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Resumen

Cultivos de maracuya de la region Caribe colombiana presentan problemas de marchitez y el hongo Fusa-
rium solani (Mart.) Sacc., esta asociado a esta patologfa. Plantas de maracuya de la Estacion Experimental
(E.E Caribia de Corpoica) poseen este problema y por tal razén se determiné el antagonismo 7 vitro de
aislamientos de Trichoderma hargianum Rifai, frente a F solani, aislado de plantas enfermas de maracuya (Pas-
siflora edulis). Utilizando la técnica de cultivo dual en platos Petri con Agar Sabouraud, se evaluaron com-
petencia por nutrientes y espacio, micoparasitismo y porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR),
empleando un disefio estadistico factorial 2x6x1 con arreglo completamente aleatorio. Se obtuvieron tres
aislamientos nativos de T. hargianum (TCN-009, TCN-010, TCN-014) de suelo de Palma de Aceite (Elaeis
guineensis) de la E.E Caribia, y se compararon con tres aislamientos comerciales (TCC-001, TCC-005, TCC-
006). TCC-001 y TCN-014, reportaron ser mas competentes por nutrientes y espacio, con el mayor radio
de crecimiento de 7,50 y 7,32 cm el dia 10, comparado a FSM-011 en el cual solo fue de 2,30 cm. Aunque,
TCN-014 mostré micoparasitismo grado 4 con ambos aislamientos de F. solani y TCC-005 tnicamente con
FSM-012, el cual fue mas susceptible a ser micoparasitado. En cuanto al PICR, los tratamientos con mejores
porcentajes de inhibicién fueron TA-9, TA-12 y TA-6 con valores de 70,56, 68,52 y 65,32% respectivamente.
El aislamiento del patégeno mayormente inhibido fue FSM-011. Todos estos resultados demuestran que
hubo antagonismo 7 vitro al utilizar los aislamientos nativos y comerciales de T. hargianum sobre F. solani.

Palabras clave: Passiflora, competencia, micoparasitismo, inhibicién, antagonismo.
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Abstract

Passion fruit growing in the Colombian Caribbean region faces problems regarding withering; the Fusa-
rinm solani (Mart.) Sacc. fungus is associated with this pathology. Passion fruit plants at Corpoica’s Cari-
bia experimental station presented this problem; it was thus decided to determine the 7z vitro antagonism
of Trichoderma harzgianum Rifai isolates compared to F. solani isolated from diseased passion fruit plants
(Passiflora edulis). The dual cultivation technique in Petri dishes with Sabouraud agar was used for evalua-
ting competition for space and nutrients, mycoparasitism and the percentage of radial growth inhibition
(PRGI), using a completely random 2x6x1 factorial design. Three native 1. hargianum isolates wetre obtai-
ned (TCN-009, TCN-010, TCN-014) in palm oil (Elaeis guineensis) soil at the Caribia station and were com-
pared to three commercial isolates (TCC-001, TCC-005, TCC-006). TCC-001 and TCN-014 proved to be
more competent for nutrients and space, having the highest growth rates (7,50 and 7,32 centimetre radius
on day 10), compared to FSM-011 (which was only 2,30 cm). TCN-014 showed grade 4 mycoparasitism
with both F solani isolates, TCC-005 only did so with FSM-012 (this being more susceptible to micopa-
rasitism). Regarding PRGI, TA-9, TA-12 and TA-6 treatments has better inhibition percentages (70,56%,
68,52% and 65,32%, respectively). FSM-011 was most inhibited pathogenic isolate. These results demons-
trated that there was zz vifro antagonism on using native and commercial T. bargianum isolates on F. solani.

Key words: Passion fruit, competition, mycoparasitism, inhibition, antagonism.
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Introduccién

El maracuya es uno de los cultivos tropi-
cales de mayor importancia en Colombia. La
pulpa de esta fruta es utilizada para jugos y es
exportada. A junio de 2006 las exportaciones
colombianas de jugo de maracuya ascendieron
a 1,7 millones de dodlares correspondientes a
958 toneladas (Corporacion Colombia Inter-
nacional, 2000).

La enfermedad que mas ataca al maracuya
es conocida como marchitez o fusariosis, esta
es ocasionada por el hongo patégeno Fusarium
sp., €l cual provoca una muerte prematura de la
planta por marchitamiento, al que también se
asocia la obstruccion de haces vasculares (Gon-
zélez et al., 2002). La enfermedad se encuentra
presente en todo el mundo y en los dltimos
aflos varias publicaciones sefialan a Phytophthora
sp. vy Rhbizoctonia spp. como patdgenos asociados
con el sindrome, ya que ambos estin asocia-
dos con dafios a la raiz en diferentes cultivos
(Duran et al., 2001; Espinoza y Mendoza 2001;
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Rico et al., 2001; Guerrero et al., 2001; Lopez
et 4al,, 2002). En Colombia se estin presentan-
do dafios por este hongo en el Valle del Cauca y
Meta (Mendivelso, 2003; Instituto Colombiano
Agropecuario, 2000; Cifuente, 2000), reporta a
F. solani como agente causal de la fusariosis en
tomate (Lycopersicon esculenturm, Mill).

El género Trichoderma posee buenas cuali-
dades para el control de enfermedades en plan-
tas causadas por patégenos fungico Fusarium y
otros (Gonzalez et al., 2002). Este hongo actia
por medio de una combinacién de competen-
cia por nutrientes, produccién de metabolitos
antifungicos, enzimas hidroliticas y micopara-
sitismo, ademads de producir sustancias promo-
toras del crecimiento vegetal (Stefanova 1996).
El presente trabajo de investigacién tuvo como
objetivo determinar la efectividad antagonica i
vitro de aislamientos nativos y comerciales de T.
harzianum contra F. solani causante de la mar-
chitez de las plantulas del maracuya en la zona
bananera colombiana.
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Materiales y métodos

El estudio se realiz6 en el Laboratorio de
Microbiologfa y Fitopatologia de la Estacion
Experimental (E.E) Caribia de Corpoica. Se
utilizaron aislamientos comerciales de T bargia-
num provenientes del Centro de Investigacion
El Roble S.A. (TCC-001, TCC-005 y TCC-000),
los aislamientos FSM-011 y FSM-012, perte-
necientes a Fusarium solani, fueron aislados de
plantulas enfermas del maracuya de la E.E. Ca-
ribia por el protocolo del Fusarium Research
Center de la Universidad de Pennsylvania, uti-
lizado por Burges et al. (1994), e identificados
por el método usado por Gilchrist-Saavedra et
al. (2005) y las claves taxonémicas de Booth
(1971), Seifert (2001), Arikan et al. (2001), y
Seifert (1996).

Aislamiento e identificacién
del antagonista nativo

Se muestrearon 39 ha de cultivo de pal-
ma de aceite (Elaeis guineensis) de esta misma
estacion, de forma aleatoria, tomandose dos
submuestras por ha (76 en total), y luego
fueron mezcladas para obtener una muestra
compuesta por cada ha (39 muestras). Estas
se seleccionaron utilizando un patrén de re-
corrido en zig-zag (Carrillo et 4l., 1995), de las
cuales se hicieron diluciones seriadas de 107'-
107, tal como recomienda Monzo6n (2001). Se
sembraron por triplicado alicuotas de 0,1 ml
de cada dilucion en la superficies de cajas Petri
de 9 cm de diametro con Agar Papa Dextrosa
(PDA), y se incubaron a 25+1 °C, 12 h con-
tinuas en luz, seguido de 12 h de oscuridad
continua por 5 dfas, con monitoreo constante.
Los aislamientos de T. harzgianum fueron con-
tabilizados y purificados, para lo cual se trasla-
dé un disco de agar de 1 cm de diametro con
micelio del hongo, a cajas Petri con agar PDA.
Fueron incubados a 25%1 °C por 5-6 dias. La
identificacién de los aislamientos se realizod
utilizando como ayuda el método descrito por
Gilchrist et al. (2005), y claves propuestas por
Samuels et al. (2007), Sutton et al. (1998) y
Ellis (2000).

Confrontacién iz vitro de cepas
de Trichoderma harzianum vs.
Fusarium solani

Las pruebas de enfrentamiento se reali-
zaron en Agar Sabouraud Dextrosa (ASD) de
OXOID® pH 5,5, colocandose en un extremo
de la caja de Petri un disco de Agar de 4 mm
de diametro con micelio de F. so/ani, y en el ex-
tremo opuesto otro disco de 4 mm con micelio
de T. harzianum (nativos o comerciales), a una
distancia de 5 cm aproximadamente entre ellos
(Howell, 2003); posteriormente se incubaron
bajo las mismas condiciones del antagonista
durante 10 dias, haciéndose mediciones cada
24 h del crecimiento radial del micelio de la co-
lonia de los hongos. Sin embargo, se tuvieron
en cuenta solo los valores del dia 10 ya que las
anteriores no mostraron diferencias significati-
vas entre los tratamientos. Se sembro en cajas
separadas un indculo de cada antagonista y de
cada patdgeno, los cuales correspondieron a los
controles y fueron incubados bajo las condi-
ciones anteriormente mencionadas. Los trata-
mientos evaluados pertenecieron a los cultivos
duales, controles de antagonistas y controles de
patégenos (20 en total).

El antagonismo o capacidad antagonica
de aislamientos nativos o comerciales de T. har-
gianum se comprobé de distintas formas: pri-
mero midiendo el grado de micoparasitismo de
cada antagonista, el cual se determiné por la es-
cala que proponen Ezziyyani et 4l. (2004) (tabla
1). Ademas, se evalud la interaccion de las hifas
por observacién en un microscopio binocular
ZEIZZ con aumento de 100x.

Segundo, por la evaluaciéon de competen-
cia por nutrientes y espacio, la cual se obtuvo
con los radios de crecimiento de cada patégeno
y antagonistas en cultivo dual, junto con sus
respectivos testigos, utilizando un calibrador
“Pie de rey”, y tercero, por el porcentaje de in-
hibicién de crecimiento radial (PICR), con la
formula utilizada por Ezziyyani et 4l. (2004),
PICR = (R1 — R2)/R1 x 100, donde R1 es el
radio mayor (radio patégeno testigo) y R2 es el
radio menor (radio del patéogeno en enfrenta-
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Tabla 1. Escala para evaluacion de la capacidad antagdnica

Grado Capacidad antagonica
0 Ninguna invasion de la superficie de la colonia del hongo patégeno.
1 Invasién de 4 de la superficie de la colonia del hongo patégeno.
2 Invasion de V2 de la superficie de la colonia hongo patégeno.
3 Invasion total de la superficie de la colonia del hongo patégeno.
4 Invasién total de la superficie de la colonia del hongo patégeno esporulacién sobre ella.

miento con el antagonista). El analisis estadis-
tico se realiz6 haciendo un analisis de varianza
(Anova) y prueba de comparacion de promedios
Duncan con el programa estadistico Mstat SAS
version 6.12, bajo un disefio experimental com-
pletamente al azar con arreglo factorial 2x0x1,
una caja Petri como unidad experimental, y tres
repeticiones. Las variables que se midieron fue-
ron: radio de crecimiento del antagonista (RCA),
radio de crecimiento del patdgeno (RCP), mico-
parasitismo (MICMO) y PICR. Ademas, los fac-
tores estudiados fueron: factor patdogeno FUS
(FSM-011, FSM-012), factor antagonistas TRICH
(T'CN-009, TCN-010, TCN-014, TCC-001, TCC-
005, TCC-000), y el factor DIA (10).

Resultados y discusién

Aislamiento e identificacién
del antagonismo nativo

Se obtuvieron los aislamientos TCN-009,
TCN-010, TCN-014 pertenecientes a 1. harzia-
num, los cuales crecieron rapidamente y con
aspecto de polvillo; las colonias eran de color
blanco con verde olivo; se observaron al mi-
croscopio fialides cortos en forma de botella,
con un conidio sucesivo en la extremidad, y co-
nidias globosas de color verde. Estas caracterfs-
ticas concuerdan con las descritas por Samuels
et al. (2007) para Trichoderma bhargianum.

Confrontacién in vitro de cepas
de Trichoderma harzianum vs.
Fusarium solani

Todos los tratamientos evaluados de T.
harzianmm presentaron radios de crecimiento
(RCA) supetiores al de los aislamientos pat6-

genos de F solani (RCP). Sin embargo, los tra-
tamientos TA-7, TA-12, TA-10 y TA-5 fueron
aquellos donde los antagonistas desarrollaron
el mayor crecimiento con valores de 7,5; 7,36;
7,33 y 7,32 cm respectivamente, valores que
fueron muy proximos a los reportados por sus
controles en TA-16, TA-18, TA-17 y TA-14 (tabla
2). Ademas, se observo claramente que los RCP
fueron muy inferiores con respecto a los radios
de crecimiento que presentaron los antagonistas
y sus respectivos controles. Como se observa en
TA-12 donde FSM-012 crecid tan solo 1,96 cm,
seguido de TA-7, donde se presentd un radio de
2 cm para FSM-011 y en TA-5, en el cual el RCP
de FSM-011 midi6 2,1 cm por debajo del dia-
metro reportado por FSM-012 de TA-10 con 2,3
cm (tabla 2). Esto indica que probablemente, 1.
harzianum pudo tener una tasa de incorporacion
de nutrientes, tasa de metabolismo y un creci-
miento supetior a F solanz, utilizando distintos
mecanismos como secrecién de enzimas hidroli-
ticas, entre ellas celulasas, quitinasas, glucanasas,
xylasas y muchas veces las proteasas, las cuales
pueden estar implicadas en los mecanismos de
biocontrol, permitiéndole al antagonista aprove-
char mejor los nutrientes del medio y privar al
patogeno de utilizar los recursos (Michel, 2001).

Aunque se haya presentado mayor efi-
ciencia a nivel experimental en la competencia
por nutrientes y espacio por parte de los aisla-
mientos comerciales debido a que fueron los
aislamientos que mostraron mayor RCA fren-
te a los aislamientos patdgenos, no existieron
diferencias significativas entre el aislamiento
nativo TCN-014 (TA-05) y los aislamientos co-
merciales TCC-001 (T'A-07), TCC-005 (TA-010)
y TCC-006 (TA-012) (tabla 1).
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Tabla 2. Radios de crecimiento de patégenos (RCP) y radios de crecimiento de antagonistas (RCA)

de 20 tratamientos (TA), correspondientes a cultivos duales de los aislamientos de F. solani (FSM-011 y
FSM-012) frente a los distintos aislamientos de T. harzianum comerciales y nativos (TCC-005, TCC-006,
TCC-001, TCN-009, TCN-010, TCN-014) y a los controles tanto de patégenos como de antagonistas,
al décimo dia de evaluacion. Letras diferentes indican diferencias significativas para Duncan = 0,05.

Variables
TTO Cepas RCP (cm) RCA (cm)
Dia 10 Dia 10
TA-001 FSM-011 TCN-009 2,17 e 6,33 bc
TA-002 FSM-012 TCN-009 2,20 d 6,40 bc
TA-003 FSM-011 TCN-010 2,33 e 6,52 c
TA-004 FSM-012 TCN-010 2,30d 6,90 c
TA-005 FSM-011 TCN-014 2,10 e 7,32 abc
TA-006 FSM-012 TCN-014 2,16 d 6,71 abc
TA-007 FSM-011 TCC-001 2,00 e 7,50 ab
TA-008 FSM-012 TCC-001 2,30d 7,21 ab
TA-009 FSM-011 TCC-005 1,76 e 7,02 a
TA-010 FSM-012 TCC-005 2,36 d 7,33 a
TA-O11 FSM-011 TCC-006 2,00 e 6,50 c
TA-012 FSM-012 TCC-006 1,96 d 7,36 C
TA-013 sp TCN-009 n/a 7,80
TA-014 SP TCN-010 n/a 7,60
TA-015 SP TCN-014 n/a 7,50
TA-016 SP TCC-001 n/a 7,50
TA-017 SP TCC-005 n/a 7,50
TA-018 SP TCC-006 n/a 7,40
TA-019 FSM-011 SA 6,00 n/a
TA-020 FSM-012 SA 6,23 n/a

En cuanto al micoparasitismo, solo los
tratamientos TA-1, TA-4, TA-5, TA-6 y TA-10
presentaron micoparasitismo completo en
grado 4 (grafica 1). Cabe destacar que unica-
mente se observo micoparasitismo en gra-
do 4 para ambos aislamientos de F solani en
los tratamientos TA-5 y TA-6, pertenecientes
a TCN-014, mientras que en TA-1, TCN-009

mostré micoparasitismo completo solamente
con FSM-011, como también sucedié en TA-4
(TCN-010) y TA-10 (TCC-005), frente a FSM-
012 de F solani (Grafica 1). Esto se debi6 pro-
bablemente a que, como lo propone Tronsmo
(1996), Trichoderma sp. tiene la capacidad de
conducir sus hifas hacia las de otros hongos,
enrollandose en ellas, coincidiendo con algu-
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nos montajes microscépicos realizados donde
se observaron entrelazamientos de hifas (figura
1). Lo que ocurre en reaccion mediada por le-
citinas que van degradando la pared celular del
hospedero, y por la secrecién de exoenzimas
hidroliticas. Dicho proceso limita el crecimien-
to y la actividad del hongo patégeno y algunas
especies de Trichoderma sp. son conocidas por
producir elevadas concentraciones de enzimas
degradadoras de la pared celular, tales como
a-1,3-glucanasa y diferentes enzimas quitinoli-
ticas que actian en conjunto con proteasas y
celulasas (Schickler y Chet 1997; Michel, 2001).
Por esta razon, es necesario continuar confir-
mando el micoparasitismo de los aislamientos
de T hargianum para especificar exactamente
cudles enzimas intervienen en el proceso.

Existieron diferencias significativas (P=0,05)
entre los aislamientos TCN-014, TCN-009 y
TCC-005. Los mejores resultados de micopa-
rasitismo 2 vitro se dieron cuando se empled
TCN-014, por ser de los tres aislamientos el
que lo hizo en ambos aislamientos del patége-

no (grafica 1).

En el porcentaje de inhibiciéon del cre-
cimiento radial (PICR), es importante resaltar
que todos los tratamientos presentaron una
inhibicién del crecimiento radial del patdégeno
superior al 50% (grafica 2). Resultados simila-

res reporta Michel A. (2001), quien hallé en su
trabajo un nivel de PICR de 69,5%. El PICR en
esta investigaciéon varié para los aislamientos
comerciales y nativos. Los mayores pertenecie-
ron a los tratamientos TA-9 (T'CC-005) con un
valor de 70,6% correspondiente al aislamiento
comercial del antagonista frente a FSM-012 y
TA-11 (TCN-014) con 65,32% perteneciente
al aislamiento nativo del antagonista frente a
FSM-011 (grafica 2). Trichoderma harzianum es
capaz de inhibir del crecimiento de fitopaté-
genos porque produce numerosos antibioticos
como la trichodermina, la suzukacilina, la ala-
meticina, la dermadina, la penicilina, los tricho-
tecenos, las trichorzianinas, entre otros (Duran
et al., 2003), probablemente estos aislamientos
antagonicos utilizaron este método de supre-
sion contra el patogeno.

Conclusién

El aislamiento nativo TCN-014, segui-
do del aislamiento comercial TCC-005 de
Trichoderma harzianum, resultaron ser los an-
tagonistas con mayores habilidades de mi-
coparasitismo, competencia por espacio e
inhibicién de crecimiento para el control de
los aislamientos patogenos FSM-011 y FSM-
012 de Fusarium solani de acuerdo con las
pruebas i vitro.

MICM

TA-1 TA-2 TA-3 TA4 TAS5 TA6 TA-7T TAB8 TA9

Tratamientos

TA-1 =FSM-011+TCN-009
TA-2 = FSM-012+TCN-009
TA-3 =FSM-011+TCN-010
TA-4 =FSM-012+TCN-010
TA-5 = FSM-011+TCN-014
TA-6 =FSM-012+TCN-014
TA-7 =FSM-011+TCC-001

TA-8 = FSM-012+TCC-001
TA-9 =FSM-011+TCC-005
TA-10= FSM-012+TCC-005
TA-11= FSM-011+TCC-006
TA-12= FSM-012+TCC-006

TA-10 TA-11 TA-12

Grafica 1. Grado de micoparasitismo (MICMO) de 12 tratamientos (TA), correspondientes a cultivos duales
de los aislamientos de F. solani (FSM-011 y FSM-012) frente a los distintos aislamientos de T. hargianum nativos
y comerciales (TCN-009, TCN-010, TCN-014, TCC-001, TCC-005 y TCC-006,) respectivamente, al décimo dia

de evaluacion. Letras diferentes indican diferencias significativas para Duncan = 0,05.
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Figura 1. Interaccion entre hifas de T. hargianum (antagonista) y F. solani (patogeno) bajo objetivo de 100x.
Noétese en la figura como la hifa (microsifonada) del antagonista enrolla a la hifa (macrosifonada) del patégeno.

80
70 53 1
ol B B = m B M - A H TA-1 = FSM-011+TCN-009
TA-2 = FSM-012+TCN-009
50 TA-3 = FSM-011+TCN-010
= TA4 = FSM-012+TCN-010
S . TA5 = FSM-011+TCN-014
[ TA6 = FSM-012+TCN-014
% TA7 = FSM-011+TCC-001
TA8 = FSM-0124TCC-001
. TA-9 = FSM-011+TCC-005
TA-10 = FSM-012+TCC-005
10 TA-11 = FSM-011+TCC-006
TA-12 = FSM-0124TCC-006
0

TA1 TA2Z TA3 TA4 TAS TA6 TAT TAB TA9 TA10 TA11 TA-12
Tratamientos

Grafica 2. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial (PICR) de 12 tratamientos (TA), correspondientes a
cultivos duales de los aislamientos de F. so/ani (FSM-011 y FSM-012) frente a los distintos aislamientos
de T. hargianum comerciales y nativos (TCN-009, TCN-010, TCN-014, TCC-001 TCC-005 y TCC-006),
al décimo dia de evaluacion.
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