]
Fusarium solani strain MA-FC120 [Mexico]
Fusarium solani strain MRC 2635 [EU]

Fusarium solani strain MRC 2805 [EU]

Fusarium solani strain NRRL 52778 [EU]

Fusarium oxysporum strain Esm3 [Colombia]

0.020

Figura 2. Andlisis filogenético por el método de maxima &émalitud basado en el
modelo Kimura-2 generado a partir de las secuetitifF-1o concatenadas. Se utilizd
Fusarium oxysporuraomo grupo externo. Las cepas MA-FC120 obtenidastmnestudio
se muestran en azul.

Tanto las caracteristicas morfolégicas que cormedgo a las reportadas por Leslie
y Summerell (2006), Mehmoaet al (2017) y Si& et al (2018) de la cepa MA-FC120 y
los resultados de la identificacion molecular cos harcadores moleculares ITS y EE-1
mismos que fueron utilizados por Kettal (2020) para confirmar la identidad Eesolani
gue se asocid con la pudricién de la raiz de loia$ en la region del Mediterraneo

oriental de Turquia.

7.2  Determinacion de la patogenicidad dé-usarium solani en plantas de fresa
(Fragaria x ananassa).
Se comprobd la patogenicidad del aisldticsarium solani cumpliendo con los
postulados de Koch, la cepa produjo sintomas Spwe secadera, marchitamiento y

pudricion de raiz 20 dias posteriores a la inoadiacSe observdé marchitez ascendente,
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perdida de turgencia y marchitez vascular gena@dizocasionado finalmente la muerte de
toda la planta a los 45 dias después de la ina6ualtaen las plantas control no se observo
sintoma alguno. Los aislados provenientes de la yatorona, concordaron con las
caracteristicas morfologicas de la cepa inoculageroscopicamente, se observé micelio
aéreo abundante, de color blanco; en el reversia @éaca, la coloracién del medio de

cultivo se torndé violeta; a nivel microscépico,deservé la presencia de macroconidios y

microconidios (Figura 3).

Figura 3. Patogenicidad deusarium solani: aPlanta control, b. Planta inoculada,

c. Raiz, d. Crecimiento en placa, e. Macroconididgjcroconidos.

Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportad Villarino et al. (2019)
quienes constataron la patogenicidadFdesolani, que ocasiond sintomas visibles como
amarillamiento de las hojas adultas, marchitamigntouerte de las plantas, los mismos
sintomas en los test de patogenicidad fueron ragast por Hassan y Chafi2022). Asi
mismo de acuerdo con Robledo-Buritetdal (2017)F. solanise concentra en el area del

collar causando pudricidén y posteriormente la neudet la planta.
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7.3  Evaluacion del porcentaje de inhibicion deFusarium solani a diferentes
concentraciones de fungicidas de sintesis quimica.

Todos los tratamientos mostraron diferenciasdéstiaas significativas respecto al
control. Los tratamientos en los que se obtuvo wman porcentaje de inhibicion del
patégeno fueron aquellos en los que se emplea.eMiancozeb, la menor concentracion
alcanzé el 10.73% de inhibicion del patogeno, naosto diferencias estadisticas
significativas con los otros dos tratamientos (12A800 mg L) en los que se empleo este
i. a. los cuales obtuvieron un 33.68 y 35.46% daibinibn no habiendo diferencias

estadisticas significativas entre ellos.

En el caso del i.a. Captan, los porcentajes dbigifin se ubican dentro del rango
del 47 al 52%, es este caso, el tratamiento corcaneentracion de 450 mg'Lpresent6
diferencias estadisticas significativas con losotios tratamientos (900 y 1350 mg).L
por otro lado, entre estos dos no hubo difererestedisticas significativas. Respecto al i.a.
Clorotalonil, a la menor concentracion se obtuvo imébicion que no supero el 30%, en
contraste, a 900 y 1350 mg'lesta alcanzé valores que superaron el 60%, pegsinasi

diferencias estadisticas significativas entreifes tratamientos.

Finalmente, el fungicida Benomil destacO del rgsto inhibir en un 100% el

crecimiento dd-usarium solanen las tres concentraciones empleadas (Figura 4).
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Figura 4. Porcentaje de inhibicién del crecimiento micelRl)(deFusarium solanien

medio adicionado con fungicidas.
*Letras iguales no muestran diferencias estadfssmificativas, §0.05.
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7.3.1 Captan

La tasa de desarrollo y velocidad de crecimiensmdiuyeron al aumentar la
concentracion del fungicida, tras 10 dias de iremah no se presentaron diferencias
estadisticas significativas entre ellos, sin embasg la hubo respecto al control, el cual
obtuvo una velocidad de crecimiento de 6.7104 nman (liabla 11, Figura 5).

Tabla 11.Crecimiento micelial d€usarium solancon la aplicacién de Captan.

T . Tasa de desarrollo* Velocidad de crecimiento*
ratamiento 1 1
(mm h?) (mm dia™)
TEFO 0.28730.0082 6.7104:0.0888
TF1 0.1552-0.0008¢ 3.5296:0.0833
TE2 0.1426:0.0077¢ 3.24320.1408
TE3 0.136&0.0030° 3.1603:0.0806

*Medias con la misma letra no muestran diferenestadisticas significativas. Prueba de Tucke®,@b.

a b c d
Figura 5. Crecimiento micelial en medio adicionado con CagtaFusarium solania.
TFO, b.TF1, c. TF2, d. TF3.

En las concentraciones evaluadas y de acuerdtadescala de clasificacion de la
OILB, el fungicida Captan resultd ser Ligeramentéxi€o, al tener porcentajes de
inhibicion que van del 47.54 al 52.90% (Tabla 12).

Tabla 12. Toxicidad de Captan sobFaisarium solani.

Cepa 450 mg [* 900 mg L* 1350 mg L*

Fusarium solani  Ligeramente téxico Ligeramente téxico Ligeramenteco
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En condicionesin vitro Ayvar-Sernaet al (2021) observaron que, a una
concentracion de 0.044 g, este fungicida inhibiueri00% el crecimiento miceliar ée
solani agente causal de la pudricion de raiz en jitomdtentras que, Shaét al. (2018)
reportaron que con una concentracion de 389OL? inhibié el 75.90% del crecimiento
miceliar del patégeno. En ambos casos los resutdderon valores superiores a los
obtenidos.

7.3.2 Mancozeb

En los tratamientos en los que se utiliz6 Mancozab, tasas de desarrollo y
velocidad de crecimiento fueron superiores a lasrottas con el resto de los fungicidas, el
tratamiento con la concentracion de 600 migpermiti6 un mejor desarrollo del patégeno,
mostrando asi diferencias estadisticas signifiaatrespecto a las otras dos concentraciones
empleadas (Tabla 13, Figura 6).

Tabla 13.Crecimiento micelial d€usarium solanicon la aplicacién de Mancozeb.

T . Tasa de desarrollo* Velocidad de crecimiento*
ratamiento 1 1
(mm ht) (mm dia™)
TFO 0.28730.0082 6.7104:0.0888
TF4 0.2632:0.0076 5.99920.0847
TF5 0.16580.0114 4.45120.3004
TE6 0.16480.001F 4.337&0.023F

*Medias con la misma letra no muestran diferenesadisticas significativas. Prueba de Tuckes,@b.

Figura 6. Crecimiento micelial en medio adicionado con MamstndeFusarium solania.
TFO, b. TF4, c. TF5, d. TF6.
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Mancozeb, a la concentracion de 600 m§ kesulté ser inofensivo, al inhibir
unicamente en un 10.73% el crecimientoFdesolali, para el resto fue ligeramente téxico
con porcentajes del 33.68 y 35.46% (Tabla 14).

Tabla 14.Toxicidad de Mancozeb sobFeisarium solani.

Cepa 600 mg [* 1200 mg L* 1800 mg L*

Fusarium solani Inofensivo Ligeramente téxico Ligeramente toxico

Da Silvaet al.(2014) reportaron que Mancozeb inhibié en un 42eb%ecimiento
deF. solanien condicioneg vitro, por otro lado, Kumaet al (2020) registraron el 84.1%
de inhibicion del crecimiento miceliar de esta masespecie, quien era causante de la
pudricion de la raiz en papaya, ambos estudiosept@®n valores superiores a los
obtenidos en este trabajo. Sin embargo, estos eostenu con los reportados por Andrabi
al. (2011), quienes informan que este fungicida a wmaentracion de 500 ppm inhibié en
un 70.94% el crecimiento de solanicausante de la pudricion de raiz en garbanzo, siend
similar al resultado de este trabajo considerandos® ligeramente toxico en la escala de
clasificacion de la OILB.

7.3.3 Clorotalonil

En los tratamientos en los que se utilizé Cloratila las concentaciones de 900 y
1350 mg L el crecimiento micelial disminuyé significativamerabteniendo porcentajes
de inhibicibn que superaron el 60%, presentando Ipotanto tasas de desarrollo y
velocidad de crecimiento menores respecto al fnai@nto de menor concentracion (Tabla
15, Figura 7).

Tabla 15.Crecimiento micelial dEusarium solancon la aplicacion de Clorotalonil.

) Tasa de desarrollo* Velocidad de crecimiento*
Tratamiento

(mm h?) (mm dia?)
TFO 0.2873:0.0082 6.71040.0888
TF7 0.14270.0279° 4.7025:0.700G
TF8 0.09610.0223 2.43920.5936
TF9 0.0923:0.0244 1.630%0.5037F

*Medias con la misma letra no muestran diferenestadisticas significativas. Prueba de Tucke9,Qb.
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a b c d
Figura 7. Crecimiento micelial en medio adicionado con Clalanil deFusarium solani
a. Control, b. TF7, c. TF8, d. TF9.

Con porcentajes de inhibicién de 29.95, 63.48.y(0% la toxicidad de Clorotalonil
sobreF. solanise clasifica como inofensivo a la concentracioms@ mg ! (Tabla 16),
mientras que a las concentraciones mayores coremlfigente y moderadamente téxico

respectivamente.

Tabla 16.Toxicidad de Clorotalonil eRusarium solani.

Cepa 450 mg [ 900 mg L* 1350 mg L*

Fusarium solani  Inofensivo Ligeramente téxico Moderadamente toxico

Dwivedi y Singh (2015) empleando este pesticidaibieron en un 82.34% el
desarrollo dé-. solanipatégeno aislado de la raiz del cultivo de berenjealor similar al
obtenido en este trabajo, al catalogarse como raddaerente toxico de acuerdo a la
clasificacion de la OILB en la concentracion mas.aPor otro lado, Bhaliya y Jadeja
(2014) informaron que la podredumbre de la raizitentro causado pdF. solanifue
controlada por este fungicida en un 72.52%. Madtihsnet al (2010) paraF. solani
agente causante de la pudricion de raiz en nadalga, registraron un 62.82% de inibicion
de crecimiento miceliar, con una concentracion 80 ppm, valores similares a los
reportados en la presente investigacion, consideligdramente toxico en la escala de

clasificacion de la OILB para una concentraciordde mg L.

7.3.4 Benomil
El fungicida Benomil limitd por completo el creciemto de Fusarium solani
observandose que aun a la menor concentracion adaplé€250 mg 1) no hubo

crecimiento del micelio de este hongo tras 10 déamoculacion (Tabla 17, Figura 8).
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Tabla 17.Crecimiento micelial d€usarium solancon la aplicacion de Benomil.

) Tasa de desarrollo* Velocidad de crecimiento*
Tratamiento

(mm h?) (mm dia?)
TFO 0.28730.0082 6.7104-0.0888
TF10 0.0Gt0.0¢* 0.00:0.0¢¢
TF11 0.0Gt0.0¢¢ 0.0G6:0.0¢¢
TF12 0.0Gt0.0¢* 0.00:0.0¢¢

*Medias con la misma letra no muestran difereneiadisticas significativas. Prueba de Tucke,@b.

a b c d
Figura 8. Crecimiento micelial en medio adicionado con BehamFusarium solania.
Control, b. TF10, c. TF11, d. TF12.

El ingrediente activo Benomil, resultdé ser el deyamatoxicidad pard. solanial
clasificarse como Toéxico a las tres concentracioesuadas, siendo el Unico de los

fungicidas empleados en exhibir ese efecto entépgpao (Tabla 18).

Tabla 18. Toxicidad de Benomil sobfeusarium solani.

Cepa 250 mg [* 500 mg L* 750 mg L*

Fusarium solani Toéxico Toéxico Toéxico

Herreraet al.(2011) reportan que a dosis de 500 ppm de estécfdage obtuvo un
100.00% de efectividad inhibiendo completamentecretimiento deFusarium solani
Recientemente, Asadbolaed al. (2021) informaron los efectos de inhibicion en &%67
sobre el crecimiento micelial dee solani(IRAN 11C) con 0.1 g mt de este fungicida en
condicionesin vitro. Asi mismo, Kordaliet al. (2016) también obtuvieron el 100% de
inhibicionin vitro, con una concentracién de 1 mgfDorugadeet al.(2015) observaron

gue en condiciones vitro el fungicida a 100 ppm inhibi6é el 100% de crecimdemicelial

38



deF. solani(Fs-3), agente causante de la pudricién de rala batata de pata de elefante,
valores similares a los reportados en la presemesiigacion, considerado toxico en la
escala de clasificacién de la OILB para las traxentraciones utilizadas concordando asi

con los resultados obtenidos en los estudios meadas previamente.

El anélisis ANOVA MULTIVARIANTE para el modelo cuadtico de superficie de
respuesta, arrojo diferencias estadisticas altar&ghificativas (Tabla 19). El valor del
Modelo para F= 523.500 (Tratamientos), 0.310 (Tes®esarrollo) y 330.807 (Velocidad
de Crecimiento), que implica un modelo altamentmiBcativo para el porcentaje de
inhibicion del crecimiento micelial (Pl vitro. En comparacion con el control, todos los
tratamientos inhibireron el crecimiento del patagesin embargo, el fungicida Benomil,
fue el de mejor desempefio, al registrar el 100%ntiicion del patdgeno desde los
primeros dias de inoculacibn en las tres dosisuadals, presentando diferencias
estadisticas significativas respecto al resto siéungicidas.

Tabla 19. Modelo cuadratico de superficie de respuestalpardiferentes concentraciones

de fungicidas sobre la tasa de desarrollo, la ddocde crecimiento y el porcentaje de
inhibicion de crecimiento micelial (PI) de solani in vitro.

Ti .
Origen SFLOn:! SZ gl Med,la.l F p
cuadrados cuadrética
X=Tratamientos 523.560| 26 20.135 10.738 | 0.001
C'\é'r‘:ggi'go X2= Tasa de Desarrollo 310 | 26| 0012 | 202.898|0.001
X3= Velocidad de Crecimiento 330.807 26| 12.723 133.673|0.001
X1 782.759 1 782.759 417.4710.001
Interseccion Xz 0.621 1 0.621 10580.719.001
X3 477.343 1 477.343| 5015.038.001
X1 523.500 26 20.135 10.738 | 0.001
P1(%) X2 0.310 | 26| 0.012 202.8980.001
X3 330.807 26 12.723 133.673| 0.001
X1 22.500 12 1.875
Error X2 0.001 12| 5.874E-05
X3 1.142 12| 0.095
X1 1950.000| 39
Total X2 0.937 39
X3 782.328 | 39
Total X1 546.000 | 38
corregido Xs 0.311 38
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X3 | 331.949 | 38
a. R al cuadrado = 0.959 (R al cuadrado ajusta@i&70)
b. R al cuadrado = 0.998 (R al cuadrado ajustatl@93)
c¢. R al cuadrado = 0.997 (R al cuadrado ajusta@&89)

En general, las variaciones encontradas en laatadex deFusarium solania los
diferentes fungicidas concuerda con lo reportaddme et al. (2016) quienes encontraron
diferencias en el crecimiento del micelio de cap@Busariumsp. dependiendo del tipo de

fungicida, concentracion y tiempo de accion.

7.4 Evaluacion de la resistencian vitro a fungicidas de las cepas dérichoderma
spp.
7.4.1 Evaluacion del porcentaje de inhibicion, tagidad y compatibilidad.
7.4.1.1 Captan
El menor porcentaje de inhibicién se obtuvo cocdpa ddrichoderma asperellum
a la concentracion de 450 md hlcanzando un valor de 36.24%, este tratamiersepta
diferencias estadisticas significativas con aqeetioe obtuvieron un mayor valor que
corresponden &. hamatuma 1350 mg t con el 66.16% y T. konigiopsisa 450 mg t1
con 67.48%. En el resto de los tratamientos nodi@yencias estadisticas significativas
entre ellos, y, ademas, comparten grupo con loohtiezieron mayor y menor porcentaje
de inhibicion (Figura 9 y 10).

En el caso de los tratamientos en los que se enipieboderma hamatunel
porcentaje de inhibicion incrementé conforme ausmteatla concentracion del fungicida,

en el resto de los tratamientos no se observoshmcomportamiento.
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Figura 9. Porcentaje de inhibicién del crecimiento micelkl)(deTrichodermaspp. en

medio adicionado con Captan.
*Letras iguales no muestran diferencias estadsstigmificativas, g0.05.

Bhale y Rajkondg2015) reportan a concentraciones de 100 a|&ponL?* el
crecimiento radial d&richoderma harzianurdentro del rango de los 57 a 3 mm, mientras

que a 70Qug mL*el hongo no presentd crecimiento.

Maheshwaryet al. (2020), a concentraciones de 500, 1000, 1500 y 2000 de
Captan (50% WP) registraron para una cepdghoderma asperellunporcentajes de
inhibicion de 51.10, 75.92, 86.66 y 93.70% respeatiente.
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Figura 10. Crecimiento micelial en medio adicionado con @apteT. konigiopsisa. TkO,
b. Tk1, c. Tk2, d. Tk3T. asperellume. Ta0, f. Tal, g. Ta2, h. TaB; hamatumi. Tho, j.
Thl, k. Th2, I. Th3 yT. harzianumm. ThrQ, n. Thrl, o. Thr2, p. Thr3.

a
e

Los valores obtenidos para las tasas de desawnolelocidad de crecimiento se
conformaron tres grupos (Tabla 20), el grupo conmayor valor en ambas variables
corresponde a aquellos tratamientos en los queenadiiond fungicida, encontrando
diferencias estadisticas significativas con elor@ los tratamientos. El tratamiento Tal
fue el que obtuvo la mayor tasa de desarrollo yoréad de crecimientos dentro de los
tratamientos con el fungicida, mientras que el meomresponde a Tk1l, habiendo
diferencias estadisticas significativas entre glkis embargo, en ambos casos no hay

diferencias estadisticas significativas con elorést los tratamientos.
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Tabla 20.CrecimientoTrichodermaspp.con la aplicacion de Captan.

Tratamiento

Tasa de desarrollo*

(mm h?)

Velocidad de crecimiento*

(mm dia?)

Ta0 0.9772%0.0528 24.921@1.348F
Tal 0.6086:0.0604 15.87541.8419
Ta2 0.43520.0636° 11.598@1.7202°
Ta3 0.4991+0.0738" 13.20242.0175"
ThO 1.02220.0273 26.826@0.738F
Thl 0.52280.0153" 10.52282.3765"
Th2 0.457%0.0297° 11.27640.8496°
Th3 0.3496:0.0567° 8.57521.1896°
ThrO 0.975@:0.0000 25.200@0.027°F
Thrl 0.4797%0.0009° 12.324@0.1192°
Th2 0.4438-0.0036° 11.7408&0.0222"
Thr3 0.52970.008F° 13.767&0.1102°
TkO 1.02220.0273 26.550@0.6210
Tk1 0.3334:0.0893 8.28481.9268
Tk2 0.5735:0.051%° 14.43721.3988"
Tk3 0.41790.1093" 10.69922.8233"

* Medias con la misma letra no muesttdierencias estadisticas significativas. Prueb@wdkey, 0.05.

Todos los tratamientos establecidos, sin impdataoncentracién, se ubican como

Ligeramente toxicos de acuerdo con la Escala dsificikcion establecida por la

Organizacion Internacional de Lucha Bioldgica,radantrarse los porcentajes de inhibicién
dentro del rango del 30 al 75% (Tabla 21.)

Tabla 21.Toxicidad de Captan efrichodermaspp.

Cepa 450 mg [* 900 mg L* 1350 mg L
Tk Ligeramente téxico Ligeramente téxico Ligeramdnteco
Ta Ligeramente téxico Ligeramente téxico Ligeramentedo
Th Ligeramente téxico Ligeramente téxico Ligeramentedo
Thr Ligeramente téxico Ligeramente téxico Ligeramentedo
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En lo que respecta a la inhibicion del porcentageedporulacion, ésta aumento
conforme incrementd la concentracién del fungiothalos tratamientos en los que se
utilizaron las cepas derichoderma hamatum, T. konigiop$i§. harzianum mientras que
con T. asperellumse registrd6 una menor inhibicion a la méaxima cotregion utilizada
con un 34.65%, no encontrando diferencias estadsstignificativas con los tratamientos
en los que no se afadio fungicida y con Thl, Tkiérggs registraron valores de 14.41 y

21.16% respectivamente (Figura 11).

100
90

80
cd
70 1 bcd  cd bcd

g (o

bcd
60 bed bed

50 abcd abed | J I

—_

PIE (%)

1
40 T
abc
30 l l _
ab [
20 -+ J.
10 il
a a a a
0
9 Q o
& PSR Q& /\6*\’ /\\\0’ /\x\‘o’ RN M\

Tratamiento

Figura 11. Porcentaje de inhibicion de la esporulacion (PEEJdchodermaspp. en medio

adicionado con Captan.
*Letras iguales no muestran diferencias estadfssmificativas, 0.05.

Finalmente, al relacionar los valores del crecinuemicelial y la esporulacién de
cada una de las cepdsjchoderma konigiopsis, T. harzianwnrl. asperellunrexhibieron
compatibilidad, las dos primeras a la concentrad®d50 mg t! y la Gltima a 1350 mgL
(Tabla 22).
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Tabla 22.Compatibilidad d&richodermaspp. con el fungicida Captan.

Cepa 450 mg L! 900 mg L* 1350 mg L*
Tk Compatible Moderadamente téxico Moderadamente @dxic
Ta Moderadamente toxico Muy toxico Compatible
Th Compatible Moderadamente téxico Moderadamente @dxic
Thr Moderadamente toxico Moderadamente téxico Moderadéertoxico

7.4.1.2 Mancozeb

A la concentracion de 600 mgtlla cepa que obtuvo un mayor crecimiento micelial
fue Trichoderma konigiopsisLos resultados obtenidos pafa harzianuma 600 mgt!
concuerdan con lo reportado por Wedajo (2015), qoigtuvo con el fungida Sancozeb
(i.a. Mancozeb-80%) un didmetro de 30.0 mm, asinmiseporta un valor de 44.3 mm a la
misma concentracion para el fungicida Curzate (Maeb 64% + Cymoxanil 8%) donde el
crecimiento del micelio podria deberse a la contiimade los ingredientes activos que
contiene; a una concentracion de 1000 ppm regigilares de 19 y 23.3 mm
respectivamente, que es cercano al valor obter@d2d mm a una concentracion de 1200
mgL?, dicha autora reporta que conforme aumentabaraecdracion de los fungicidas
disminuia el porcentaje de compatibilidad de anfhagicidas conT. harzianummisma
situacion se observo con los resultados obtenidaste trabajo. Castellanesal. (2015)
manifiestan paraT. harzianum porcentajes de inhibicion de 36, 48 y 52% para
concentraciones de 500, 1000 y 2000 mgdue son menores a los obtenidos que superan
el 60% en las tres concentraciones evaluadas, naseqtie Bhale y Rajkond2015), para
T. harzianunregistraron diametros dentro del rango de 72 a B anconcentraciones de
1000 a 7000ug mL?, observando que al aumentar la concentracion, inigan el
crecimiento radial, finalmente a 800§ mL?, se inhibi6é en su totalidad el crecimiento del
hongo, ademés, en comparaciomrechoderma viride, T. koningii, T. pseudokoningit.

virens, T. harzianurpresentd una mayor resistencia al fungicida.

Garcia (2019) reportdé un valor de 72% de inhilvica las 120 horas para el
aislamiento deTrichodermaUSTA-Tri004, a una concentracién de 2.0 m§ Por otro
lado, a concentraciones de 100, 200 y 300 ppmasperellumexhibié 100% de
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compatiblidad con el fungicida Mancozeb (Manjunettal., 2017), mientras que Nandini
et al. (2018), a 0.05, 0.1 y 0.2% de este fungicida reggigh una inhibicion del 19.75,
55.55 y 83.33% respectivamente para la cepd.daride. Maheshwaryet al. (2020), a
concentraciones de 500, 1000, 1500 y 2000 ppm dediab (80% WP) registraron para
T. asperellunporcentajes de inhibicion del 0.0, 4.81, 10.74 3% respectivamente.

Soesantoet al. (2018) observaron que las colonias dechoderma spp. no
presentaron coloracion verde en los tratamientdeque se adicion6 Mancozeb, lo que
se relaciond con una baja produccion de conidsts, eespués de tres dias de incubacion,

la inhibicion del crecimiento se presentd en umgoatie 29.81 a 43.18%.
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Figura 12. Porcentaje de inhibicidn del crecimiento micelRl)(deTrichodermaspp. en

medio adicionado con Mancozeb.
*Letras iguales no muestran diferencias estadfssmificativas, §0.05.

La tasa de desarrollo y la velocidad de crecimiel@®richoderma asperellum, T.
hamatum y T. harzianumisminuyeron al aumentar la concentracion de Maglwokros
tratamientos Tk4, Tk5 y Tk6, en los que se utilizd konigiopsis no presentaron
diferencias estadisticas significativas respectocattrol respecto a la velocidad de

crecimiento diaria, destacando sobre el restosledpas (Tabla 23).
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Tabla 23. CrecimientoTrichodermaspp.con la aplicacion de Mancozeb.

Tratamiento

Tasa de desarrollo*

Velocidad de crecimiento*

(mm h?) (mm dia?)

Tao 1.0833:0.000G 27.252@:0.0901
Ta4 0.9236:0.0842 13.440@:6.789¢¢de
Ta5 0.000@0.000G 0.000a:0.000G
Ta6 0.000@:0.0000 0.000@0.000G
Tho 0.96730.0387 22.36980.1616f
Th4 0.44450.002&¢d 10.968@:0.462¢¢
Th5 0.4353-0.051 2¢d 10.40340.821215
Thé 0.36310.0080cd 8.94480.2008"
ThrO 0.947%0.0782 19.54620.258 Pef
Thrd 0.335%0.035(cd 7.75620.6082°
Thr5 0.29410.0134¢ 6.66480.3092°
Thré 0.2324:0.0102¢ 5.2623:0.2747°
TkO 0.88020.0677 18.792@0.602 Fdef
Tk4 0.543@0.0992 13.24381.661 P
Tk5 0.4316:0.0150< 11.0202:0.312%cd
Tk6 0.4772:0.01106¢ 11.898@0.2594cd

* Medias con la misma letra no muestran diferenegtadisticas significativas. Prueba de Tuckeg,@b.
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Figura 13. Crecimiento micelial en medio adicionado con MamtndeT. konigiopsisa.
TkO, b. Tk4, c. TK5, d. TK6T. asperellume. Ta0, f. Ta4, g. Ta5, h. Tab; hamatumi.
ThO, j. Th4, k. Th5, I. Th6T. harzianumm. ThrO, n. Thr4, o. Thr5, p. Thr6.

A las tres concentraciones empleadas Mancozehigesard ligeramente toxico para
T. konigiopsis, T. hamatusnT. harzianumgcon porcentajes dentro del rango de 14.74 al
71.4%, mientras que, pafa asperellunma 600 mg t* se clasific6 como inofensivo y como
toxico a 1200 y 1800 mgL(Tabla 24.). En el caso de harzianumconcuerda con lo
obtenido por Castellancst al. (2015) que a concentraciones dentro del rango @ea50
1800 mg L el mismo fungicida se clasifico como ligeramertteido. Garcia (2019) a la

concentracion de 2.0 mg!llo clasifica como ligeramente téxico.

48



Tabla 24.Toxicidad de Mancozeb éfrichodermaspp.

Cepa 600 mg L* 1200 mg L* 1800 mg L*
Tk Ligeramente téxico Ligeramente téxico Ligeramenteco
Ta Inofensivo Téxico Toxico
Th Ligeramente téxico Ligeramente téxico Ligerametado
Thr Ligeramente téxico Ligeramente téxico Ligeramengtado

En los tratamientos comrichoderma asperellum, T. hamatymT. konigiopsisel
porcentaje de esporulacion fue menor al aumentariaentracion. TA4, TH4, TK4 y TH5
fueron los que obtuvieron un menor porcentaje tdbicion, con valores de 40.4, 45.5,
62.3 y 66.7% respectivamente, no obstante, praselifierencias estadisticas significativas
con los tratamientos en los que no se afadio gidida. En el caso d&. harzianum
Castellanoset al. (2015) reportan un valor de 57.89% de inhibiciénlaleesporulacién
respecto al control a concentraciones de 500, 302000 mg LI, el cual se mantiene
constante, caso contrario a lo conseguido en ediajo, ya que en el caso de esta cepa la
concentracion se mantuvo variable (Figura 14). &too lado, Soesantet al. (2018)
registraron un 88.6% de inhibicion de la densidadcdnidios cuando se utilizd este
fungicida, siendo el pesticida que afect6 en maymdida en comparacion a otros

empleados en el mismo estudio.
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Figura 14. Porcentaje de inhibicién de la esporulacion (PEJdchodermaspp. en medio

adicionado con Mancozeb.
*Letras iguales no muestran diferencias estad#stmnificativas, §0.05.

En relacién a la compatibilidad de las cepas cdiurgjicida, el Unico tratamiento
en el que se observo compatibilidad fue en el guenspledTrichoderma asperellura la
concentracion de 600 mglL La concentracién con la que las cuatro cepasbitbin
menor compatibilidad fue de 1800 mg (Tabla 25). Castellanaat al.(2015) reporta para

T. harzianuma compatibilidad como Moderadamente toxica (T&aa

Tabla 25.Compatibilidad d&richodermaspp. con el fungicida Mancozeb.

Cepa 600 mg L! 1200 mg L* 1800 mg L*
Tk Toxico Muy toxico Muy toxico
Ta Compatible Muy toxico Muy toxico
Th Moderadamente compatible Toxico Muy téxico
Thr Muy toxico Muy toxico Muy toxico

7.4.1.3 Clorotalonil

La inhibicion del crecimiento del micelio de laspas deTrichodermaen la
mayoria de los tratamientos superé el 70% (Figia [B cepa menos afectada flie
harzianuma la concentraciéon de 900 mg,Lcon un 71.43% de inhibicién; en camfio
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hamatumno presentd crecimiento micelial en las tres comaeiones. Garcia (2019)
reporta el 88.1% de inhibicion pafaichodermaspp. aunque, a una concentracion de 1.0
mg L a las 120 horas de crecimiento. El comportamidefb. asperelluntoncuerda con
lo indicado por Widmer (2019) quien, reporta qupasedeT. asperellumpresentaron
comportamiento variable a concentraciones de 63; 1(@pm, al obtenerse que las cepas
06-287, 07-66 y 04-22, exhibieron mayor crecimieata concentracion de 62 ppm que a
10 ppm, en tanto que, el resto de las cepas auroensa crecimiento al disminuir la
concentracion; pard. kongiopsisobservo que al disminuir la concentracion aumeshtod
crecimiento de la cepa, a 62 y 10 ppm, no supe20%l de crecimiento respecto al control,
mientras que a 1 ppm se alcanzo el 80%. Entre,tiioganovt et al. (2015) encontraron
que concentraciones menores a 0.19 mg o afectaron el crecimiento de cepas de
Trichoderma,a diferencia de aquellas superiores a 0.75 mglak cuales inhibieron
significativamente el crecimiento de la mayoria lde aislados evaluados, asi mismo

destacan qué. harzianunT54 fue la méas sensible al Clorotalonil.

100 ab 2 a a a
90 be oy 7
80 c I
70 I
60
50
40
30
20
10
0

Pl (%)

A

O A ¥ O N N » O O > O O O & ©
PASEEPN P S o '\\2\ '\\2\ '\\2\ '\\2\ &\2\% Q?‘Q\ ,\‘2‘% ,\Qg\ '\\E '\% '\% '\\E

Tratamiento

Figura 15. Porcentaje de inhibicién del crecimiento micelRl)(deTrichodermaspp. en

medio adicionado con Clorotalonil.
*Letras iguales no muestran diferencias estadsstigmificativas, g0.05.
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La velocidad de crecimiento y tasa de desarrolimbtén disminuyeron en
comparacion con los tratamientos en los que nalisead el fungicida, en todos los casos

se presentaron diferencias estadisticas signifecstiespecto a las cepas control (Tabla 26).

Tabla 26.CrecimientoTrichodermaspp.con aplicacion de Clorotalonil.

Tasa de desarrollo* Velocidad de crecimiento*

Tratamiento

(mm h?) (mm dia?)
Tal 1.0694:0.0¢* 27.252@0.1560
Ta7 0.166720.00° 4.1496-0.050415
Ta8 0.0903:0.034F 2.250@:1.0500¢
Ta9 0.11110.0278¢ 3.0504:0.6504¢
ThO 1.06940.0C¢* 28.104@0.00°
Th7 0.00t0.00! 0.0G0.00¢
Th8 0.00t0.00 0.0G0.0¢
Th9 0.000.00! 0.0G+0.00¢
ThrO 1.0694:0.0¢* 28.104@0.00*
Thr7 0.00t0.00! 0.0G0.00¢
Thr8 0.3056:0.0556 7.2996:1.1002
Thro 0.16620.0556° 4.050@1.4508°
TkO 1.0694:0.0¢° 27.552@0.552@
Tk7 0.16620.0278¢ 4.200@:0.6000°
Tk8 0.2361#0.0417F° 5.9004:1.1004¢
Tk9 0.2222:0.0278¢ 5.7996:0.3996°

* Medias con la misma letra no muestidierencias estadisticas significativas. Prueb@udkey, £0.05.

Por los porcentajes de inhibicidn obtenidos y basaxh la Escala de clasificacion
establecida por la OILB, la toxicidad para las sefige distinta, resultando que para
Trichoderma konigiopsisel fungicida resultd ser moderadamente toxico en ttas
concentraciones mientras que parahamatumfue toxico en los tres casos (Tabla 27).
Garcia (2019) indica que este ingrediente activdasgfica como moderadamente toxico a

una concentracion de 1.0 mg k las 120 horas de crecimiento.

52



Tabla 27.Toxicidad de Clorotalonil efirichodermaspp.

Cepa 450 mg Lt 900 mg Lt 1350 mg L*
Tk Moderadamente toxico Moderadamente toxico Moderadéertoxico
Ta Moderadamente toxico Toxico Moderadamente toxico
Th Téxico Toxico Téxico
Thr Téxico Ligeramente toxico Moderadamente toxico

El porcentaje de esporulacion obtenido en loain&ntos, en todos los casos se vio

disminuido respecto al control, en el caso TdeEhoderma konigiopsigsta disminuyo

conforme

aumentd la concentracion de fungicida,ekbrcaso deT. asperellumy T.

harzianumno se observé el mismo comportamientohamatumfue la mas afectada al

haberse i
16).
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6. Porcentaje de inhibicién de esporulacion (PIEYdehodermaspp. en medio

adicionado con Clorotalonil.
*Letras iguales no muestran diferencias estadsstigmificativas, g0.05.

Tanto el crecimiento del micelio y el porcentaje esporulacion finalmente en

conjunto

dan como resultado gdeichoderma konigiopsiy T. harzianum,en medio
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adicionado con Clorotalonil a 600 y 1200 mg tespectivamente resultaron compatibles
(Tabla 28).

Tabla 28.Compatibilidad d&richodermaspp. con el fungicida Clorotalonil.

Cepa 600 mg L! 1200 mg L* 1800 mg L*

Tk Compatible Téxico Muy téxico

Ta Moderadamente toxico Téxico Téxico

Th Muy téxico Muy téxico Muy téxico

Thr Muy toxico Compatible Moderadamente toxico
7.4.1.4 Benomil

La inhibicién del crecimiento del micelio de todas cepas d&richodermaspp. a

las tres concentraciones evaluadas se presentd 0% (Figura 17 y Tabla 29) en

s,
%0

Figura 17. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelRll) deTrichodermaspp. en

medio adicionado con Benomil.
*Letras iguales no muestran diferencias estadfssigmificativas, §0.05.

consecuencia, no hubo esporulacién de ningunasd®fzs evaluadas.
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Tabla 29.CrecimientoTrichodermaspp.con aplicacion de Clorotalonil.

Tratamiento Tasa de de§arrollo* Velocidad de grgcimiento*
(mm h) (mm dia?)
Tao 1.0694:0.0¢ 27.252@0.1560®
Talo 0.00Qt0.00° 0.0at0.0¢
Tall 0.0Qt0.0¢° 0.0Gt0.0¢
Tal2 0.00Qt0.00° 0.0at0.0¢
ThO 1.0694:0.0¢ 28.104@0.00¢°
Th10 0.0Qt0.0¢° 0.0Gt0.0¢
Thil 0.000.00! 0.0at0.0¢¢
Th12 0.0Qt0.00 0.0at0.0¢
ThrO 1.0694:0.0¢ 28.104@0.0C¢¢
Thr10 0.0Qt0.0¢° 0.0Gt0.0¢
Thrll 0.0Qt0.00° 0.0at0.0¢
Thrl2 0.0Qt0.0¢° 0.0Gt0.0¢
TkO 1.0694:0.0¢ 27.552@0.55203°
Tk10 0.0Qt0.0¢° 0.0Gt0.0¢
Tk11l 0.0Qt0.00° 0.0at0.0¢
Tk12 0.0Qt0.00° 0.0Gt0.0¢

* Medias con la misma letra no muestran diferenegtadisticas significativas. Prueba de Tucke9,@b.

Dado que Benomil inhibié en un 100% el crecimiestgbmicelio de cada una de las
cepas evaluadas, esté fungicida se clasifica cammot a las tres concentraciones
utilizadas (Tabla 30).

Tabla 30.Toxicidad de Benomil efirichodermaspp.

Cepa 250 mg Lt 500 mg L* 750 mg Lt
Tk Toxico Toxico Toxico
Ta Toxico Toxico Toxico
Th Toxico Toxico Toxico
Thr Toxico Toxico Toxico
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Como consecuencia de la inhibicién del crecimiaieb micelio de las cepas de
Trichodermano hubo esporulacion, resultanto por lo tanto hbicion en un 100% de la

esporulacién (Figura 18) de todas las cepas d@ndagoncentraciones empleadas.

100
9
8
7
6
5
4
3
2
1

0

Ta0 Tal0 Tall Tal2ThO Tal0 Tall Tal2ThrO TalO Tall Tal2TkO Tal0 Tall Tal2

Tratamiento

PIE (%)
o o o o o o o o

o

Figura 18. Porcentaje de inhibicion de la esporulacion (PEJdchodermaspp. en medio

adicionado con Benomil.
*Letras iguales no muestran diferencias estadfssigmificativas, §0.05.

Es asi que, al no haber crecimiento micelial ygrate esporulacion de las cepas de
Trichodermase clasifica como muy toxico de acuerdo con ladssestablecida por Alves
et al.(1998),(Tabla 31).

Tabla 31.Compatibilidad ddrichodermaspp. con el fungicida Benomil.

Cepa 600 mg L! 1200 mg L* 1800 mg L*
Tk Muy toxico Muy toxico Muy toxico
Ta Muy téxico Muy téxico Muy téxico
Th Muy téxico Muy téxico Muy téxico
Thr Muy téxico Muy téxico Muy téxico

Khan y Shahzad (2007) reportaron que Benomil idhikel crecimiento de
Trichoderma harzianuntuando fue usado a 100, 1000 y 10000 ppm, y pérrsiti

crecimiento a concentraciones de 1 y 10 ppm, lo quecuerda con los resultados
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obtenidos en el presente trabajo, ademas, estai@spestrd mayor inhibicion comparada
con T. pseudokoningily T. longibrachiatum,las cuales mostraron crecimiento en las
concentraciones superiores a 100 ppm. Este gémemmbtrado resistencia a Benomil, por
ejemplo, Togashet al. (1998) reportaron la resistencia @eharzianunproveniente de una
sala de cultivo déentinula edodes;suya desinfeccion se realizaba con Benzimidazol, lo

gue sugiere como causa del desarrollo de tolerah&anomilo.

Maheshwaryet al. (2020), a concentraciones de 5, 25, 50 y 100 ppfumtgcidas
sistémicos (Metalaxyl, Azoxystrobin, Tebuconazoltopiconazole y Carbendazim)
registraron un 0% de inhibicién con el primerotamo que con los tres dltimos un 100%
para Trichoderma asperellumen cada una de las concentraciones, finalmente para

Azoxystrobin la inhibicion increment6 al aumentcbncentracion.

7.5  Evaluacionin vitro del antagonismo ejercido por cepas d&richoderma spp.,
frente al fitopatdgenoFusarium solani.

El antagonismo de las cepas di@chodermaejercido contraFusarium solani
mediante la evaluacion de la competencia por espgacutrientes nos indica que las cuatro
cepas empleadas inhibieron méas alla del 60% eincietto del patdgeno (Tabla 32J;
hamatunpresentd un mayor porcentaje de inhibicién alcat@ah 67.51% mientras que
harzianumfue la menor con un 64.70%, sin embargo, no hagreticias estadisticas
significativas entre las cuatro cepas empleadaguéonos indica que todas ellas son una
opcion viable para el control biolégico del patégen

Tabla 32.Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial
Trichodermaspp. vsFusarium solani.

Tratamiento PICR*

T. konigiopsis 66.21+ 1.73
T. asperellum 65.34+ 1.36
T. hamatum 67.51+ 0.49
T. harzianum 64.70+ 1.02

* Medias del porcentaje de inhibicién con la miskei@a no muestran diferencias estadisticas sigtifias. Prueba de
Tuckey, £0.05.
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Respecto al grado de antagonismo de acuerdo sciaEestablecida por Bett al.
(1982) todos los tratamientos se ubicaron en el Gradm 2a gueTrichodermacoloniza
dos terceras partes de la superficie del medio ulieve y limita el crecimiento del
fitopatégeno

En la Figura 19 se muestra el crecimiento a losdids de establecido el
experimento. A los 4 dias las cuatro cepa3righodermatuvieron contacto con la cepa
de Fusarium sp., finalmente, a los 11 dias todas las cepasg@mt&tas rodearon al

patdgeno.

Figura 19. Antagonismo ddrichodermasp. vs.Fusariumsp. a.T. konigiopsid. T.

asperellumg. T. hamatuny d. T. harzianum.

Abd-El-Kareem et al. (2019) reportan la reduccién del 92.1% del area de
crecimiento para. solani empleandoTrichoderma harzianumAndrade et al. (2019)
reportan un PICR de 92.68% pdraasperelluntontraF. oxysporunvalor que es mayor al
obtenido en este trabajo. Manjunathal. (2017) obtuvieron un 26.27% de PICR pé&ta
oxysporumf. sp. lycopersici,con T. asperelluma cual a los 6 dias parasito al patégeno.
Para el control d€. solaniPastranat al.(2016) obtuvieron un valor de PICR de 39% con
T. asperellumsin observarse sobrecrecimiento en el patdégenanasieal aplicar en
condiciones de invernadero y campo la cepa redujogacto de la pudricion de la raiz en

plantas de fresa causada por el patégeno.

El-Hassanet al. (2013) empleando drichoderma hamatunobtuvieron buenos
resultados en el control de& oxysporumsu capacidad antag6nica se mostrd al inhibir el
crecimiento del patdgeno mediante mecanismos débi@sis, micoparasitismo Yy

competencia por espacio y nutrientes. Magjaal. (2020) con cepas de asperellum, T.
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harzianum, T. hamatum, T. koningill'. virenspara el control d&. oxysporunt. sp.ciceri
obtuvieron porcentajes de inhibicion de 60.74, 84.@2.59, 77.40 y 7222 %
respectivamente; en el caso de la cépasperellunel resultado es similar al obtenido en
el presente trabajo, mientras qilie harzianumy T. hamatumexhibieron una mejor

capacidad antagOnica en comparacion a las cepdsaztap en el presente trabajo.

Bhale y Rajkond42015), encontraron que especiesTdiehodermainhibieron el
crecimiento micelial dé. oxysporuntf. sp. spinacag entre dichas especi@s harzianum
alcanzé un porcentaje del 66.6% de inhibicion @édgeno, en comparacion cénvirens,
T. pseudokoningy T. virideque inhibieron en un 70, 62.2 y 55.55% respectivaeme

Patil et al. (2015) empleando cepas deichoderma viride T. harzianum T.
psedokoningiy T. koningii,registraron porcentajes de inhibicion Bl@sarium oxysporum
f. sp.ciceridel 80.1% com. viride,seguido d&. koningii(64.0%),T. harzianum(62.4%),

en el caso de esta Ultima especie fue similarsaltado obtenido.

7.6 Evaluaciénin vitro del antagonismo ejercido por cepas dé&richoderma spp.,

frente al fitopatdgenoFusarium solani en presencia de fungicidas.
7.6.1 Captan

El tratamiento con el cual se obtuvo un mayor @ot@e de inhibicion del
crecimiento radial corresponde al DTAL, en el daakepa antagonista corresponde a
Trichoderma asperellurean medio adicionado con 450 md del fungicida, encontrando
diferencias estadisticas significativas respecteoatrol que alcanz6 un valor de 65.34%,
en cambio, no se observaron diferencias con entiahto control del. hamatumque
alcanzo un valor de 67.51%. Se observo distintopastamiento entre las cepas empleadas
como antagonistas; coh. konigiopsisy T. hamatumse alcanzé un mayor PICR a la
concentracion de 900 mgLmientras qud. asperelluntomo se menciond lineas arriba lo
hizo a 450 mg 1 y finalmenteT. harzianuma 1350 mg L, no obstante, no hay diferencias
estadisticas significativas entre ellas.

En los tratamientos cofirichoderma konigiopsisl PICR maximo fue de 67.37%
sin diferencias estadisticas significativas dedgbmismo grupo; los tratamientos cén

asperellumen medio adicionado con el fungicida superaronoaltrol con diferencias
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estadisticas significativas respecto a éste, siehslalor mas alto de 76.33%; hamatum

no present6 diferencias estadisticas significateragl mismo grupo con un valor maximo
de PICR de 71.11%. Finalmenie harzianumen los tratamientos DTHR1, DTHR2 y
DTH3 no presentaron diferencias estadisticas sigifa. Por el contrario, si las hubo
respecto a DTHO que destaco por ser el tratamioricel menor PICR. En el caso de los
tratamientos cof. harzianumel PICR aumenté conforme aumento la concentracein d
fungicida; aquellos cofi. konigiopsisy T. hamatunel PICR aumentd Unicamente en las
dos primeras concentraciones, a la concentracigromanmpleada el PICR disminuyo, por
ultimo T. asperelluma la concentracién de 450 mg!laument6 respecto al control,
teniendo un efecto sinérgico entre ambos controésdoNo obstante, disminuyo y
nuevamente aumento en las siguientes concentracempleadas (Tabla 33). Lo anterior

puede atribuirse a un fendmeno de hérmesis, enatlet efecto en bajas concentraciones

de un material toxico estimula al organismo obfe{iscuderet al.,2009).

Tabla 33.Porcentaje de inhibicion deichodermaspp. vsFusarium solanen medio

adicionado con Captan.

' Diametro (mm) Escala

Tratamiento Patégeno  Antagonista PICR* Bell

DTKO Contro 26.331.2¢ 56.51.04° 66.2H1.73" 2

T. konigiopsis DTK1 450 mg I 26.13:2.33° 57.131.98° 66.2%2.50° 2
: DTK2 900 mg LIt 25.25:1.38° 57.751.38° 67.37#1.30" 2
DTK3 1350 mg I'  27.25:2.260 55.52.40° 64.84:2.32 2

DTAO Contro 27.00:0.58 52.832.92 65.34:1.36" 2

T. asperellum DTA1 450 mg It 18.38 2.1 61.250.25° 76.332.32 2
: DTA2 900 mg L™ 21.00:1.06* 61.00:1.06% 72.84:1.08™ 2
DTA3 1350 mg I'  20.38:1.34° 60.88:0.31 73.681.34™ 2

DTHO Contro 25.330.33" 58.00:0.58" 67.51+0.4F" 2

T. hamatum DTH1 450 mg It 24.50:2.02* 58.631.97° 68.372.19* 2
: DTH2 900 mg I*  22.381.60° 60.5@1.34°> 71.1#1.63>* 2
DTH3 1350 mg I'  23.752.25° 58.63+2.13° 69.1%3.16° 2

DTHRC  Contro 27.50:0.29 55.830.44 64.7¢1.02 2

T harzianum DTHR1 450 mg It 21.50:0.20° 61.38:0.24° 72.150.32° 2
DTHR2 900 mgl' 19.63:0.85° 63.13:0.88 74.5&1.11° 2

DTHR3 1350 mg It 19.38:1.25° 59.88:2.31 74.82:2.00" 2

*Medias con la misma letra no muestran diferenegadisticas significativas. Prueba de Tuckey,G50.

Referente a la velocidad de crecimiento los tragats DTKO, DTAO, DTHO y

DTHRO en los que no se adicionaron fungicidas e&loin los mayores valores, resaltando

60



que Unicamentdrichoderma harzianuna las tres concentraciones del fungicida logro
desarrollarse sin presentar diferencias estadissigmificativas respecto a los tratamientos
control, situacion similar cof. asperellumal no haber diferencias en los tratamientos
DTAO, DTAL, DTA2 y ademas con DTKO (Tabla 34).

Tabla 34.Crecimiento ddrichodermaspp. yFusarium solanen Captan.

Patdgeno Antagonista

Tratamiento Tasa de VeIoc_:idgd de Tasa de Velogidgd de

desarrollo crecimiento desarrollo crecimiento

(mm/h) (mm/h) (mm/h) (mm/h)
DTKO 0.21850.0230Y  0.21730.0186  0.52430.023¢"  0.55260.0208'
DTK1 0.147@0.0217° 0.1519:0.0138°> 0.35720.0113°“® 0.366%0.0237
DTK2 0.1112:0.0060*°  0.111#0.006%  0.2912:0.0149°  0.29340.022%"
DTK3 0.1142:0.0097°°  0.16290.0464° 0.2612:0.016%9 0.258%0.0260
DTAO 0.21150.0056°  0.24130.0180  0.45990.028F"  0.489%0.0246°
DTAL 0.1037%0.0140 0.0993:0.0088  0.4416:0.0188°¢  0.398&0.019&°*
DTA2 0.1282:0.0072°*  0.10920.0022 0.4514-0.0258°9"  0.4045-0.0269
DTA3 0.1093:0.0054*  0.1008:0.0099  0.40230.021%%" 0.383@0.0273
DTHO 0.21250.0076  0.222@0.0229  0.5552:0.0328 0.582720.0239
DTH1 0.13070.018%3°* 0.13020.0127*  0.353%0.0084°°" (.35340.0134
DTH2 0.11070.0188 0.0984:0.0068  0.34380.0212°*  0.33650.0077*
DTH3 0.11410.0142°  0.104Q3:0.0108 0.327@0.0283*  0.31530.0179"
DTHRO 0.2344:0.0030 0.26230.0026  0.52950.0046" 0.56580.0045"
DTHR1 0.1422:0.0018>¢  0.13430.0152* 0.486Q3:0.0021°"  0.48120.0378°
DTHR2 0.0988:0.0069 0.111%#0.0122  0.393%0.0242°¢" (0.420@:0.0350%
DTHR3 0.11130.0064*  0.140@:0.0062*  0.431%0.0367%" 0.54730.0052

Medias con la misma letra no muestran diferencitedésticas significativas. Prueba de Tuckey, 0.0

Con el andlisis de datos mediante la T de stuget@5) (Figura 21), se determind
gue, en todos los tratamientos en los que se emg@aptan el PICR incremento, sin
embargo, conjuntamente con el uso ™easperellumy T. harzianumse registraron
diferencias significativas respecto al uso indialdde las cepas, superando el 70% de
inhibicion del patégeno, por otro lado, conhamatuny T. konigiopsisno se registraron
diferencias significativas; solamente en el trat@mo conT. konigiopsisy Captan a 1350
mg L' el PICR del patégeno disminuyd sin presentar eifeias significativas si lo

comparamos con el uso de la cepa sola.
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Figura 20. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radidCR) deFusarium solani
A: Control biolégico vs B: Control biol6gico + Cant quimico (Captan)

En la Figura 20, se muestran las cepa$raghodermaa los 11 dias de crecimiento

en medio adicionado con Captan a las concentraxideet50, 900 y 1350 mg'LEn la

Escala de Bell, el grado de antagonismo se ubia grado 2.
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Figura 21. Crecimiento de cepas deichodermaspp. en medio adicionado con Captan
450 mg L% a.T. konigiopsish. T. asperellumc T. hamatumd. T. harzianumCaptan 900
mg L% e. T. konigiopsisf. T. asperellumg. T. hamatumh. T. harzianumCaptan a 1350

mg L% i. T. konigiopsisj. T. asperellumk. T. hamatuml. T. harzianum.

Pelaez-Alvareet al.(2016) reportan que el uso de una dosis de 0.1 delLCaptan
en conjunto conTrichoderma asperellum(T8a) incrementaron la inhibicién d€.
gloeosporioidesgcomparado con su uso individual, alcanzando unembage de inhibicion

del 99% del patégeno.

7.6.2 Mancozeb

El mayor valor para el PICR en el medio adicionedie Mancozeb se obtuvo en el
tratamiento DTHR4, pero Unicamente presenta dit@asnestadisticas significativas con
DTK4, que obtuvo el menor valor con un 62.46%. &nttatamientos en los que se utilizo

la misma cepa dérichodermano hubo diferencias estadisticas significativaseegitos.
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En los tratamientos cofrichoderma konigiopsise obtuvo un mayor valor de PICR
en el tratamiento sin fungicida; en tratamientos Toasperellumel mejor se registré en
DTA4; conT. hamaturmfue DTH5 y paral. harzianunresulté ser DTHR5, a su vez, en

todos los casos no hubo diferencias estadistigadisativas entre grupos (Tabla 35).

Tabla 35.Porcentaje de inhibicion deichodermaspp. vsFusarium solanen medio

adicionado con Mancozeb.

. Didmetro (mm Escala
Tratamiento Patégeno ,(Anta)gonista PICR Bell
DTKO Control 26.331.20" 56.51.04° 66.2#1.73* 2
T. konigiopsis DTK4 600 mg !  29.00:0.58 41.536.64  62.46:0.15 2
DTK5 1200 mg ! 27.251.18% 55.381.38> 64.76:1.09> 2
DTK6 1800 mg ! 28.751.09 53.93:0.99> 62.810.82" 2
DTAO Control 27.060.58¢ 52.832.92* 65.34:1.36" 2
T. asperellum DTA4 600 mg ! 24.250.85° 59.251.03%  68.56:1.4C 1
DTA5 1200 mg [*  26.13:0.66° 57.0%0.58*° 66.16:0.9F>* 1
DTA6 1800 mg ' 24.750.75° 58.00£0.717°° 67.931.14>* 1
DTHO Control 25.33:0.33° 58.0%0.58*° 67.580.4F>* 2
T hamatum DTH# 600 mg ! 26.381.03° 58.251.36° 65.881.00> 2
DTH5 1200 mg ! 24.750.75° 58.040.71°° 67.96:0.85* 2
DTH6 1800 mg ! 26.5Gt0.96° 56.5(:0.96"° 65.720.82* 2
DTHRO  Control 27.53:0.2F° 55.830.44° 64.7¢1.02>* 2
T harzianum 2THR4 600 mg ' 23501.19¢ 41.5G7.79° 69.6%1.27 2
DTHR5 1200 mg [} 24.631.87 58.381.81° 68.211.80¢ 2
DTHR6 1800 mg L} 25.250.14 57.750.14" 67.280.60" 2

Medias con la misma letra no muestran diferenceedésticas significativas. Prueba de Tucke,.@5.

Los tratamientos en los que no se agrego fungexdiébieron una mayor velocidad
de crecimiento, destacando DTHO con una veloci@ad. 5827 mm ficompartiendo grupo
Unicamente con los tratamientos DTA4, DTAS y DTHR4bla 36).
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Tabla 36.Crecimiento ddrichodermaspp. yFusarium solanen Mancozeb.

Patégenac Antagonista
. Tasa de Velocidad de Tasa de Velocidad de
Tratamiento L. e
desarrollo crecimiento desarrollo crecimiento
(mm hh (mm hh (mm h) (mm h)
DTKO 0.21850.0230°  0.217%0.0186° 0.52430.023C 0.5526:0.0208"
DTK4 0.1664:0.0126°°  0.185@0.0119°¢ 0.25270.0499 0.349@0.0176°
DTK5 0.1446:0.0113°  0.16520.0138>¢ 0.326@0.0116*° 0.34020.0218°
DTK6 0.1484:0.0082°°  0.16020.0094* 0.306&0.0182°  0.314%0.0282
DTAO 0.21150.0056°  0.241@0.0180Y  0.45920.028F°  0.489%0.0246°
DTA4 0.1512:0.0077°°  0.17150.0088°“ 0.428%0.0295%  0.473%0.0340%"
DTA5 0.1626:0.0110° 0.16560.0056°¢ 0.3992:0.017F° 0.4324-0.021 0
DTA6 0.141%0.0092°  0.159@0.0094°¢ (0.37980.0126°°% (0.41180.011%3°*
DTHO 0.21250.0076°  0.222@0.0229° 0.5552:0.0328 0.58220.0239
DTH4 0.165%#0.015F°°  0.15720.0223° 0.40760.0094°% (0.4094:0.009%°cde
DTH5 0.141#0.0054°  0.13940.008F°  0.378&0.00503° (0.384%30.0177°%
DTH6 0.14790.0099*°  0.15430.0148> 0.35220.0038"“ 0.362@0.0123"°
DTHROQ 0.2344-0.0030 0.26230.0026 0.5295-0.0046 0.56580.0045"
DTHRA4 0.14690.0163°  0.15720.0212* 0.28720.0636*  0.46430.018%%'
DTHR5 0.1316:0.0179 0.135@0.0282 0.35120.0042°  (0.3834:0.0092°
DTHR6 0.1296:0.0132 0.13110.0095 0.3375:0.033%°  0.36220.0409"

Medias con la misma letra no muestran diferenatedésticas significativas. Prueba de Tucke(,. @5.

De la prueba T de student, obtenemos que, en dongiuso de Mancozeb cdn

hamatumincrementé el PICR del patégeno a la concentrad@éri200 mg t, a 600 y
1800 mg L el PICR disminuyd, en los tres casos sin diferenestadisticas significativas
respecto al uso individual del controlador biol@gi€onT. asperelluny T. harzianumel
PICR

Unicamente coil. harzianuma 600 y 1800 mg L En el caso d&. konigiopsil valor del

incrementd en los seis tratamientos, presdatadiferencias significativas

porcentaje de inhibicién del patdogeno disminuyé@aicionar este fungicida en las tres

concentraciones (Figura 22).

65



DTKO-DTK6

DTKO-DTK5

DTKO-DTK4

DTHRO-DTHR6

DTHRO-DTHR5

DTHRO-DTHR4

DTAO-DTA6

DTAO-DTAS

DTAO-DTA4

DTHO -DTH6

DTHO -DTH5

DTHO-DTH4

o
=
o
N
o
w
o
N
o
u
o
@
o
~
o

80 90 100

HPICR_B (%) mPICR_A (%)

Figura 22. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radidCR) deFusarium solani
A: Control biol6gico vs B: Control biolégico + Cant quimico(Mancozeb)

En el medio adicionado con Mancozeb, el grado daganismo alcanzado pdr.
asperelluma las concentraciones de 600, 1200 y 18§0* fue el grado 1, en tanto, que el

resto de las cepas solo alcanzo el grado 2 (FRfra
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Figura 23. Crecimiento de cepas deichodermaspp. en medio adicionado con Mancozeb
600 mg L% a.T. konigiopsish.T. asperellumc. T. hamatumd. T. harzianum;Mancozeb
1200 mg L e. T. konigiopsisf. T. asperellumg. T. hamatumh. T. harzianumMacozeb
1800 mg L% i. T. konigiopsisj. T. asperellumk. T. hamatuml. T. harzianum.

Gonzélezt al. (2020) reportan que el uso de la c@8paeeseiC2A en combinacion
con Mancozeb a una concentracion de 0.1 rhgnejoré la capacidad micoparasitica sobre
F. oxysporumaproximadamente por un 36% comparada con el dprditoacion que
concuerda con los resultados obtenidos con la deph asperellumen este trabajo al

poder sobrecrecer solfFeisarium solani.

7.6.3 Clorotalonil

Los tratamientos en los que no se adicion6 el flidgipresentaron un mayor PICR,
todas las cepas deichodermapresentaron valores menores de PICR respecto@swlc
en cambio,T. konigiopsisen los tratamientos DTK7 y DTK8 no presentaronrdifieias

estadisticas significativas cdn asperelluny T. harzianurren los tratamientos control. La
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cepa que mostré menor antagonismo Tudarzianumalcanzando un 29.71% de PICR y
grado de antagonismo 4 (Tabla 37).

Tabla 37.Porcentaje de inhibicion deichodermaspp. vsFusarium solanen medio

adicionado con Clorotalonil.

. Diametro (mm) Escala
Tratamiento Patégeno Antagonista PICR Bell

DTKO  Control 26.331.20" 56.5@:1.04° 66.211.73 2

T Konidionsi DTK7 450mgLl  34.8%1.90* 47.63177°¢ 54.911.96° 3
HOMGIOPSE b1 goomg ! 34.50:1.43¢ 4828161 5538126° 3
DTK9 1350 mg [ 39.08:2.35%° 44.0@2.35% 49.62224° 3

DTAO0  Control 27.06:0.58° 52.832.92°" 65.34:1.36" 2

T. asperellum DTA7 450 mg ' 50.7%1.599 31.060.89% 34.350.97* 4
DTA8 900mgl ~ 52.132.8F9 28.7%1.80° 3262294 4

DTA9 1350mgL 52.0@1.22% 27.1312F 32.700.68° 4

DTHO  Control 25.330.3F  58.0@0.58  67.510.49 2

T hamatum DTH7  450mgLl 39.0G:1.21% 4388120 4952122 3
DTH8 9oomgL  40.0G:2.20° 4288229 48.0%3.68 3

DTH9 1350mg L 39.881.59% 43.13159° 48.331.8¢* 3

DTHRO Control 27.5(60.29"™ 55.830.44% 64.7&1.02" 2

T.harzianum DTHR7 450mgl’ ~ 41.50:2.19% 41.0@2.56* 46.332.3¢* 3
DTHR8 900 mgL  54.250.14  257%0.14 29.7#11¢ 4

DTHR9 1350 mg T 52.38&1.13 27.080.46 3215183 4

Medias con la misma letra no muestran diferenctedésticas significativas. Prueba de Tuckey, px0.0

En todos los casos en los tratamientos control bseredé una mayor tasa de
desarrollo y velocidad de crecimiento del antaganisntretanto en los tratamientos con las
tres concentraciones de Clorotalonil el patégermobéX un mayor crecimiento, a excepcion
de DTK9, DTH7, DTH8, DTH9 y DTHR7. Respecto a ldootdad de crecimiento, los
tratamientos sin fungicida presentaron diferenestadisticas significativas respecto a los
tratamientos control, con valores menores; en DTXEK9, DTA8, DTH7, DTH8 y DTH9

la velocidad del antagonista fue mayor comparadadaTrichodermaspp. (Tabla 38).
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Tabla 38.Crecimiento ddrichodermaspp. yFusarium solanen Clorotalonil.

Patégenc Antagonista
Tratamiento Tasa de Veloc_:idgd de Tasa de Velogidgd de
desarrollo crecimiento desarrollo crecimiento
(mm h?) (mm hh (mm hh (mm h?)

DTKO 0.2185-0.0230 0.217%0.0186  0.52430.023G° 0.552&0.0207°
DTK7 0.0992:0.0073 0.10710.008% 0.141#0.0050 0.14930.0039

DTK8 0.08790.0067 0.08953-0.0090) 0.12810.0038  0.1309:0.0039¢
DTK9 0.0835:0.010% 0.08260.013%  0.09370.0015%"  0.09280.0025%
DTAO 0.2115-0.0056 0.2413:0.0186 0.459%0.0287 0.489%0.024%

DTA7 0.06490.0016& 0.05880.0034  0.0373:0.0016°%"  0.026&0.0007
DTAS8 0.06970.0027 0.00520.0028  0.03550.0038°"  0.0265-0.0033'
DTA9 0.0663:0.0028 0.0602:0.0022 0.03120.0019"  0.0274:0.0028'
DTHO 0.2125-0.0076 0.22230.0229 0.5552:0.0328 0.58270.02392
DTH7 0.082%0.0146 0.08730.0192  0.09850.0209%  0.0966:0.026F%
DTHS8 0.0903:0.0130 0.091@0.0146  0.1033:0.023%  0.106%0.0279¢
DTH9 0.0963:0.0033 0.1006:0.0057% 0.1056:0.0057  0.10790.0065¢
DTHRO 0.2344-0.0030 0.26230.0026 0.5295-:0.0046 0.56570.00442
DTHR? 0.0728:0.0067 0.07120.0098  0.07320.0107%" 0.06680.0140°
DTHRS8 0.06250.0002 0.05480.0020 0.02630.0002  0.01980.00003
DTHRS 0.0715:0.0042 0.06530.0059 0.03320.0022"  0.028%-0.0033'

Medias con la misma letra no muestran diferenctedésticas significativas. Prueba de Tuckey, px0.0

En los tratamientos en los que se adiciond Clarnial el PICR disminuyé y
presentd diferencias estadisticas significativapaeto al uso individual del controlador
biolégico de acuerdo con la T de student (p<0.@&hjdo principalmente al efecto negativo
gue tiene este fungicida sobre el crecimiento deéln de las cepas derichoderma los
tratamientos en los que se utilizéasperellunfueron los que presentaron menores PICR,

seqguidos d&. harzianum, T. hamatuynfinalmenteT. konigiopsigFigura 24).
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Figura 24. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radialqR) deFusarium solani
A: Control biolégico vs B: Control biolégico + Cant quimico(Clorotalonil)

En los tratamientos en los que se utilizé Cloratihlcel crecimiento micelial de
Fusarium solanifue mayor que las cepas deichoderma en el caso del grado de
antagonismo en todos los tratamientos cbn asperellumy T. harzianuma las
concentraciones de 900 y 1350 myfue el 4, en el resto de los tratamientos fugadq 3
(Figura 23).
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Figura 25. Crecimiento de cepas de&richoderma spp. en medio adicionado con
Clorotalonil 450mg L% a. T. konigiopsis, b. T. asperellynt. T. hamatum d. T.
harzianum;Clorotalonil 900 mg L e. T. konigiopsisf. T. asperellumg. T. hamatumh.T.
harzianum;Macozeb 1350 mg t i. T. konigiopsisj. T. asperellumk. T. hamatuml. T.

harzianum.

En medio de cultivo adicionado con fungicidas rafamiento que obtuvo el mayor
porcentaje de inhibicion del crecimiento radial patégeno fue el DTAL con un 76.33%,
mismo que no tuvo diferencias estadisticas sigtifias con los tratamientos DTK2,
DTA2, DTA3, DTA4, DTA6, DTH1, DTH2, DTH3, DTH5, DTR1, DTHR2, DTHRS,
DTHR4 y DTHRS5, en la mayoria de estos tratamiestdsingicida empleado fue Captan.
En los tratamientos en los que se obtuvo un meaareptaje de inhibicion se utilizé el

fungicida Clorotalonil con valores que van del 32al 55.38%.
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8. CONCLUSIONES

Se identific6 a la cepa MA-FC120 conta solani, asociada con la secadera,
marchitamiento y pudricion de la raiz del cultive fdesa var. “Camino Real”, ubicado en
la zona rural de Santa Cruz Analco, del municipgoShn Salvador el Verde, estado de

Puebla, México.

ParaF. solani,los fungicidas Mancozeb y Clorotalonil mostraron isefensivos a
las concentraciones de 600 y 450 my A la concentracion de 1350 mg ,LClorotalonil
resulté ser moderadamente toéxico, mientras quelan@ L, fue ligeramente téxico. El
fungicida Captan a las tres dosis empleadas fueraligente tdxico. Finalmente, el
fungicida Benomil resulto ser el de mayor efectddl inhibir en un 100% al patégeno a

las tres concentraciones evaluadas.

Las cepas dd@richodermaspp., mostraron resistencia a los fungicidas Captan
Mancozeb a las concentraciones empleadas, porel@ueden considerarse para utilizarse

en el manejo integrado de enfermedades del cudivivesa.

La resistencia que se observo en las especiésad®dermafue dependiente de la
concentracion y del aislado en si, confirmando @sé adn especies del mismo género

exhiben comportamiento distinto a un mismo fungicid

Las cuatro cepas dérichodermaevaluadas, mostraron un mayor porcentaje de
inhibicion del fitopatégeno, al obtenido con losidicidas Captan y Mancozeb, en tanto
gue fue menor en comparacion con Clorotalonil y deilo, siendo este ultimo el de
mayor efecto, pese a esto, no se debe dejar deeladgacto negativo al ambiente que

provocan estos fungicidas.

En conjunto el fungicida Captan y las cepischoderma asperelluny T.
harzianummostraron un efecto sinérgico al aumentar el P¢GR diferencias estadisticas
significativas respecto al tratamiento en el qu&amente se emplearon las cepas o el

fungicida individualmente.

El efecto del fungicida Mancozeb y las cepas Tdehoderma en conjunto,
incrementaron el valor de PICR, destaca la demsperellunia cual, en sinergia con este

fungicida, mejord su capacidad antagonica al podenizar al patdégeno.
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El uso de cepas dEichodermaen conjunto con el fungicida Clorotalonil, mostro
un efecto adverso en los valores de PICR, mostrgodael control del patdgeno es mejor
con la aplicaciéon individual de ambos controladpops otra parte, se debe destacar el

impacto ambiental adverso que tiene el compuestigo.

9. RECOMENDACIONES

Se recomienda el uso de las cepaddehodermaspp. empleadas en el presente

trabajo para el control biolégico #eisarium solanen el cultivo de fresa.

Continuar con la aplicacion de aquellos tratamigerton los que se obtuvieron
mejores resultados en condiciones de invernaddecampo, lo que permitira se confirme

la efectividad de los mismos.

Encontrar otras opciones para la sustitucion deo@nil, en el manejo integrado
del cultivo de fresa, debido a que su uso, favomtenayor medida el crecimiento de
Fusarium solanial tiempo que limita el crecimiento del antagamist en su defecto evaluar

la inhibicién a menores dosis, para determinaa®dffece el crecimiento del antagonista.
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Anexo 1. Concentraciones empleadas y equivalencias.

Fungicida Unidades

(Ingﬁitilllg)nte mgL? mgmL? gmL! mgmL! glL? ppm %
450 450 0.00045 0.45 0.45 450 0.045

Captan 900 900 0.0009 0.90 0.90 900 0.09
1350 1350 0.00135 1.35 1.35 1350 0.135
600 600 0.0006 0.60 0.60 600 0.06

Mancozeb 1200 1200 0.0012 1.20 1.20 1200 0.12
1800 1800 0.0018 1.80 1.80 1800 0.18
450 450 0.00045 0.45 0.45 450 0.045

Clorotalonil 900 900 0.0009 0.90 0.90 900 0.09
1350 1350 0.00135 1.35 1.35 1350 0.135
250 250 0.00025 0.25 0.25 250 0.025

Benomil 500 500 0.0005 0.50 0.50 500 0.05
750 750 0.00075 0.75 0.75 750 0.075
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