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RESUMEN

El hongo patégeno Fusarium spp. causa la enfermedad conocida como
marchitez de raiz, una de las mas limitantes para el cultivo de fresa al generar
grandes pérdidas economicas. El control quimico es el método mas utilizado
por los agricultores para controlar esta enfermedad, sin embargo, este
patdgeno ha creado una resistencia frente a estos agroquimicos. El control
biolégico es una opcion viable en respuesta a la disminucién de este patégeno
y al uso de agroquimicos. Por tal motivo, el estudio tuvo como objetivo evaluar
el potencial antagénico de hongos silvestres del cultivo de fresa sobre
Fusarium spp. Para el desarrollo, se aislaron 71 hongos en los cultivos de fresa
a partir de muestras de suelo y raices. De este grupo, se seleccionaron 23
cepas pertenecientes a Trichoderma spp. y Metarhizium spp. las cuales fueron
evaluadas de forma In vitro por su capacidad antagénica sobre Fusarium
incarnatum, Fusarium. equiseti y Fusarium oxysporum. Mediante la
confrontacién por cultivos duales se determiné las cepas que presentaron los
mayores porcentajes de inhibicion que corresponden a cuatro aislados de
Trichoderma (SH4, RH21, RH26, RH35) que presentaron una inhibicién
superior al 74,0%, y fueron seleccionados para ser evaluados en las pruebas
de compuestos volatiles, pH y temperatura. En cuanto a la inhibicion por
compuestos volatiles se realizO mediante placas superpuestas; las cepas
RH21 y RH26 mostraron mejor respuesta antagénica frente a F. incarnatumy
F. oxysporum con el 55,5% y 40,8%, respectivamente. En la prueba de pH a
4,0, la cepa de F. equiseti fue inhibida en mayor proporcion por las cepas RH35
(77,9%) y SH4 (74,1%). Con respecto a la temperatura de 20°C, la cepa SH4
logro inhibir en mas del 80% a las tres cepas de Fusarium, mientras que, a una
temperatura de 10°C no se registro inhibicién alguna.

Palabras Claves: Control bioldgico, Antagonismo, Trichoderma, Marchitez por
Fusarium, Fresa.



ABSTRACT

The pathogenic fungus Fusarium spp. It causes the disease known as root wilt,
one of the most limiting diseases for strawberry cultivation as it generates great
economic losses. Chemical control is the method most used by farmers to
control this disease, however, this pathogen has created resistance to these
agrochemicals. Biological control is a viable option in response to the decrease
of this pathogen and the use of agrochemicals. For this reason, the objective
of the study was to evaluate the antagonistic potential of wild fungi from
strawberry cultivation on Fusarium spp. For development, 71 fungi were
isolated in strawberry crops from soil and root samples. From this group, 23
strains belonging to Trichoderma spp were selected. and Metarhizium spp.
which were evaluated in vitro for their antagonistic capacity against Fusarium
incarnatum, Fusarium. equiseti and Fusarium oxysporum. Through
confrontation by dual cultures, the strains that presented the highest
percentages of inhibition were determined, corresponding to four isolates of
Trichoderma (SH4, RH21, RH26, RH35) that presented an inhibition greater
than 74,0%, and were selected to be evaluated. in tests of volatile compounds,
pH and temperature. Regarding the inhibition by volatile compounds, it was
carried out using overlapping plates; strains RH21 and RH26 showed the best
antagonistic response against F. incarnatum and F. oxysporum with 55.5% and
40.8%, respectively. In the pH test at 4,0, the F. equiseti strain was inhibited to
a greater extent by the RH35 (77.9%) and SH4 (74.1%) strains. With respect
to the temperature of 20°C, the SH4 strain managed to inhibit the three
Fusarium strains by more than 80%, while at a temperature of 10°C no
inhibition was recorded.

Keywords: Biological control, Antagonism, Trichoderma, Fusarium wilt,
Strawberry.



INTRODUCCION

El fruto de la fresa pertenece al género fragaria el cual se encuentra disperso en
todo el mundo, originaria de las praderas centrales de Norteamérica. En la
actualidad las variedades mas cultivadas se derivan de Fragaria x ananassa que
resulta de la hibridacion de las dos especies americanas hacia inicios del siglo
XXVIII (Calderon Gomez, 2017).

Los primeros reportes de fresa en Colombia fueron a comienzos de la colonia, el
libro de la historia y dispersion de frutales nativos del Neotrépico, reporta el cultivo
de la frutilla de Chile en Tunja hacia el afio de 1610 y hacia el 1808 con
variedades chilenas y europeas en la sabana de Bogota, san Antonio, al
occidente de Cali y en diferentes zonas frias y templadas (Calderon Gomez,
2017).

El cultivo de fresa (Fragaria x ananassa) en la actualidad presenta un nivel de
desarrollo importante, pues la produccion asciende a los 4,8 millones de
toneladas, siendo los principales productores China, Estados Unidos, y Turquia.
El crecimiento de la actividad es notable por los aumentos de produccién que van
dirigidos tanto al mercado nacional como a la agroindustria proporcionando un
valor agregado como materia de exportacion (Agricultura, 2021).

En distintas zonas de Colombia se presentan condiciones 6ptimas para la
produccion de fresa, representando una tendencia de crecimiento del 52%
destinada al consumo en fresco, los mercados de pulpas y deshidratados y el
mercado de mermeladas y procesados (Agricultura, 2021). Sin embargo, este
crecimiento se ve afectado por distintos factores que producen enfermedades en
los cultivos ya sea por si solos o en combinacion, lo cual hace imposible el
desarrollo de las fresas tanto en cosecha como en postcosecha, por lo que resulta
importante protegerlas de diversos microorganismos.

Dentro de los microorganismos que afectan el suelo, los hongos son el grupo que
mas enfermedades ocasionan produciendo marchitamiento y muerte gradual de
la planta. La enfermedad se ha asociado con nueve organismos, de los cuales
sobresalen cuatro especies: Fusarium spp., Verticilium dahliae, Rhizoctonia
solani y Phytophthora spp. y otros hongos que afectan el sistema radical o zona
cortical del cuello como Rhyzopus spp., Pythium spp., Cladosporium spp.,
Alternaria spp. y Penicillium spp. (Pérez-Rodriguez et al., 2019).

Fusarium spp. se destaca como uno de los hongos patégenos mas prevalentes
y perjudiciales en el cultivo de fresa. Su capacidad para reducir de manera
significativa, hasta en un 50%, la produccion de fresas por si solo genera
considerables pérdidas econémicas para los agricultores. Este hongo emerge en
las etapas tempranas del cultivo, dando lugar a la enfermedad conocida como
marchitez de raiz, que se distingue como la mas devastadora debido a su alta
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incidencia, amplia distribucion y la complejidad asociada a su control. La
marchitez de raiz provoca una decadencia gradual de la planta al interferir con
su sistema de raices. Agregando asi un desafio adicional para los agricultores en
la preservacion de sus cosechas.

El método mas usado para erradicar o limitar a microorganismos patégenos como
Fusarium spp. se basa en el uso de compuestos quimicos, lo que contribuye a la
crisis de la agricultura incidiendo en la emergencia de patdgenos resistentes a
fungicidas, dificulta la preservacion de los ecosistemas, los recursos naturales, y
afecta la salud de las comunidades rurales y de los consumidores urbanos
(Pérez-Rodriguez et al., 2019).

Las opciones para el manejo de las enfermedades frente al uso de los quimicos
actualmente son multiples, variadas y factibles. Escoger cudl alternativa se va a
utilizar dependera de la rentabilidad del cultivo, enfermedades a controlar,
disponibilidad de recursos econémicos, grado de tecnificacion y condiciones
ambientales (Rajani et al., 2021).

Es por ello que el empleo de agentes de control biolégico ha promovido la
basqueda de alternativas sostenibles para la produccion de fresa logrando
reducir el uso indiscriminado de agroquimicos como medio de supresion y
erradicacion de enfermedades; haciendo necesario la incorporacion de
tratamientos biolégicos que sean rentables y amigables con el medio ambiente.

De lo anterior derivan diferentes investigaciones, que resaltan la accion de
hongos antagonistas entre los que sobresalen Trichoderma spp., Cladosporium
spp., Metarhizium spp., y Gliocladium spp. que han sido reconocidos por su
potencial como biocontrolador frente a bacterias y patdogenos del suelo, esto los
posiciona como controladores naturales del ecosistema ya que son habitantes
naturales del mismo. Ahora bien, aislar cepas con potenciales antagénicos de
cultivos enfermos puede ser relevante debido a que permite evaluar la diversidad
genética en un contexto especifico. La variabilidad genética puede influir en la
eficacia de las cepas para controlar patégenos o promover el crecimiento de las
plantas ya que aislar cepas locales permite identificar aquellas que estan mejor
adaptadas a las condiciones especificas del cultivo y del entorno (Saldafa
Jaramillo, 2021).

Basandonos en lo mencionado anteriormente, el principal objetivo de este trabajo
es evaluar el potencial antagonico de hongos silvestres del cultivo de fresa sobre
el agente patébgeno Fusarium spp. Ademas, se busc6é caracterizar
morfologicamente los hongos cultivables presentes en el suelo y raiz de plantas
de fresa con enfermedades flingicas asociadas a la raiz, asi como determinar el
efecto antagonico de hongos obtenidos del suelo y raiz del cultivo de fresa sobre
el patbgeno Fusarium spp.
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1 MARCO REFERENCIAL

1.1 LOCALIZACION

Las muestras de suelo y raices fueron obtenidas en dos fincas ubicadas en las
veredas Manzanas y Delicias, pertenecientes al municipio de Silvia. El
municipio de Silvia se encuentra ubicado en la regién centro oriental del
departamento del Cauca, sobre el flanco occidental de la cordillera central, a
una altura de 2.527 m.s.n.m.; tiene una temperatura de 10 °C, clima frio y seco,
la humedad varia entre el 85% y el 92% en diferentes momentos del dia. Silvia
limita por el norte con los municipios de Caldono y JAmbalo, por el oriente con
los municipios de Péez e Inza, por el sur con el municipio de Totord y por el
occidente con los municipios de Totord, Piendamo y Caldono (Santamaria
Giraldo, 2019).

1.2 MARCO TEORICO
1.2.1 Generalidades del cultivo de fresa.

La palabra fresa proviene del latin “"Fragans™ que significa fragante.
Pertenece al reino Plantae, divisibn Magnoliophyta, clase Magnoliopsida,
familia Rosaceae, género Fragaria y especie Fragaria ananassa (Matute Calle,
2019). Es una planta de tipo herbaceo y perenne de porte pequefio, se
reproduce de forma sexual y asexual mediante la formacion de inflorescencias
generalmente hermafroditas pequefias de pétalos blancos y receptaculo
amarillo, los cuales terminan desarrollando poliaquenios “eterios” que
contienen los verdaderos frutos (aquenios) en su superficie, cuenta con un
sistema radicular fasciculado formado por raices y raicillas. El tallo esta
constituido en una roseta basal o también denominada corona, de la que
surgen las hojas en muy estrechos intervalos, trifoliadas. En las hojas axiales
se desarrollan yemas que pueden evolucionar como ramas o escapos florales
(Calderon Gomez, 2017).

Para el cultivo de fresa la preparacion del suelo inicialmente se realiza con 50
cm de profundidad teniendo en cuenta que sean suelos livianos, arenosos y
con buen drenaje. El pH debe estar entre 5,5 a 6,5 y el suelo debe tener buena
fertilidad para favorecer el desarrollo del cultivo (Calderon Gomez, 2017). Para
la plantacion se dispone de épocas variadas de acuerdo a la zona y variedad
a sembrar, las plantas son sembradas con una distancia aproximada de entre
25-30 cm entre plantas. Finalmente, esta la fertilizacion con niveles optimos de
20g/m? nitrégeno, 10 g/m? fésforo y 15 g/m? de 6xido de potasio K20 de
manera fraccionada (Matute Calle, 2019).

Las plantas tienen una vida corta entre 24 a 30 meses, su vida comercial util
es de 12 a 18 meses; a partir de este tiempo se vuelve susceptible a
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enfermedades y baja su calidad de frutos y rendimiento. Finalmente, el peso
de la fresa varia segun la variedad entre 6,53 y 6,65 g (Calderon Gomez,
2017).

1.2.2 Enfermedades del cultivo de fresa

La fresa esta expuesta a diversas enfermedades causadas por bacterias,
hongos y virus que ocasionan pérdidas econdmicas por sus efectos negativos
en la produccion y calidad. Actualmente, patdgenos trasmitidos por el suelo
como Phytophthora spp., Fusarium spp., Botrytis cinérea, Rhizoctonia spp.,
Colletotrichum spp. y Verticillium sp se estan identificando como causantes de
las enfermedades mas limitantes en cultivos de fresa (Pastrana et al., 2023).

Entre las enfermedades mas comunes y graves que ocurren durante el cultivo
de fresas y son dificiles de controlar debido a su amplia gama de huéspedes,
su rapida propagacion y su largo tiempo de supervivencia en el suelo se
destacan las que atacan la raiz y el cuello de la planta tales como: pudricién
de la raiz (Rhizoctonia solani) produce un desplome total de la planta en época
de cosecha, las hojas bajas se van tornado de color morado, el cuello de la
planta muere y por ultimo las raices se pudren y toman un color café. En el
caso de la pudricién por Verticillium alboatrum las hojas externas de la planta
se tornan de café oscuro en los méargenes. Las hojas internas conservan el
color verde asi la planta esté muerta. Finalmente, la pudricion causada por
Fusarium spp. produce podredumbre de raiz, marchitamiento, podredumbre
del fruto, amarillamiento y caida de las hojas (Gutierrez Cano, 2015).

1.2.3 Fusarium spp. como agente causal de enfermedades en el cultivo
de fresa

Fusarium, proviene del latin fucus que significa huso. Pertenece al reino Fungi,
filo Ascomycota, clase sordariomycetes, orden Hypocreales, familia
Nectriaceae, género Fusarium y especies: Fusarium oxysporum, Fusarium
solani, Fusarium verticilloides, Fusarium dimerum, Fusarium chlamydosporum
(Cruz Coronel, 2022).

Es un hongo saprofito y hospedero que produce tres tipos de esporas
asexuales: macroconidias, microconidias y clamidosporas. Ademas, tiene la
capacidad de producir enzimas como las pectinasas, celulasas, proteasas y
queratinasas, entre otras, que le permiten penetrar diferentes tejidos. Yace en
el suelo en forma de micelio, pero en las regiones templadas frias
generalmente aparece en forma de clamidosporas (Dobronski Arcos &
Pullupaxi Toapanta, 2016).

Hasta el momento la literatura reporta tres especies de Fusarium que causan
pudricion de la raiz en fresa: Fusarium solani, Fusarium moniliforme y siendo
la mas frecuente Fusarium oxysporum, (Mariscal Amaro et al., 2016).
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1.2.3.1 Sintomatologia de plantulas afectadas por Fusarium spp.

Las plantas de fresa dafiadas por Fusarium spp., van muriendo de forma
gradual y presentan manchas de color amarillo en las hojas basales,
entorchamiento de las hojas, fenomenos de enanismo, disminucion del
crecimiento y marchitez progresiva debido a que los tubos germinales de las
esporas o el micelio del patégeno penetran directamente en las puntas de las
raices o entran a través de las heridas o a nivel de la zona donde se forman
las raices laterales (Dobronski Arcos & Pullupaxi Toapanta, 2016). El micelio
del hongo se propaga intercelularmente a través de la corteza de la raiz y como
consecuencia las raices laterales mas pequefias se pudren, mientras las
raices principales y la base del tallo presentan necrosis vascular, asi como el
deterioro, pudricidon y ennegrecimiento de todo el sistema radicular (Lastra
Alcalde, 2021).

1.2.3.2 Ciclo del desarrollo de la enfermedad por Fusarium spp.

El ciclo de las enfermedades producidas por Fusarium spp. se divide en tres
etapas: durmiente, parasitica y saprofita. En la fase durmiente se inicia la
formacidén de estructuras de resistencia en el suelo ya sea en forma de micelio,
esporas tipo macroconidias o0 microconidias, o clamidosporas. Durante la fase
parasitica el hongo se propaga en los tejidos de la planta a través de alguna
abertura en la epidermis. Una vez el hongo ha penetrado inicia a proliferar y
las hifas invaden toda la planta produciendo los sintomas caracteristicos.
Ademas, en esta etapa se producen esporas y clamidosporas que pueden
liberarse al suelo a través de los restos de la planta infectada que se
descomponen. Finalmente, en los tejidos de la planta muerta se produce la
fase saprdfita (Lastra Alcalde, 2021).

1.2.4 Manejo de enfermedades fungicas en el cultivo de fresa

Los productores de fresa emplean diferentes manejos para el control de
enfermedades en el cultivo que son causadas en su mayoria por hongos y
aunqgue en la actualidad exista el manejo integrado de plagas, los campesinos
siguen optando por el control quimico. Como consecuencia de esto, no solo
se ve afectado el medio ambiente, sino que también se ha registrado el
aumento de las cepas de hongos resistentes a los agentes quimicos (Saldafa
Jaramillo, 2021).

1.2.4.1 Control quimico

Los usos de fungicidas para controlar la muerte regresiva por diferentes
patdogenos son muy frecuentes causando altas dosis de toxicidad en humanos
y en el medio ambiente un claro ejemplo de esto es el bromuro de metilo el
cual es uno de los quimicos mas utilizados para el control de patogenos en el
suelo de los cultivos de fresa, pero fue prohibido por la Agencia de Proteccion
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del Ambiente (EPA) debido a la contaminacion de fuentes hidricas por su alta
toxicidad. Hasta el momento no existe reporte de un quimico que no genere
efectos negativos ya sea en la salud o en el medio ambiente (Arturo & Lorena,
2015). Segun el Instituto Colombiano Agropecuario & Ministerio de Agricultura
(2022), otros fungicidas utilizados en el cultivo de fresa son: Carbendazim,
Evozim, Fordazim, Canciller, Benopoint, los cuales son aplicados en su
mayoria de forma liquida en los riegos de dos a tres veces en el mes.

1.2.4.2 Préacticas culturales

Dentro de las practicas culturales creadas por el hombre se encuentra la
eliminaciébn de rastrojos y residuos de cosecha, limpieza de rondas y
alrededores, destruccion de fruta dafiada y caida, manejo de plantulas y
rotacion de cultivos. Aunque, la rotacion es una forma de eliminar los
patdogenos no es efectiva ya que esta practica disminuye el indculo inicial
haciendo que la enfermedad aparezca mas tardiamente, pero con una mayor
tasa de desarrollo. (Giménez et al., 2015)

1.2.4.3 Control Bioldgico

Una alternativa para el manejo integrado de enfermedades que es amigable
con el medio ambiente se basa en el control biolégico. Este enfoque es una
alternativa mas segura y sostenible al control quimico de plagas y
enfermedades, ya que utiliza organismos vivos como depredadores,
parasitoides, patégenos y feromonas para controlar la proliferacion de
enfermedades de las plantas

1.2.5 Control biolégico de enfermedades fungicas en el cultivo de la
fresa

Durante varios afios, el estudio del uso de microorganismos vivos para el
control de enfermedades en plantas hace parte del concepto de control
biol6gico. Muchos microorganismos han sido ampliamente probados en
multiples cultivos, con el objetivo de alcanzar una regulacion biolégica de los
diversos patdégenos. Regularmente los criterios de seleccion de estos
microorganismos estan basados en su efectividad contra microorganismos
patogenos y a su facil reproduccion. Los mecanismos de accion de estos
microorganismos se basan en tres vias: inicialmente, estan aquellos
microorganismos que afectan directamente al patdégeno, tales como la
antibiosis, parasitismo, competencia por espacio y nutrientes. Después la
produccion de metabolitos antibioticos, ya sean de naturaleza volatil o no
volatil y finalmente, los mecanismos que modifican la interaccién patégeno-
planta a través de estimular la resistencia de la planta (Saldafia Jaramillo,
2021).
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1.2.5.1 Hongos antagonistas

Diferentes investigaciones reportan que en la rizésfera crecen diferentes
grupos de hongos filamentosos los cuales tienen efectos antagonicos y que
son utilizados para el control biolégico para los patdogenos de frutas y
vegetales. Segun P. Matute Calle (2019), los hongos considerados como los
mas usados para antagonismo son: Gliocladium y Trichoderma, donde este
altimo ha sido ampliamente utilizado para controlar los patégenos del género
Rhizoctonia, Botrytis, Fusarium en cultivos de papa, fresa, alfalfa, uva y
tomate.

1.2.6 Trichoderma spp. como agente de control biolégico

Trichoderma spp. es un hongo que exhibe una notable versatilidad al
adaptarse a una variedad de entornos, que incluyen la corteza de arboles, el
suelo, las esponjas marinas y las plantas, donde puede actuar como endofito
(Dobronski Arcos & Pullupaxi Toapanta, 2016). Los hongos pertenecientes a
este género han sido ampliamente utilizados como antagonistas contra una
diversidad de patdégenos, gracias a su eficaz mecanismo de biocontrol y su
capacidad para inducir mecanismos de defensa en las plantas (Saldafa
Jaramillo, 2021).

En la accién biocontroladora de Trichoderma sp., se han identificado varios
mecanismos que regulan el desarrollo de los hongos fitopatégenos. Entre
estos, destacan la competencia por espacio y nutrientes, el microparasitismo
y la antibiosis, que ejercen una accion directa sobre los hongos fitopatégenos
y la produccién de compuestos inhibidores. Aunque la capacidad competitiva
puede variar segun la especie(Zin & Badaluddin, 2020), Trichoderma spp..
muestra una adaptacion biol6gica que promueve una colonizacién agresiva y
una supervivencia en condiciones adversas. Esto se logra mediante la
producciéon de clamidosporas, un rapido crecimiento y una esporulacion
abundante. (Morales Mora et al., 2020)

Entre las especies con propiedades antagénicas mas comunmente citadas se
encuentran: T.virens, T. viride, T. harzianumy T. hamatum. hasta el momento
T. harzianum es el hongo antagonista mas utilizado para el control de
enfermedades de las plantas producidas por Fusarium oxysporum f. sp.
cubense, Fusarium roseum, Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani, Sclerotium
rolfsii Sacc, Sclerotinia spp, Pythium spp, Phytophthora spp, Alternaria spp. y
Phytophthora capsici.
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1.3 ESTADO DEL ARTE

Morales Mora et al., (2020), llevaron a cabo una investigacion avanzada en
fitopatologia para identificar y caracterizar morfologicamente hongos
asociados a enfermedades en cultivos de fresa en México, mediante técnicas
de muestreo y andlisis morfolégico, identificaron diversos hongos en distintas
partes de la planta, y evaluaron la capacidad antagonica de Trichoderma
harzianum (cepa T-H4). En los frutos, se identificaron A. niger, Colletotrichum
sp. ¥ R. stolonifer. En hojas y tallos, se encontraron Pestalotiopsis sp.,
Curvularia sp. y Alternaria sp. Mientras que, en las raices se hallaron
Rhizoctonia sp. y Fusarium sp. La prueba de antagonismo dual reveld
variabilidad en el porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (28,0% a
87,6%), donde Fusarium sp. tuvo un porcentaje de inhibicion del 63,65% y
destacando las cepas Colletotrichum sp (87,56%) y Pestalotiopsis sp (71,11%)
por presentar la mayor inhibicion.

Cruz Coronel, (2022), llevo a cabo su estudio de investigacion en México, que
tuvo como objetivo la evaluacién de la resistencia In vitro del antagonismo de
cepas del género Trichoderma spp. (T. hamatum, T. harzianum, T. asperellum,
T. konigiopsis) contra el patégeno Fusarium solani en el cultivo de fresa. La
aplicacion de la técnica de cultivo dual, en combinacion con fungicidas como
Captan, Mancozeb, Clorotalonil y Benomil, permitié evaluar de manera precisa
las respuestas a diferentes concentraciones. De manera destacada, el
tratamiento mas eficaz exhibié un 54,91% de inhibicion de crecimiento radial,
involucrando la cepa T. konigiopsis y la adiciéon de 450 mg L-1 de Clorotalonil.
Este resultado resalta la aplicacion de metodologias avanzadas, reflejando la
interseccion entre la tecnologia de investigacion y la innovacién internacional.

Abd-El-Kareem et al., (2019), desarrollaron una investigacion que destaca la
avanzada aplicacion tecnolégica y la conexion con investigaciones
internacionales en el campo de la fitopatologia. Su estudio se centr6 en evaluar
las especies de T. harzianum, T. viride, T. virinis y T. koningii como agentes
de biocontrol contra la pudricién negra de la raiz de la fresa, causada por
Fusarium solani, Rhizoctonia solani y Pythium sp. En pruebas In vitro, los
enfrentamientos demostraron porcentajes de inhibicion que superaron el 80%,
evidenciando la eficacia de los agentes biocontroladores. En condiciones de
campo, la combinacion de los antagonistas logré reducir la incidencia y
gravedad de la enfermedad en un impresionante 83,3% y 88,5%,
respectivamente. En tratamientos individuales, T. harzianum, T. viride y T.
koningii también mostraron una significativa reduccién de la incidencia y
gravedad, superando el 70,8% y 74%, respectivamente.

L. A. Morales Mora, (2022), desarrollé una investigacién en México sobre
hongos asociados al cultivo de fresa y sus respuestas a la inoculacion del bio-
gel fungico a base de Trichoderma sp., en condiciones In vitro. Mediante
técnicas moleculares, se identificaron las especies F. solani y F. oxysporum.
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La aplicacion de la prueba de antagonismo dual revel6 el 94,2% de inhibicion
para F. solani por parte del antagonista T. asperellum y una inhibicion del
92,15% de T. harzianum para F. oxysporum.

Picardal et al., (2019), desarrollaron una investigacion en Filipinas con el
objetivo de comparar la capacidad de dos hongos antagonistas, T. viride y M.
anisopliae, para combatir F. oxysporum, causante de la Marchitez del Banano,
mediante la aplicacién de tecnologias avanzadas. Se empled el método de
cultivo dual, ambos hongos demostraron actividad antagonista contra F.
oxysporum, destacando T. viride como més efectivo, logrando un porcentaje
de inhibicion del 72,37%, en contraste con M. anisopliae que alcanz6 un
31,27% de inhibicién. Esta eficacia se atribuye a la aplicacion de enzimas
hidroliticas, marcando un avance en tecnologia biolégica para la inhibicion del
patdégeno.

Wang et al., (2023), llevaron a cabo un estudio en China, centrado en el hongo
biocontrolador Trichoderma asperellum (FJO035) destacando avances
significativos en la aplicacién de tecnologias para el control bioldgico. Este
hongo demostré su potencial antagénico contra Fusarium oxysporum f. sp.
cucumerinum Owen (FOC). Utilizando ensayos de confrontacion en placas y
evaluaciones de metabolitos secundarios, tanto volatiles como no volatiles, se
identific6 que T. asperellum FJO35 exhibe la capacidad de inhibir la
germinacion de las esporas de FOC y mejorar el potencial de germinacién de
las semillas de pepino. Al aplicarlo 24 horas antes que FOC, se logré un control
significativo de la enfermedad, con eficiencias del 69,79% en condiciones
hidropoénicas y 75,96% en macetas.

Hao et al., (2021), desarrollaron una investigacion con el objetivo de evaluar la
capacidad del biocontrolador M. anisopliae para combatir el F. graminearum
en el cultivo de trigo. Este hongo demostrd6 una destacada inhibicion del
crecimiento micelial del patégeno, alcanzando un 73,0% en pruebas de cultivo
dual, e induciendo deformaciones en las hifas que evidencian su impacto
directo. La aplicaciéon de filtrados de caldo de M. anisopliae al 1% revelo
reducciones significativas, con una disminucion del 70,0% en el crecimiento
micelial de F. graminearum y un impacto del 65,0% en la germinacion de sus
conidios. Ademas, en condiciones de campo, el tratamiento de semillas de
trigo con M. anisopliae logroé un control efectivo del 38,6%, y la pulverizacion
de espigas de trigo con una suspension de conidios de M. anisopliae alcanzé
un control del 40,1% durante el periodo de floracion temprana del trigo.

(Fernandez Barbosa & Suarez Mesa, 2009), desarrollaron un estudio de
investigacién en Colombia, para determinar la capacidad antagdnica de seis
aislamientos de Trichoderma harzianum frente Fusarium oxysporum Schlechtf.
sp. passiflorae, agente causal de la marchitez en el cultivo de maracuya. Los
seis aislamientos evaluados incluyen tres comerciales (TCC-001, TCC-005 y
TCC-006) y tres aislamientos nativos provenientes de suelos (TCN-009, TCN-
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010y TCN -014). Se realizaron pruebas in vitro utilizando la técnica de cultivo
dual y un diseiio experimental completamente aleatorio, con 13 tratamientos y
tres repeticiones. Los aislamientos TCN-009 y TCC-006 destacaron al crecer
cuatro veces mas rapido que F. oxysporum y reducir tres veces menos el
crecimiento radial del patdgeno, estos dos aislamientos lograron el mayor
porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR) a los 10 dias, con valores
de 64,61% y 65,91%, respectivamente.

Intana et al., (2021), realizaron un estudio en Tailandia con el objetivo de
estudiar los mecanismos de accion involucrados en el biocontrol de la
pudricion poscosecha del fruto en meldn por siete cepas de Trichoderma spp.
Se seleccionaron aislados para pruebas in vitro contra F. incarnatum mediante
el método de placa sellada, los compuestos organicos volatiles (COV) emitidos
por T. asperellum T76-14 demostraron ser eficaces para inhibir el crecimiento
de F. incarnatum en un 62,5 %. Adicionalmente, se prob6 compuestos
volétiles comerciales (PEA) para inhibir el crecimiento del patégeno; el
resultado mostré que la PEA a una concentracion de 1,5 mg ml-1 suprimio el
crecimiento fangico con un 56 % de inhibicién.
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2 METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

21 CARACTERIZACION DE HONGOS CULTIVABLES PRESENTES EN
SUELO Y RAIZ DE LAS PLANTAS DE FRESA CON ENFERMEDADES
FUNGICAS ASOCIADAS A LA RAIZ.

Esta etapa del estudio comenz6 con la recopilacion de muestras en el
municipio de Silvia, Cauca. Luego, se procedié al aislamiento de hongos a
partir de muestras de suelo y raices del cultivo de fresa. Estos aislados fueron
purificados y sometidos a un analisis detallado tanto a nivel microscépico como
macroscopico. Posteriormente, se conservaron mediante glicerol y agar
inclinado. Por altimo, se llevo a cabo la identificacion molecular de las cepas
de Fusarium spp. obtenidas en el proceso.

2.1.1 Muestreo

Para la obtencion de hongos silvestres, se visitaron 2 fincas productoras de
fresa ubicadas en el municipio de Silvia, Cauca. Los sitios de muestreo en cada
finca fueron seleccionados mediante la observacion de plantas enfermas que
presentaron caracteristicas tipicas de la infeccion causada por Fusarium spp:
enanismo, hojas amarillas, marchitas y con manchas necroticas, crecimiento
lento, deformaciones en las raices, los tallos, frutos con pudriciones y manchas
oscuras.

Las muestras de suelo fueron recolectadas mediante un muestreo compuesto
obteniendo 500 gramos de suelo por finca. La toma de muestras se realiz6
aproximadamente a 10 cm de profundidad, utilizando un palin previamente
desinfectado, teniendo en cuenta las partes circundantes de la zona radicular
de las plantas. Para la obtencién de las raices, se utilizé un muestreo simple y
se extrajo de manera manual la planta (Sanchez Leon & Bustos, 2019). Las
muestras se guardaron en una nevera de icopor en bolsas de cierre hermético,
tipo Ziploc, debidamente marcadas. Se transportaron al Centro Internacional
Biotecnoldgico Agroindustrial (CBA) de la Universidad del Cauca, y se
procesaron inmediatamente.

2.1.2 Aislamiento de los hongos a partir del suelo de cultivo de fresa

Los aislamientos fueron obtenidos mediante la adicion de 10 g de suelo en 90
mL de agua, los cuales se homogenizaron y se llevaron a agitacion por 30
minutos a 120 rpm. Posteriormente, se realizaron diluciones sucesivas hasta
10y se hizo la siembra por superficie en placas de Petri con Agar extracto de
levadura-glucosa-cloranfenicol (YGC) (Pérez & Garcia Godos, 2019). Las
placas se colocaron en una Incubadora marca Binder GmbH, Alemania (Bd
115) a 28 °C por 5 dias.
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2.1.3 Aislamiento de los hongos a partir de raices de cultivo de fresa

Las raices recolectadas fueron lavadas con agua estéril, y se fragmentaron en
pequefias partes, los fragmentos se enjuagaron con agua destilada para
eliminar los residuos que pudieran interferir con el desarrollo normal del
patégeno (Pérez & Garcia Godos, 2019). Posteriormente, los fragmentos de
tejido se sembraron en cajas de Petri con YGC, seguido de incubacion por 5
dias a 28 °C.

2.1.4 Purificaciéon

Para realizar la purificacion, se realizd una preseleccion visual de los hongos,
basada en caracteristicas morfologicas. Los aislados seleccionados fueron
replicados mediante la técnica de puncion en el medio de cultivo YGC. Las cajas
de Petri fueron colocadas en incubacion durante 5 dias a 28 °C.

2.1.5 Descripcién macroscopicay microscépica de hongos purificados

Para la descripcidbn macroscopica de los hongos purificados, se tuvieron en
cuenta caracteristicas como color, topografia y textura. Para la descripcion
microscopica, se realizaron tinciones con azul de lacto fenol y se observaron
con un microscopio de 40x y 100x en busca de estructuras tales como hifas,
esporas y conidiéforos (Marulanda Medina, 2017).

Para la descripcién macroscépica y microscopica se tuvo en cuenta referentes
de literatura y tres manuales: “ldentification of Pathogenic Fungi. Second
Edition; “Molecular Identification of Fungi”; “Pictorial Atlas of Soil Y Seed Fungi
Morphologies of Cultured Fungi and Key to Species. Second Edition”.
(Tedersoo & Nilsson, 2016),(Burbano Rosero et al., 2017).

2.1.6 Conservacion de hongos obtenidos

Para la conservaciéon de los hongos purificados, se utilizaron dos métodos:
conservacion con glicerol y conservacion en tubo con agar inclinado.

En el caso de la conservacién con glicerol, se hizo una resiembra de los
hongos purificados en 50 mL de agua peptonada al 1%. Los cultivos fueron
llevados a incubacion a 28 °C durante 5 dias. Posteriormente, se transfirieron
a tubos Falcén y se centrifugaron durante 20 minutos a 3800 rpm. Se procedio
a recuperar la biomasa, que se suspendio en una solucion de glicerol al 60%
y agua peptonada al 1%. Las suspensiones se almacenaron en viales en
Congelador marca Freezer Thermo Scientific a -20 °C para su conservacion a
largo plazo (Sanchez Soto, 2018).

En cuanto a la conservacion en tubo con agar inclinado, se emplearon tubos
de vidrio de 10 mL con medio YGC en un plano inclinado. La conservacion se
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realiz6 mediante la técnica de puncion, donde se introdujo una aguja o punzon
en el agar para depositar una pequefia cantidad del hongo purificado. Los
tubos se incubaron durante 5 dias a 28°C para permitir el crecimiento y
desarrollo del hongo. Finalmente, los tubos se conservaron en el Refrigerador
marca Samsung, China (RI38FEAKDSL) a 4 °C para su almacenamiento a
corto plazo

2.1.7 Identificacion molecular de Fusarium spp.

Se realiz6 la identificacion molecular de los hongos pertenecientes al género
Fusarium de acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas. Para ello, se llevo a
cabo una extraccién de ADN, seguida de la amplificacion por PCR de la region
ITS, y finalmente se procedi6 a la secuenciacion y andlisis de los datos
obtenidos.

2.1.7.1 Extraccion de ADN

Los hongos conservados fueron activados en agar YGC, luego de 5 dias de
crecimiento a 25 °C se hizo un raspado de micelio y se procedio al proceso de
extraccion de ADN por solventes organicos. Para ello, el micelio obtenido se
centrifugd a 4.500 rpm por 20 minutos y se elimino el sobrenadante. Luego, se
adicion6 1 mL de Tampdn SET (Tris 20 Mm, EDTA 25 Mm, NaCl 75 Mm, pH
8,0), se aplicé Vortex marca Maxi Mix Il, USA (M37615) y se agreg6é 1 mL de
Lisozima (10mg/mL), manteniéndolo en incubacion en un termostato marca
Memmert, Alemania (WNB 7) por 2 horas a 37 °C. Después, se agregaron 5
ML de RNAsa (10 mg/mL) y se incub6 nuevamente a 37 °C por 1 hora.
Posteriormente, se afadido 300 pL de SDS (10%), 50 pyL de Proteinasa K
(10mg/mL) y se incubd por 1 hora a 37 °C. Luego, se afiadié 150 pL de acetato
de sodio 2 M, se aplic6 vortex por 30 segundos y se mantuvo en bafio de hielo
por 10 minutos. A continuacion, se afadi6 500 yL de Fenol: Cloroformo:
Alcohol Isoamilico (25:24:1) y se agito por 30 segundos.

Posteriormente, se centrifugé a 4.500 rpm por 20 minutos a temperatura
ambiente. Luego, se transfirio el sobrenadante a un vial de 1,5 mL y se afiadio
500 pL de Cloroformo: Alcohol Isoamilico (24:1). Ademas, en igual volumen se
afnadio Isopropanol almacenado a -20°C, observando la precipitacion de ADN.
A continuacion, se centrifugd a 10.000 rpm por 20 minutos y se descarto el
sobrenadante. Se afnadieron 500 uL de Etanol al 70% y se centrifug6 a 10.000
rpom por 10 minutos. El sobrenadante fue descartado y el tubo se dejé secar a
temperatura ambiente por 12 horas. Después de este tiempo, se aplicaron 300
ML de Tampdn TE 1X (Tris 0,01 Mm, EDTA 1 Mm, pH 7,5) y se conservo a -20
°C (Burbano Rosero et al., 2017).
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2.1.7.2 Cuantificacion del ADN obtenido

La integridad del ADN extraido se verificd mediante geles de agarosa al 1%
en una Camara de Electroforesis Labnet International Inc, USA (E0160). Las
condiciones de corrida fueron de 1 hora a 70 voltios, y se utilizé lambda Hind
[l como marcador de tamafio molecular. Después de la corrida electroforética,
el gel fue visualizado en un foto-documentador marca Benchtop UV
Transiluminator, USA (CPQ-8838) a una longitud de onda de 302 nm.

2.1.7.3 Amplificacion de gen ribosomal 28S

Para la amplificacion del gen 28S rRna se utiliz6 un termociclado marca
Labnet, USA (TC9610), con primers: NL1 (5'-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAG-3') e NL4

(5- GGTCCGTGTTTCAAGACGG -3'). El mix de PCR estuvo compuesto de la
siguiente manera: 2 uL de primer NL1 (20 uM), 2 yL de primer NL4 (20 uM), 3
ML de ADN, 25 uL de safe Green 2x PCR taq master mix y 18 yL de agua
grado molecular. Las condiciones de termociclado fueron las siguientes: 94 °C
por 2 minutos, 40 ciclos a 95 °C por 30 segundos, 60 °C por 15 segundos 'y 72
°C por 90 segundos, con una extension final a 72 °C por 10 minutos.

2.1.7.4 Cuantificaciéon del amplificado obtenido

La calidad de los amplificados obtenidos se verific6 mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 1%. El tiempo de corrida fue de 40 minutos
a 70 voltios, y se utilizé 1 Kb opti-DNA como marcador de tamafio molecular.

2.1.7.5 Secuenciacion y analisis de secuencias

Los amplificados obtenidos se enviaron a un laboratorio externo para su
secuenciacion. Una vez que se obtuvieron las secuencias, se visualizaron en
el programa BioEdit version 7.0.4 de Estados Unidos. Se verificé la calidad,
se cortaron los extremos que no presentaban picos definidos, y se compararon
con la base de datos Estadounidense National Center of Biotechnology
Information (NCBI) (Burbano Rosero et al., 2017).

2.2 DETERMINACION DEL EFECTO ANTAGONICO DE HONGOS
OBTENIDOS DE SUELO Y RAIZ DE CULTIVO DE FRESA SOBRE
Fusarium spp.

De acuerdo a la caracterizacion de los hongos obtenida en el numeral 2.1.5,
se realiz6 una revision bibliogréfica con el fin de descartar aquellos hongos
reportados como patogenos en el cultivo de fresa y seleccionar aquellos con
potencial biocontrolador. A continuacion, se procedi6 a realizar las pruebas de
antagonismo dual, pruebas de inhibicibn de compuestos volatiles, asi como
pruebas de antagonismo a pH de 4 y diferentes temperaturas. Estas pruebas
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permitieron evaluar la capacidad de los hongos seleccionados para inhibir el
crecimiento y desarrollo de Fusarium spp y determinar su potencial como
agentes de control biolégico.

2.2.1 Antagonismo por cultivo dual

Inicialmente, cada microorganismo fue activado en cajas de Petri con Agar YGC
por puncion y se llevd a incubacion a 28 °C durante 5 dias. Posteriormente,
fueron activados por discos bajo las mismas condiciones que la activacion.
Después, en una caja Petri con agar YGC, se colocé un disco de micelio del
hongo Fusarium spp. con un diametro de 0,5 mm. Ademas, en la misma placa,
a una distancia de 6 cm se sembré un disco de 0,5 mm del micelio del
antagonista fangico. Las placas se incubaron a 28 °C durante 5 dias (Sanchez
Leon & Bustos, 2019). Se establecié un control del experimento en placas
diferentes con medio YGC, donde se dejo crecer el hongo patégeno y el hongo
antagonista en las mismas condiciones durante 5 dias a 28 °C, hasta que la
colonia alcanzo el borde opuesto de la placa.

Al sexto dia de incubacion, se midi6 el radio de crecimiento de los
microorganismos enfrentados y se determind el porcentaje de inhibicion de
crecimiento, mediante la siguiente formula (Sanchez Leon & Bustos, 2019).

PICR = ((R1 - R2) /R1) x 100%

Donde, R1 corresponde al crecimiento radial del patégeno y R2 corresponde al
crecimiento radial del testigo en cada tratamiento.

2.2.2 Inhibicion por compuestos voléatiles

En el ensayo de inhibicién por compuestos volatiles, se seleccionaron las cepas
que presentaron un porcentaje de inhibicion mayor frente al patégeno Fusarium
spp. en la prueba de enfrentamiento dual en el numeral 2.2.1.

Primero, los hongos que presentaron mayor actividad antagénica y Fusarium
spp. fueron activados previamente en cajas de Petri con medio de cultivo YGC
por discos y se incubaron a una temperatura de 28 °C durante cinco dias.

Para determinar la produccion de metabolitos volatiles, se empleé el método de
placas superpuestas. Inicialmente, se procedié a colocar en una caja de Petri
con medio de cultivo YGC un disco de 0,5 mm de didmetro del hongo Fusarium
Spp. y en otra caja de Petri con el mismo medio de cultivo se colocé un disco de
0,5 mm de diametro del antagonista. Luego, se les retir0 la tapa a ambas cajas
y se unieron colocando la base que contenia el disco de Fusarium spp. encima
de la caja que contenia el disco del antagonista. Posteriormente, las cajas de
Petri fueron selladas con papel encerado e incubadas a 28 °C durante 5 dias
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(Gonzalez Martinez, 2020). Se utiliz6 como testigo la colonia del fitopatégeno y
el antagonista creciendo en cajas con YGC libre de inhibidores.

Finalmente, al sexto dia se calcul6 el porcentaje de inhibicion con la siguiente
formula:

% Inhibicion = [(D1-D2) /D1] x 100%

Donde, D1= Diametro de la colonia del fitopatdgeno creciendo en cajas con
YGC-agar libre de inhibidores.

D2= Diametro de la colonia del fitopatégeno creciendo en cajas con YGC-agar
confrontada con los metabolitos voléatiles producidos por el antagonista.

2.2.3 Antagonismo a pH 4,0

Inicialmente, las cepas antagonistas seleccionadas y Fusarium spp. fueron
previamente activadas en cajas de Petri con medio YGC. Luego, se incubaron
a una temperatura de 28 °C durante cinco dias. Después, el medio de cultivo
YGC fue ajustado a pH 4,0 utilizando HCI 0,1 N y NaOH al 5%, con la ayuda
de un pH-metro. Una vez que los medios de cada tratamiento estuvieron
preparados, se sometieron a esterilizacion en autoclave marca All American,
USA (75X) a 121 °C durante 20 minutos.

En una misma caja se sembré un disco de micelio de la colonia del hongo
antagonista y otro del Fusarium spp. a una distancia de 6 cm. Luego, se
sellaron las cajas y se conservaron a una temperatura de 28 °C. Se realizaron
tres réplicas por cada tratamiento y, como controles, se dejaron cajas
sembradas con el hongo antagonista y Fusarium spp. de manera
independiente (Ronnie Gakegne & Martinez Coca, 2018).

Las evaluaciones del crecimiento de los hongos se realizaron al octavo dia y
se determiné el porcentaje de inhibicién, siguiendo lo descrito en el numeral
2.2.1.

2.2.4 Antagonismo atemperatura de 20 °Cy 10 °C

Inicialmente, las cepas antagonistas seleccionadas y Fusarium spp. fueron
previamente activadas en cajas de Petri con medio YGC. Luego, se incubaron
a una temperatura de 28 °C durante cinco dias. Posteriormente, se tomo un
disco con micelio del hongo antagonista y se sembrd en un borde de la caja
Petri, opuesto a 6 cm de distancia se ubico un disco con micelio de Fusarium
spp (Ronnie Gakegne & Martinez Coca, 2018). Las cajas se incubaron a
temperatura de 10 °Cy 20 °C.

Para la prueba de antagonismo realizada a 10 °C fue necesario realizar el
seguimiento durante 12 dias, mientras que para la prueba a 20 °C se realiz6
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el seguimiento hasta el sexto dia. Se evalué el porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial, utilizando la férmula descrita en el numeral 2.2.1.

2.2.5 Caracterizacion molecular de agentes biocontroladores

Las actividades correspondientes para la caracterizacion molecular de los
agentes biocontroladores se realizaron conforme a lo descrito en el numeral
2.1.7.

2.2.6 Diseiio experimental

Para la prueba de enfrentamiento dual, se aplic6 un disefio unifactorial
completamente al azar, teniendo como factor los hongos antagonistas (23), y
como variable de respuesta el porcentaje de inhibicidén. Se realiz6 un analisis
de varianza con el fin de identificar si existian diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos con un nivel de confianza del 95%. A
aguellos tratamientos que presentaron diferencias estadisticas, se les realizé
un agrupamiento mediante el analisis de Tukey.

Para la prueba de compuestos volétiles, se aplic6 un disefio unifactorial
completamente al azar, teniendo como factor los hongos antagonistas
seleccionados (2) y como variable de respuesta el porcentaje de inhibicion.

Para la prueba de antagonismo a pH 4,0, se aplicé un disefio experimental
completamente al azar, teniendo dos factores los cuales corresponden a los
hongos antagonistas seleccionados (2) y el pH a evaluar, y como variable de
respuesta el porcentaje de inhibicion

Para la prueba de antagonismo a 20 °C, se aplicé un disefio experimental
completamente al azar, teniendo dos factores los cuales corresponden a los
hongos antagonistas seleccionados (2) y la temperatura a evaluar (20 °C), y
como variable de respuesta el porcentaje de inhibicion. De igual manera, se
emplea el mismo disefio para la prueba de antagonismo a 10 °C.

Para pruebas de compuestos volatiles, pH y temperatura, se aplico la prueba

t de Student para confirmar diferencias estadisticas entre los tratamientos con
un p valor de 0,05.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 CARACTERIZACION DE LOS HONGOS CULTIVABLES PRESENTES
EN SUELO Y RAIZ DE LAS PLANTAS DE FRESA CON
ENFERMEDADES FUNGICAS ASOCIADAS A LA RAIZ.

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos en el aislamiento e
identificacion morfologica de los hongos obtenidos en el municipio de Silvia,
Cauca. Ademas, la identificacion molecular de los hongos seleccionados.

3.1.1 Aislamiento de los hongos a partir del suelo y raiz de cultivo de
fresa

Se aislaron un total de 71 hongos asociados al cultivo de la fresa de las
muestras recolectadas. La finca 1 mostré el mayor nimero de hongos aislados
(60,56%), mientras que en la finca 2 se obtuvo una cantidad menor (39,44%).
Es relevante mencionar que los aislados obtenidos del suelo fueron mayores
(59,15%) que los obtenidos de las raices (40,85%) en ambas fincas (Tabla 1).
A cada aislado se le dio la denominacion de SH para aquellos provenientes
del suelo y RH para los provenientes de las raices.

Tabla 1. Numero de aislados fungicos obtenidos

Aislados
Finca Suelo Raiz Total
1 24 19 43
2 18 10 28
Total 42 29 71

De acuerdo a la tabla 1, se puede analizar que la obtencién de un mayor
namero de aislamientos de hongos del suelo en comparacién con las raices
puede atribuirse a varias razones: los tejidos internos de las raices no ofrecen
tantos nichos ecolégicos y recursos disponibles como el suelo, ya que la
rizosfera es un ambiente particularmente rico en microorganismos debido a la
influencia directa de las raices de las plantas en la liberacion de nutrientes y
compuestos organicos que favorecen su crecimiento (Osorio, 2009) .Por otro
lado, el espacio dentro de las raices es limitado, lo que puede dar lugar a una
competencia intensa entre los microorganismos por los recursos limitados, asi
mismo, existen microorganismos que viven en simbiosis con las plantas,
conocidos como endofitos, a menudo han evolucionado para establecer
relaciones mutuamente beneficiosas con sus hospedadores. Estos endofitos
pueden ser mas abundantes en el interior de las raices, pero su nimero puede
seguir siendo menor en comparacion con la diversa comunidad microbiana del
suelo (Lisseth et al., 2013).0Otra razén atribuida a encontrar mas aislados en la
Finca 1 que en la Finca 2, son las practicas de manejo del suelo, como la
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aplicacion de fertilizantes y pesticidas, pueden introducir cambios sustanciales
en la dinamica de estos microorganismos (Descalzo Garrido, 2022) .

3.1.2 Descripcion macroscopicay microscépica de hongos purificados

3.1.2.1 Descripcidon macroscopica

En el Anexo 1, se encuentran los resultados de las caracteristicas
macroscopicas de los hongos aislados, se consideraron tres aspectos
principales: color, topografia y textura.

Durante esta fase se pudo observar una gran variedad de colores, donde la
predominancia fue de blanco y verde, mientras que los de menor frecuencia
correspondieron a café y amarillo (Figura 1).

Figura 1. Coloracion observada en los aislados cultivados en YGC (6 dias a 28°C)

A. verde con pigmentos amarillos, B. blanco opaco, C. blanco con pigmentos
rosaceos, D. rosado claro, E. verde claro y verde oscuro

En cuanto a topografia, de los 42 aislados recolectados a partir de muestras
de suelo se identificaron 3 tipos principales: topografia plana el 65,21%,
seguida por umbonada con un 28,26%, y finalmente rugosa con solo un 6,52%.
En cambio, los hongos aislados de la raiz mostraron dos tipos de topografia:
plana representando el 80,55% y umbonada el 19,44% (Figura 2).
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Figura 2. Topografia de los aislados cultivados en YGC (6 dias a 28 °C).

A. Plana, B. Algodonosa y C. Umbonada.

A B C

Las texturas de los aislados se dividieron en 4 categorias: polvorienta,
algodonosa, granular y aterciopelada. Al analizar los aislados del suelo, se
observé que las texturas polvorienta y algodonosa representaron cada una el
32,60%, aterciopelada con 26,08%, y granular con 8,69%. En contraste, los
aislados de raices presentaron: algodonosa con un 50%, granular el 22,22%,
polvorienta el 19,44% y aterciopelada el 8,33% (Figura 3)

Figura 3. Textura de los aislados cultivados en YGC (6 dias a 28 °C).

A. Polvorienta, B. Algodonosa, C Granular y D. Aterciopelada.

A B C D

La identificacion macroscopica desempefia un papel fundamental, ya que
proporciona una comprension visual detallada que abarca caracteristicas mas
precisas en cuanto a color, textura y topografia permitiendo una identificacion
mas precisa. En el caso de hongos biocontroladores como Trichoderma spp.,
Zin & Badaluddin, (2020) reportan que observaron un micelio blanco, con un
aspecto algodonoso. Con el paso del tiempo, este micelio experimenta un
desarrollo de esporulacion de tonalidad verde, presentando una textura
aterciopelada. Esto coincide con las caracteristicas reportadas para los
aislados SH4, RH26 y RH35 obtenidos en este estudio. Mientras que, Henao-
Henao etal.,(2018), afirma que Fusarium spp. tiene una apariencia
algodonosa y de color blanquecino y rosado, en los primeros dias de
crecimiento caracteristicas que concuerdan con lo encontrado para los aislado
SH3 y SH26. Ademas, (Andrade Hoyos et al., 2019) afirma que algunos
géneros de Fusarium spp. pueden tener una coloracion levemente parpura, en
el centro del mismo. Esto coincide con lo reportado en este estudio para el
aislado SH33.
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3.1.2.2 Identificacién microscédpica.

De acuerdo a las caracteristicas microscopicas los 71 aislados encontrados,
se clasificaron en 9 géneros distintos, entre los cuales estan hongos
fitopatbgenos de los géneros: Aspergillus spp., Penicillium spp., Mucor
spp., Alternaria spp., Pythium spp., Rizhopus spp., Rhizoctonia spp. y
Fusarium spp. De igual manera, se aislaron hongos con potencial antagénico
de los géneros Trichoderma spp. y Metarhizium spp. (Tabla 2).

Tabla 2. Numero de aislados por género en suelo y raiz.

Geénero Suelo Raiz Total
Aspergillus spp. 7 1 8
Penicillium spp. 9 1 10
Mucor spp. 5 9 14
Pythium spp. 3 3 6
Rhizopus spp. 2 2 4
Rhizoctonia spp. 3 0 3
Fusarium spp. 3 0 3
Trichoderma spp. 4 8 12
Metarhizium spp. 5 6 11
Total 42 29 71

La tabla 2 revela una marcada predominancia de patégenos en comparacion
con los posibles agentes biocontroladores. Inicialmente, la predominancia
podria atribuirse al hecho de que los patégenos fueron detectados en las
plantas de fresa enfermas, lo que naturalmente resulté en una mayor
proporcién. No obstante, los géneros que predominaron en este estudio fueron
Mucor spp., Aspergillus spp. y Penicillium spp. los cuales se clasifican como
hongos saprofitos por lo que pueden permanecer en el suelo, en comparacion
con las otras especies de hongos que sélo se desarrollan en ciertas épocas,
principalmente cuando el suelo presenta humedad. Ademés, autores como
Yinmei Liu et al., (2022) identificaron en muestras de suelo a Alternaria spp. y
Mucor spp. y en raices Rhizoctonia spp. Mientras que Morales et al., (2020),
identifico dos hongos asociados a la raiz Rhizoctonia sp. y Fusarium spp.

A continuacion, se proporciona una descripcibn de las enfermedades

causadas por hongos fitopatdbgenos en el cultivo de fresa, junto con su
caracterizacion macroscoépica y microscépica correspondiente.
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Aspergillus spp.

De acuerdo a la tabla 2, se encontraron 8 cepas de este género. A nivel
macroscopico se observaron dos tipos de texturas: granular y aterciopelada
con topografia plana, umbonada y rugosa. Los colores que se encontraron
fueron bordes blancos, cafés y azules con centro gris, blanco o café. En el
analisis microscopico, se lograron ver conidiéforos no ramificados y lisos y
sobre ellos se encontraron esporas o conidios, esta descripcion coincide con
lo identificado por Shalaby et al., (2023), de acuerdo a la Figura 4.

Segun lo reportado por Cano M.A, (2013), este patdégeno es frecuente en la
etapa poscosecha y son responsables de causar la enfermedad conocida
como podredumbre negra en el fruto de fresa. Ciertas especies dentro de este
género tienen la capacidad de generar micotoxinas, tales como la aflatoxina,
la ocratoxina y la patulina, estas sustancias pueden representar un riesgo para
la salud si se consumen frutos contaminados.

Figura 4. Identificacion macroscopica y microscépica de Aspergillus spp.

A. Colonia en medio YGC (6 dias) observada en este estudio; B Conidi6foro
con esporas 100X observado en este estudio; C y D: Morfologia
macroscoépica y microscopica (Shalaby et al., (2023).

Conidi6foro

Penicillium spp.

Segun lo indicado en la Tabla 2, se identificaron un total de 10 cepas
pertenecientes a este género. En la identificacion macroscopica, se describio
la textura de estas colonias como granular y algodonosa, con una topografia
que varié entre plana, umbonada y rugosa. Este género se distinguié por la
diversidad de colores, que iban desde tonalidades azules con destellos verdes
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hasta tonos grises. En el analisis microscopico, se pudo observar la presencia
de conidios con una estructura ramificada, destacando la identificacion de
ramas y conidiésporas con caracteristicas particulares, similares a las
observadas en estudios previos, como el realizado por Arias Cifuentes &
Pifieros Espinosa, (2008) (Figura 5).

De acuerdo con Hernandez Medina, (2016), este hongo provoca la aparicion
de condiciones de podredumbre y debilitamiento de las plantas y es comun
encontrar su presencia durante la fase de poscosecha.

Figura 5. ldentificacion macroscopica y microscépica de Penicillium spp.

A. Colonia madura en medio YGC (6 dias) observada en este estudio; B.
Conidiéforo, conidios y fidlides 100X observadas en este estudio; Cy D:
Morfologia macroscopica y microscopica (Zakariya et al., 2022).

Mucor spp.

Conforme a la tabla 2, se encontraron 14 cepas de este género. A nivel
macroscopico las colonias comenzaron con un color blanco, pero con el tiempo
cambiaron a tonos marrones. Las texturas fueron algodonosas con topografia
plana. En la morfologia microscopica, se pudo observar esporangios con
endosporas en su interior. Los esporangios tienen una forma esférica o
redonda, y también se presentan hifas aseptadas y gruesas. Estas
caracteristicas concuerdan con Morin-Sardin et al., (2017) (Figura 6).

Basado en Cruz-Lachica et al., (2017), las especies de este género de manera
general, son saproéfitos y pueden descomponer materia organica muerta.
Otros autores como, Guédez Clemencia et al., (2009), reportan que Mucor
Spp. se caracteriza por ocasionar la enfermedad de podredumbre negra
durante la cosecha o almacenamiento de las fresas.
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Figura 6. Identificacion macroscopica y microscopica Mucor spp.

A. Colonia en medio YGC (6 dias), observada en este estudio; B Esporangios
con endosporas. Microscopicamente 100X observadas en este estudio. Cy
D: Morfologia macroscépica y microscépica (Saito et al., 2016)

Pythium spp.

Conforme a la tabla 2, se encontraron 6 cepas de este género. En la
identificacion macroscépica se observo el aspecto algodonoso y topografia
plana, las colonias presentaron color blanco. Mientras que en la morfologia
microscoépica se observo oogonio con esporas, aspectos descritos coinciden
por lo reportado por Zitnick-Anderson, (2013) (Figura 7).

Cano M.A, (2013), reporta que este género ocasiona la podredumbre negra
en la etapa poscosecha en el cultivo de fresa, lo que puede resultar en la
pérdida de calidad y deterioro de las frutas. Asi mismo, Zitnick-Anderson,
(2013), afirma que especies de este género pueden encontrarse en el suelo
infectando principalmente las raices de las plantas.
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Figura 7. Identificacion macroscopica y microscépica Pythium spp.

A. Colonia en medio YGC (6 dias), observada en este estudio; B Oogonio con
esporas. Microscépicamente 100X observadas en este estudio. Cy D:
Morfologia macroscopica y microscoépica (Zitnick-Anderson, 2013).

Esporas

Rhizopus spp.

Tal como se muestra en la tabla 2, se encontraron 2 cepas de este género. Se
observé macroscopicamente una textura algodonosa con topografia plana,
inicialmente, la colonia crecio de color blanco después se torné de un color gris
oscura o marron. A nivel microscoépico, se observo esporangiéforos, columelas
y esporangios con esporangiosporas, toda la descripcién coincide con lo
investigado por (Cruz-Lachica et al., 2017) (Figura 8).

De acuerdo con Gerardo Velazquez-Del Valle et al., (2007), este hongo es
responsable de la pudricién blanda que afecta la superficie de las fresas,
caracterizada por la presencia de un micelio algodonoso visible en la fruta.
Ademas, Rhyzopus spp. es considerado un hongo saprofito, ya que se
encarga de descomponer la materia organica.
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Figura 8. ldentificacion macroscopica y microscépica Rhizopus spp.

A. Colonia en medio YGC (6 dias), observada en este estudio; B Esporangio con
esporangiosporas, columela y conidiéforo 100X observados en este estudio.; Cy
D: Morfologia macroscépica y microscépica (Cruz-Lachica et al., 2017).

T

Rhizoctonia spp.

De acuerdo a la tabla 2, se encontraron 3 cepas de este género. Se identificd
macroscopicamente un color inicial blanco, luego se presenté una tonalidad
crema amarillenta y textura algodonosa con topografia plana. Mientras que, a
nivel microscépico se caracterizd por tener hifas septadas que pueden ser
hialinas, estos aspectos coinciden con lo reportado por (L. A. Morales Mora et
al., (2020) (Figura 9).

De acuerdo a la literatura reportada, este hongo produce sintomas de
marchitez y pudricion de raiz en el cultivo de fresa (L. A. Morales Mora et al.,
2020). Los sintomas en la planta se manifiestan a través de un notable
decaimiento y deshidratacion en el follaje (Arias Tauta & Jerez Ramirez, 2008).
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Figura 9. Identificacion macroscopica y microscopica Rhizoctonia spp.

A. Colonia madura en medio YGC (6 dias), observada en este estudio; B. Hifas
septadas microscopicamente 100X observadas en este estudio; Cy D:
Morfologia macroscépica y microscoépica (Arias Tauta & Jerez Ramirez,

Finalmente, se describe macroscopicamente y microscépicamente hongos
con posible potencial biocontrolador.

Trichoderma spp.

Se identificaron 12 cepas del género Trichoderma spp. (Tabla 2). A nivel
morfologico este género presentd colonias radiales de textura algodonosa,
cubiertas por un micelio inicialmente blanco, pero con el paso de los dias se
torna totalmente verde. En cuanto a la identificacion microscopica, se
identificaron hifas ramificadas, con conidiéforos ramificados de los cuales se
desprenden fialides en verticilos cruzados que produjeron conidios ovoides,
ademas de la presencia de clamidosporas caracteristicas (Figura 10), los
resultados concuerdan con lo expuesto por Zin & Badaluddin, (2020).
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Figura 10. Identificacion macroscopica y microscépica Trichoderma spp.

A. Colonia madura en medio YGC (6 dias) observada en este estudio, B.
Conidiéforos con ramificaciones microscopicamente 100X observados en este
estudio. C y D. Morfologia macroscépica y microscopica (Zin & Badaluddin, 2020)

Metarhizium spp.

Se encontraron 11 cepas del género Metarhizium spp. (Tabla 2). Las colonias
presentaron una apariencia radial de borde definido y aspecto polvoriento.
Inicialmente, el micelio es de color verde intenso. Sin embargo, con el paso de
los dias se torné verde oscuro. Bajo el microscopio, se observaron conidiéforos
ramificados e irregulares, que se extienden desde las hifas del micelio. Las
fidlides se mostraron gruesas en sus extremos y los conidios, por su parte, se
presentaron en forma cilindrica y dispuestos en cadenas a lo largo de los
conidioforos (Figura 11). Caracteristicas similares se encuentran en lo
reportado por (Gebremariam et al., 2021). Ademas, afirman que pese a que
Metarhizium spp. sea considerado como un hongo entomopatdgeno tiene la
habilidad de competir por espacio y nutrientes contra algunos hongos
patdégenos.
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Figura 11. Identificacion macroscopica y microscépica Metarhizium spp.

A. Colonia madura en medio YGC (6 dias) observada en este estudio, B.
Conidiéforos con ramificaciones microscopicamente 100X observados en
este estudio. C y D. Morfologia macroscopica y microscopica (Gebremariam
et al., 2021)

En total se identificaron 9 géneros, de los cuales siete se clasificaron como
patégenos y dos como posibles antagonistas, lo cual es similar a lo encontrado
en diferentes estudios sobre hongos del cultivo de fresa reportados
por,(Morales Mora et al., 2020), (Cano M.A, 2013), (Pérez-Rodriguez et al.,
2019) y (Pastrana Leon, 2014).

Las muestras de suelo presentaron una mayor diversidad de géneros en
comparacién con las muestras de raices. Sin embargo, de manera general
existi6 una marcada predominancia de Penicillium spp., Mucor spp.,
Trichoderma spp. y Metarhizium spp. en comparacion con los otros géneros
(Tabla 2).

3.1.3 Identificacion de Fusarium spp.
De los aislamientos realizados se obtuvieron tres cepas con caracteristicas

morfolégicas y microscépicas similares a las del género Fusarium spp., las
cuales fueron denominadas como SH3, SH26 y SH33 (Tabla 3).
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Tabla 3. Caracteristicas macroscopicas de las colonias de aislados de Fusarium spp.

Aislado

Imagen De La Colonia
Vista Superior

Imagen De La Colonia
Vista Inferior

Descripcion

SH3

Color superior
blanco. Color inferior
blanco con destellos
naranja. Topografia
umbonada. Textura
algodonosa.

SH26

Color inferior vy
superior blanco.
Topografia
umbonada. Textura
algodonosa.

SH33

Color superior
blanco con destellos
morados, e inferior

blanco con
pigmentos rosados.
Topografia

umbonada. Textura
aterciopelada.

En la observacion microscoépica, se identificaron fidlides cortas, macroconidias
en forma de medialuna y septadas. Las microconidias observadas mostraban
una morfologia ovalada, también se lograron visualizar clamidosporas (Figura
12,13y 14); esta descripcion coincide con lo reportado por Hafizi et al., (2013),
guienes encontraron caracteristicas similares tales como, macroconidias,

clamidosporas y monofialides en F. oxysporum y F. solani.
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Figura 12.Microscopia de Fusarium spp. SH3.

A. Macroconidias (100X) observadas en este estudio. B. Macroconidias (100X)
(Kikot Gabriel, 2012). C. Clamidosporas de Fusarium spp. SH3 (100X), observadas
en este estudio. D. Clamidosporas de Fusarium oxysporum (100X) (Renteria-
Martinez et al., 2018).

Figura 13.Microscopia de Fusarium spp. SH26.

A. Clamidosporas de Fusarium spp. SH26 (40X), observadas en este estudio,
B. Clamidosporas de Fusarium oxysporum (40X) (Retana et al., 2017). C.
Macroconidias y microconidias de Fusarium spp. SH26 (100X) observadas

en este estudio. D. Macroconidias de F. brachygibbosum (100X); E.
Microconidias de F. brachygibbosum (100X) (Renteria-Martinez et al., 2018).

Scale 10.00 um

‘Scale 10,00 un V4
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Figura 14.Microscopia de Fusarium spp. SH33.

A. Macroconidias y microconidias de Fusarium spp. SH33 (100X), observadas

en este estudio; B. Macroconidias y microconidias de Fusarium oxysporum
(100X) (Marquez-Fernandez et al., (2020).C. Clamidosporas Y fialides de

Fusarium spp. SH33 (100X), observadas en este estudio. D. Clamidosporas

y fidlides de Fusarium oxysporum (100X) (Marquez-Fernandez et al., 2020).

3.1.3.1 Identificacién molecular de Fusarium spp.

En la Figura 15 se muestran los productos de PCR obtenidos a partir del ADN
gendémico de los aislamientos de Fusarium spp. (SH3, SH26, y SH33), los
cuales presentaron pesos cercanos a 750 pares de bases (pb).

Figura 15. Productos de PCR obtenidos del ADN gendmico de los aislamientos de
Fusarium spp.

1000 pb
750 pb
600 pb
300 pb
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De acuerdo a las secuencias depositadas en la base de datos NCBI, se
identificaron molecularmente tres especies las cuales corresponden a: F.
incarnatum, F. equiseti y F. Oxysporum (Tabla 4).

Tabla 4.1dentificacion molecular de muestras de Fusarium spp.

Cdédigo de muestra Especie identificada Porcentaje de similitud
(%)
SH3 F. Incarnatum 99,24
SH26 F. equiseti 99,82
SH33 F. Oxysporum 96,52

Segun los informes de Pérez-Ortega et al., (2023), Fusarium oxysporum es la
especie mas comun (60%) en afectar el cultivo de fresa, manifestandose en
etapas tempranas. Aunque F. oxysporum es predominante, también se han
registrado casos de F. incarnatum y F. equiseti afectando este cultivo.
(Hernandez Carlos Alberto, 2016) Estos ultimos suelen ser aislados con mayor
frecuencia a partir de hojas, frutos y tallos que de las raices; sin embargo, los
tres tienen la capacidad de existir como saprofitos y de degradar la lignina y
los complejos de carbohidratos asociados con restos organicos del suelo
(Andrade Hoyos et al., 2019). Ademés de compartir la misma sintomatologia
al invadir los tejidos epidermales de la raiz y extenderse a los haces vasculares
lo que resulta en la produccion de micelio y esporas en los vasos, provocando
el taponamiento de estos, lo que a su vez conduce a la marchitez degradativa
de la planta.

3.2 DETERMINACION DEL EFECTO ANTAGONICO DE HONGOS
OBTENIDOS DE SUELO' Y RAIZ DE CULTIVO DE FRESA SOBRE EL
PATOGENO Fusarium Spp

3.21 Antagonismo dual

De acuerdo a los aislamientos obtenidos, se identificaron 23 cepas (11 de
Metarhizium y 12 de Trichoderma) como posibles antagonistas. En la Figura
17 se muestra el comportamiento de algunos antagonismos donde se aprecia
una disminucién significativa en el crecimiento micelial de F. incarnatum SH3,
F. equiseti SH26 y F. oxysporum SH33 lo que indica una alta competencia de
las cepas de Trichoderma spp. y Metarhizium spp.
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Figura 16. Antagonismo dual de cepas de Metarhizium spp. y Trichoderma spp.
contra Fusarium spp.

A. Metarhizium.SH7 vs F. Incarnatum SH3, B. Trichoderma SH4 vs F. Oxysporum
SH33 y C. Metarhizium RH17 vs F. equiseti SH26, D. Trichoderma SH4 vs F.
Oxysporum SH33, E. Metarhizium SH10 vs F. Incarnatum SH3 y Trichoderma
RH3 vs F. equiseti SH26

El andlisis de varianza para el PICR de los antagonistas evaluados contra F.
incarnatum SH3 reportdé que existen diferencias estadisticas significativas
entre tratamientos con un p< 0,05. Mediante la prueba de Tukey se observo la
formacion de 14 grupos donde el aislado Trichoderma SH4 tuvo el mayor
impacto en el crecimiento, alcanzando una inhibicion del 79,30% seguida de
Trichoderma RH21 que logré una inhibicién del 76,23%. En tanto que, RH14
presento los valores méas bajos, con una inhibicion del 32,93% (Tabla 5).
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Tabla 5. Analisis ANOVA, porcentaje inhibicion F. incarnatum SH3

Hongo % Inhibicion
Metarhizium RH14  32,9+3 57
Metarhizium SH35  40,7+3,4 A8
Metarhizium SH7 45,7+0,08¢
Metarhizium SH17  47,8+5,28C
Metarhizium RH15  48,8+1,7¢P
Trichoderma RH35  49,4+1,7¢P
Metarhizium SH12  50,4+2 6CPE
Metarhizium SH10  53,0+0,0€PE
Trichoderma RH37  56,4+1,7PEF
Metarhizium RH12  57,6+3,5EF
Trichoderma SH46  61,6+3,5FC
Trichoderma RH26  66,2+2,06H
Trichoderma SH18 67,1+5,5CH
Trichoderma SH14  68,0+3,16H
Trichoderma RHS8 68,0+1,4CH!
Metarhizium RH11  69,9+0,0"
Metarhizium RH17  70,0+1,8"
Trichoderma RH20  70,8+1,5
Metarhizium RH1 71,7+1,5H
Trichoderma RH3 72,6+0,0HM
Trichoderma RH16  72,6+0,0HM
Trichoderma RH21  76,2+1,6Y
Trichoderma SH4 79,3+1,67

Por otra parte, el analisis de varianza para el PICR de los antagonistas
evaluados contra F. equiseti SH26 reporto que existen diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos con un p< 0,05. El analisis de Tukey permitié
la formacién de 14 grupos donde se destaca Trichoderma RH35 con el 77,03%
de inhibicion, seguido de Trichoderma SH4 con 74,4%. Mientras que,
Metarhizium SH35 genero un de porcentaje de inhibicién de 15,27% siendo el
mas bajo para el patbgeno en mencion (Tabla 6).
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Tabla 6. Andlisis ANOVA, porcentaje inhibicion F. equiseti SH26

Hongo % Inhibicion
Metarhizium SH35 15,2+1,6A
Metarhizium RH14 44,4+0,08
Trichoderma RH3 47 ,4+4 68BC

Trichoderma RH26 55,5+2,7¢P
Metarhizium RH11 60,6+3,0PE
Metarhizium SH7 60,8+1,7PE
Trichoderma RH37 61,1+2 8DEF
Trichoderma RH16 61,6+3,4DEFG
Metarhizium RH12 62,5+1 4DEFG
Trichoderma SH46 65,2+4,1EFCGH
Metarhizium SH17 67,0+1,9EFCHI
Trichoderma SH14 67,4+2 2EFGHI
Trichoderma RH1 67,7+1,7EFCH!
Trichoderma SH18 68,7+1,7EFCGHY
Trichoderma RHS8 68,7+1,7EFCGHI
Metarhizium RH17 68,6+2,2EFGHI
Trichoderma RH21 69,7+0,0FCHN
Trichoderma RH20 69,7+3,07CHN
Metarhizium RH15 70,0+1,1GHY
Metarhizium SH12 71,5+1,9HM
Metarhizium SH10 72,7+3,4H
Trichoderma SH4 74,445 1V
Trichoderma RH35 77,0+3,47

Finalmente, el analisis de varianza para el PICR de los antagonistas evaluados
contra F. oxysporum SH33 reporto que existen diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos con un p< 0,05. Mediante la prueba de Tukey
se logré la formacion de 13 grupos, Trichoderma SH4 demuestra el mayor
porcentaje de inhibicion (90,32%). Asimismo, Trichoderma RH26 logra el
segundo mayor indice de inhibicion (85,48%). En contraste, RH14 presenta el
menor porcentaje de inhibicion (21,07%) (Tabla 7).

45



Tabla 7. Analisis ANOVA, porcentaje inhibicion F. oxysporum SH33

Hongo % Inhibicion
Metarhizium RH14 21,0+7,1A
Metarhizium SH7 40,9+3,38
Metarhizium SH35  43,0+1,8BC
Trichoderma RH21  44,0+1,8BC
Trichoderma RH3 45,342 98C
Metarhizium RH17  51,6+0,0¢P
Metarhizium SH17 53,2+1,6CPE
Trichoderma RH16  59,8+2 8DEF
Trichoderma SH46  62,9+1,65FC
Metarhizium RH1 63,6+1,6FC
Metarhizium RH11  64,1+1,4FC
Trichoderma RH37  64,2+1,4 FC
Metarhizium RH15 66,5+3,9 FC
Metarhizium SH12 67,5 +3,2FC
Metarhizium SH10  68,4+0,0FC
Metarhizium RH12  68,4+2,8FC
Trichoderma SH18 69,3+4,8FCH
Trichoderma SH14  70,0+1,4¢H
Trichoderma RH20  71,3+1,5CGH
Trichoderma RHS8 72,9+1,2CH
Trichoderma RH35  79,0+8,0H!
Trichoderma RH26  85,4+4 8|
Trichoderma SH4 90,3+0,0’

La actividad antagdnica encontrada en este trabajo exhibe una inhibicion que
oscila entre el 15,2% y 71,7% para el género Metarhizium spp. y desde el
29,20% hasta el 90,32% para Trichoderma spp. valores cercanos a lo
reportado por Reyes et al. (2012) quien reporta porcentajes de inhibiciéon de
Fusarium sp entre un 20,0 y 87,0%. En particular se observé que en esta
prueba el crecimiento micelial en la mayoria de cepas de Trichoderma spp. fue
mas rapida que la de Fusarium spp. y algunas cepas de Metarhizium pueden
continuar creciendo sobre el micelio de Fusarium spp.

En general, las cepas que presentaron mayor inhibicion sobre F. incarnatum
SH3 fueron Trichoderma SH4 y RH21, para F. equiseti SH26 se encontro
Trichoderma SH4 y RH35 y para F. oxysporum SH33 se destaco6 Trichoderma
RH26 y SH4. Para las tres cepas de Fusarium encontradas en este estudio,
SH4 se consider6 como un potencial antagonista ya que mostré un rango de
inhibicion del 74% al 91%, logrando mayor eficiencia contra F.oxysporum
SH33. Segun Harman (2005) se necesita por lo menos un 60% de inhibicién
en pruebas de antagonismo In vitro para que un biocontrolador pueda
considerarse como efectivo.
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Por otra parte, las cepas SH4 y RH26 encontradas en este estudio alcanzan
un maximo de inhibiciéon de 90,32% y 85,48%, valores que son superiores a lo
reportado por diferentes estudios como es el caso de Kang et al., (1996) quien
determiné el efecto antagdénico de M. anisopliae al inhibir la germinacion
conidial de F. oxysporum en un 53,0%. De la misma manera es superior a lo
reportado por Picardal et al., (2019), quien evalu6 la actividad antagonica de
T. viride y M. anisopliae frente a F. oxysporum alcanzando inhibiciones de
72,37% y 31,27% respectivamente.

Segun estos resultados, se eligieron dos antagonistas con la mayor capacidad
de inhibicién para cada patdgeno, con el propésito de llevar a cabo las demas
pruebas. En consecuencia, se establecieron las siguientes combinaciones:
Trichoderma RH21 y SH4 contra F. incarnatum SH3, Trichoderma RH35y SH4
frente a F. equiseti SH26 y, por ultimo, Trichoderma RH26 y RH4. Contra F.
oxysporum SH33.

3.2.2 Metabolitos volatiles (COVs)

En la evaluacién de la actividad antagonica mediada por los COVs emitidos
por las cepas de Trichoderma spp. frente a F.incarnatum SH3, F. equiseti
SH26 y F. oxysporum SH33. se observd una reducciéon del diametro micelial
de los tres Fusarium en comparacion con el control (Figura 17).

Figura 17. Actividad antag6nica por compuestos organicos volatiles (COVs)

A. Trichoderma SH4 vs F. Incarnatum SH3, B. Trichoderma RH35 vs F. equiseti
SH26 y C. Trichoderma RH26 vs F. Oxysporum SH33

En las tablas 8,9 y 10 se presentan los resultados del porcentaje de inhibicion
del crecimiento radial para los patégenos, donde la prueba t de Student revelo
gue existen diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos RH21
y SH4 frente a F. incarnatum (p<0,05). Mientras que, para F. equiseti SH26 y
F. oxysporum SH33 no se encontrd alguna diferencia estadistica significativas
entre los tratamientos (p>0,05).
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Tabla 8 . Porcentaje de inhibicién producido por COV’s de Trichoderma spp. contra
F. incarnatum SH3.

Hongo % Inhibicion
Trichoderma RH21 56,2+ 0,3
Trichoderma SH4 30,8+ 0,1

Tabla 9. Porcentaje de inhibicién producido por COV’s de Trichoderma spp. contra
F. equiseti SH26

Trichoderma RH35 33,1+ 4,2
Trichoderma SH4 31,0+4,0

Tabla 10. Porcentaje de inhibicién producido por COV’s de Trichoderma spp. contra
F. oxysporum SH33

Trichoderma RH26 40,1+ 1.8
Trichoderma SH4 35,2+ 3,1

Los anteriores resultados demuestran una inhibicién que oscil6é entre 30,8% y
un 56,2%. Siendo los tratamientos RH21 y RH26 los que mostraron mayores
porcentajes de inhibicion frente a F. incarnatum SH3 y F. oxysporum SH33
respetivamente. Por otro lado, el tratamiento SH4 exhibié la menor capacidad
inhibitoria en los tres Fusarium, siendo significativamente mas bajo frente a F.
incarnatum SHS3.

La inhibicion alcanzada en este trabajo por Trichoderma RH21 y RH26 es
similar a lo reportado por Rajani et al., (2021), quienes encontraron un
porcentaje de inhibicion entre el 46,70% y el 53,96% para F. oxysporum. Por
otro lado, Sanchez Leon & Bustos, (2019) report6 un valor del 56,0% sobre el
patdbgeno Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici en cultivos de tomate,
resultado similar al obtenido en el presente estudio.

Aunque en este estudio no se determind que tipo de compuestos volatiles
generan la inhibicién por parte de Trichoderma spp. es importante destacar
que Sanchez Leon & Bustos, (2019) y Rajani et al., (2021) realizaron un
analisis de perfil de compuestos volatiles de Trichoderma spp y encontraron
alcohol isobutilico, alcohol isopentilico y el 3-metilbutanal. Es probable que uno
0 mas de estos grupos de COV sean los responsables de causar la inhibicion
del crecimiento micelial de F. incarnatum SH3, F. equiseti SH26 y F.
oxysporum SH33 en este estudio.

Teniendo en cuenta los resultados de la prueba de antagonismo dual, se pudo
observar que hubo una disminucibn en la respuesta antagonica por
metabolitos volatiles, especialmente en el caso de Trichoderma SH4 contra F.
incarnatum SH3. Dicha disminucidn se puede atribuir a que los compuestos
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volatiles producidos por las cepas de Trichoderma spp no son suficientes para
inhibir completamente el crecimiento de F. equiseti, F. incarnatum y F.
Oxysporum ya que algunas especies de Fusarium pueden ser mas resistentes
a los compuestos volatiles que otras (Rajani et al., 2021). Ahora bien, es
importante mencionar que, en los estudios por antagonismo dual, se ha
demostrado que Trichoderma puede competir directamente con Fusarium por
los nutrientes y espacio, lo que puede limitar el crecimiento y la propagacion
de Fusarium spp. Asimismo, Trichoderma spp puede producir enzimas y
metabolitos antifUngicos que inhiben el crecimiento de Fusarium(Ronnie
Gakegne & Martinez Coca, 2018). Sim embargo, en nuestro estudio se pudo
observar que la inhibicion por antagonismo dual fue un mecanismo de accién
mas efectivo que la prueba por COVs

3.2.3 Antagonismo a pH 4,0

En la figura 19 se muestran los resultados de las pruebas de antagonismo a
pH 4,0, donde se aprecia que existié un efecto antagdnico de las cepas de
Trichoderma spp. sobre F. incarnatum, F. equiseti y F. oxysporum.

Figura 18. Actividad antag6nica a pH de 4,0

A. Trichoderma SH4 vs F. Incarnatum SH3, B. Trichoderma RH35 vs F. equiseti
SH26 y C. Trichoderma RH26 vs F. Oxysporum SH33

Segun la prueba t student, reportd que existen diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos con un p <0,05. Respecto a los resultados
obtenidos, se observo que las cepas de Trichoderma RH35 y SH4 causaron la
mayor inhibicibon de F. equiseti SH26. Mientras que Trichoderma SH4
demostré menor porcentaje de inhibicién al competir contra F. incarnatum SH3
y F. oxysporum SH33 (Tabla 11, 12 y 13).

Tabla 11. Porcentaje de inhibicién de Trichoderma spp. contra Fusarium SH3 a pH

4.0
Hongo % Inhibicion
Trichoderma RH21 59,0+1,0
Trichoderma SH4 67,0+ 1,0
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Tabla 12. Porcentaje de inhibicion de Trichoderma spp. contra Fusarium SH26 a pH

4.0
Trichoderma RH35 77,9+ 0,7
Trichoderma SH4 74,1+ 0,8
Tabla 13. Porcentaje de inhibicién de Trichoderma spp. contra Fusarium SH33 a pH
4.0
Trichoderma RH26 61,9+ 1,8
Trichoderma SH4 68,7+ 0,3

Los rangos de inhibicién de Trichoderma spp. oscilaron entre 59,0% y 77,9%,
Estos valores superan los porcentajes reportados por Abeyratne &
Deshappriya, (2018), en su investigacion sobre el antagonismo In vitro de
Trichoderma sp. frente a Fusarium sp., donde obtuvo un porcentaje de
inhibicién del 34,0% bajo las mismas condiciones de pH.

De manera general, todas las cepas de Trichoderma spp, presentaron
actividad antagonica a pH de 4,0. El desarrollo de Fusarium no se vio afectado
por el pH, ya que Fusarium spp., tiene la capacidad de crecer a pH acidos y
alcalinos, segun lo expuesto por Bohérquez Parra & Diaz Torres, (2010). Se
observé que la inhibicién a pH 4,0 fue menor en comparacion con pH 6,6,
evidenciandose un descenso cercano al 25% para los tratamientos de
Trichoderma RH21, RH26 y SH4 (Tabla 11). En el caso de las cepas
Trichoderma RH35 y SH4 frente a F. equiseti SH26, el porcentaje de inhibicion
se mantuvo estable; esto coincide con el estudio realizado por Abeyratne &
Deshappriya, (2018), quienes reportaron una diferencia del 22,79% en el
porcentaje de inhibicion entre pH 6 y 4. De lo anterior, se observa que al bajar
el pH se puede afectar el metabolismo y el crecimiento de los hongos, ya que
el microorganismos puede entrar en un estrés metabdlicoy crea mecanismos
de defensa y estructuras de resistencia, por ende la actividad antimicrobiana
cambia (Pérez-Ortega et al., 2023). Ademas, autores como Marin et al., (2012)
y Vasquez Cérdenas, (2010) mencionan que este antagonista puede
desarrollarse en un rango de pH entre 2 y 9, pero su desarrollo 6ptimo ocurre
entre 4y 7, lo cual se concuerda con los valores de inhibicion obtenidos en
este estudio.
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Tabla 14. Porcentaje de inhibicién de Trichoderma spp. contra Fusarium spp a pH
6,6 y pH 4,0

Hongos pH 6,6 pH 4,0
SH4 vs SH3 79,3% 67,0%
RH21 vs SH3 76,3% 59,0%
SH4 vs SH26 74,4% 74,1%

RH35 vs SH26 77,0% 77,9%
SH4 vs SH33 90,3% 68,7%

RH26 vs SH33 85,5% 61,9%

3.2.4 Antagonismo atemperatura de 20 °C y 10°C

Antagonismo a temperatura de 20 °C

Los resultados demuestran el efecto antagonico de las cepas de Trichoderma
spp. sobre F. incarnatum, F. equiseti y F. oxysporum a una temperatura de 20
°C (Figura 20).

Figura 19. Actividad antagénica a temperatura de 20 °C

A. Trichoderma SH4 vs F. Incarnatum SH3, B. Trichoderma RH35 vs F. equiseti
SH26 y C. Trichoderma RH26 vs F. Oxysporum SH33

B Cc

De acuerdo a la prueba t student, se report6 que existe diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos con un p <0,05, destacandose la cepa
Trichoderma SH4 con porcentajes mayores para F. incarnatum SH3, F.
equiseti SH26 y F. oxysporum SH33, por el contrario, la cepa Trichoderma
RH21 fue la de menor inhibicién para F. incarnatum SH3 (Tabla 15,16 y 17).
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Tabla 15. Porcentaje de inhibicién a temperatura 20 °C para SH3

Hongo % Inhibicion
Trichoderma RH21 69,4%=+ 2,7
Trichoderma SH4 85,6%=* 0,0

Tabla 16. Porcentaje de inhibicion a temperatura 20 °C para SH26

Trichoderma RH35 78,6%+ 2.4
Trichoderma SH4 85,7%+ 2,4

Tabla 17.Porcentaje de inhibicién a temperatura 20 °C para SH33

Trichoderma RH26 76,0%=* 0,0
Trichoderma SH4 82,0%=* 1,2

El rango de inhibicion de Trichoderma spp. sobre las tres cepas de Fusarium
a 20 °C vario entre el 69,4% y el 85,7%, estos valores se encuentran en
proximidad a lo reportado por Arbito MP (2017), quien registré porcentajes de
inhibicion del 48,81% al 69,16% de Trichoderma spp. frente a Fusarium spp.

La variabilidad en los resultados de inhibicion podria atribuirse a la relacion
compleja entre la temperatura y el desarrollo de los hongos. Por ejemplo, B.
Martinez etal., (2013) sefalaron que la especie T. harzianum puede
desarrollarse en un rango de temperatura entre 20 °C y 38 °C, mientras que T.
asperellum puede crecer en un intervalo de 20 °C a 28 °C. Ciertos estudios
han indicado que Trichoderma spp. alcanza su maxima competencia por
espacio y nutrientes a una temperatura de 28 °C, como lo demuestran
Martinez S.J et al. (2021), quienes llevaron a cabo una evaluacion In vitro a
esta temperatura para analizar la interaccion con F. incarnatum-equiseti. En el
estudio mencionado, se observé una inhibicion del 76,24% por parte de T.
harzianum. De manera similar, Martinez O.J et al. (2021) evaluaron a T.
asperellum como antagonista frente a este fitopatégeno y descubrieron una
capacidad de inhibicibn micelial de hasta el 84,5%. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos en esta prueba, por lo cual la temperatura a 20
°C puede considerarse Optima para la inhibicion de Trichoderma spp. frente a
F. incarnatum, F. equiseti y F. oxysporum.

Antagonismo a temperatura de 10°C
En esta prueba, las cepas de Trichoderma spp. no exhibieron un crecimiento
optimo, lo que llevé a una falta de inhibicion efectiva del patégeno (Figura 21).

Mientras que las tres cepas de Fusarium crecieron por debajo de los 4 cm
como se muestra en la tabla 18.
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Figura 20. Actividad antagonica a temperatura de 10 °C.

A. Trichoderma SH4 vs F. Incarnatum SH3, B. Trichoderma RH35 vs F. equiseti
SH26 y C. Trichoderma RH26 vs F. Oxysporum SH33

[A]

Tabla 18. Crecimiento micelial de cepas antagonistas y patégenos a temperatura 10

°C
Crecimiento micelial Crecimiento micelial
Hongo 6 dias (cm) 12 dias (cm) Hongo 6 dias (cm) 12 dias (cm)
SH4 0,8 09 .
F. incamatum SH3 2,2 2,6
RH21 0,8 0,9
SH4 08 09 .
F. equiseti SH26 2,8 3,2
RH35 0,8 0,9
SH4 0,8 09
F. oxysporum SH33 2,7 3,1
RH26 0,8 0,9

De acuerdo a la Tabla 18, se evidencia que las cepas de Trichoderma spp. no
tuvieron un crecimiento superior a 0,9 cm debido a la influencia de la
temperatura en su desarrollo ya que esta puede ser un factor limitante, por
ejemplo, Ruano D et al., (2003) report6 valores inferiores de 0,07 cm a 0,36
cm al cuarto dia de siembra. Ademas, la mayoria de especies del género
Trichoderma spp. se consideran mesdfilas, por ende, la baja temperatura
puede llegar a influir negativamente en su actividad, como se demostro con los
resultados de esta prueba

En cuanto al crecimiento de F. oxysporum, nuestros resultados concuerdan
con lo investigado por Flores WD (2016), quien evalu6 el diametro de este
hongo a 10 °C y encontré que a los 6 dias alcanzaba 2,6 cm. Es importante
sefialar que no se encontraron estudios que reporten el crecimiento de F.
incarnatum y F. equiseti a esta temperatura. Sin embargo, en nuestro estudio,
observamos que ambos hongos lograron un crecimiento similar al de F.
oxysporum bajo estas condiciones.

Segun Zak y Wildman (2004), se consideran condiciones desfavorables
cuando los hongos se someten a situaciones que difieren de las denominadas
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ideales como el impacto significativo de la temperatura en la fisiologia del
crecimiento de los hongos, que se manifiesta a través de la inhibicion en la
elongacion de las hifas y la reduccion en la germinacion de las conidias. Por
esta razon, la temperatura se ha reconocido como un factor limitante en el
desarrollo de los microorganismos.

3.2.5 Caracterizacion molecular de agentes biocontroladores

En la figura 22, se muestran los productos de la PCR obtenidos a partir del
ADN gendmico de los aislamientos de los hongos antagonistas Trichoderma
spp. (SH4, RH21, RH26 y RH35), los cuales presentaron pesos en un rango
de 500 y 750 pares de bases (pb).

Figura 21. Productos de PCR obtenidos del ADN gendmico de los aislamientos de
Trichoderma spp.

1-Kb SH4 RH21 RH26 RH35

1000 pb
750 pb
500 pb
300 pb

De acuerdo a las secuencias depositadas en la base de datos NCBI, se
identific6 molecularmente tres especies correspondiente a Trichoderma
asperellum y Trichoderma aethiopicum (Tabla 19).

Tabla 19. Identificacién molecular de muestras de Trichoderma spp.

Cdbdigo de muestra Especie identificada Porcentaje de similitud
(%)
SH4 T. asperellum 99,48
RH21 T. aethiopicum 93,04
RH26 T. viride 99,64
RH35 T. asperellum 100
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T. asperellum ha sido estudiado por su potencial uso en el cultivo de fresas.
Por un lado, se ha utilizado como un hongo promotor del crecimiento de
plantas capaz de inducir tolerancia a los estreses bigticos y abiético (Scudeletti
et al., 2021) . Estudios In vitro como el de Pastrana et al., (2016), afirman que
este hongo puede controlar al patégeno Fusarium solani, transmitido por el
suelo en plantas de fresa, otros estudios como el realizado por Parraguirre
Lezama et al., (2023), mencionan en su investigacion que T. asperellum
presenta alta compatibilidad con los fungicidas Captan y Mancozeb para el
biocontrol del F. solani en plantas de fresa. Finalmente, otros estudios afirman
su potencial antagénico en otros cultivos como lo es el caso de, Pradhan et al.,
(2023), quienes reportan la capacidad inhibitoria de este hongo frente a la
marchitez de Fusarium oxysporum a través de respuestas moleculares y
bioquimicas en plantas de ricino.

T. viride es una especie de hongo que ha sido estudiada por su uso potencial
en aplicaciones agricolas (Zin & Badaluddin, 2020b). En la investigacion
realizada por Abd-El-Kareem et al., (2019), se descubrié que este hongo es
eficaz para reducir el &rea de crecimiento de los hongos patdgenos que causan
la compleja enfermedad de la pudricion negra de la raiz causada por Fusarium
solani, Rhizoctonia solani y Pythium sp. en plantas de fresa, también
encontraron que la mezcla de especies de Trichoderma, incluida T. viride,
aumentaba el peso fresco y seco de las plantas de fresa y el rendimiento de
las fresas. Complementando lo anterior, otros estudios afirman su capacidad
antagonica en otros cultivos como lo es el caso de, (Jamil, 2021), el cual evalué
la actividad antifungica frente a la marchitez ocasionada por F. oxysporum f.
sp. en plantas de tomate.

T. aethiopicum es una de las especies con potencial biocontrolador menos
estudiadas, ya que se encuentra informacion limitada sobre la eficacia de este
especificamente contra Fusarium spp. en cultivo de fresa, sin embargo, el
estudio reportado por Mulatu et al., (2023) afirman la eficacia de T. aethiopicum
como biofungicida en condiciones de invernadero contra Fusarium
xylaroides utilizando plantulas de café Geisha.
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4 CONCLUSIONES

La investigacién revela un total de 71 hongos, distribuidos en 9 géneros. De
estos, 7 géneros fueron identificados como patégenos, destacando en mayor
presencia Mucor spp, Penicillium spp y Aspergillus spp. Este hallazgo sugiere
una presencia significativa de organismos que posiblemente estén
contribuyendo a la enfermedad en el cultivo de fresa. Ademas, se observaron
géneros como Trichoderma spp y Metarhizium spp, que actian como
antagonistas, indicando la presencia de organismos beneficiosos con un
efecto supresor sobre los patégenos.

A partir del aislamiento realizado en la presente investigacién se logro la
identificacion de 3 especies del género Fusarium spp. que corresponden a F.
incarnatum, F. equisetiy F. oxysporum y tres especies del género Trichoderma
spp identificadas como: T. asperellum, T. aethiopicumy T. viride

El aislamiento de hongos silvestres a partir de suelo y raices enfermas de
cultivos de fresa en el municipio de Silvia, permiti6 la identificacion de 23
hongos con potencial antagonico pertenecientes a los géneros Metarhizium
spp. Yy Trichoderma spp., entre estas 4 cepas del género Trichoderma spp.
que corresponden a T. asperellum, T. aethiopicum y T. viride exhibieron
porcentajes de inhibicion superiores al 70% posicionandolos como eficientes
biocontroladores frente los patogenos F. incarnatum, F. equiseti y F.
oxysporum.

Los resultados de la prueba de compuestos volatiles (COVs) indicaron la
capacidad de los cuatro antagonistas estudiados para inhibir el crecimiento de
los patégenos. Particularmente, las cepas T. aethiopicum RH21 y T. viride
RH26 destacaron al exhibir una inhibicion significativa de F. incarnatum y F.
oxysporum, superior al 35%.
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5 RECOMENDACIONES

- Realizar pruebas a nivel de invernadero y campo para evaluar el potencial
antagonista de las cepas Trichoderma obtenidas sobre los patdgenos F.
incarnatum, F. equiseti y F. oxysporum. La transicion a pruebas en condiciones
de invernadero y campo permitira validar la efectividad de estos hongos en un
entorno mas cercano a la realidad de las plantaciones de fresas.

- Desarrollar un bioformulado a partir de la mezcla de T. asperellum, T. viride
y T. aethiopicum y evaluar su viabilidad.

- Utilizar técnicas de microscopia avanzada para lograr una observacion
precisa de los mecanismos de accién tales como el micoparasitismo, que
representa interacciones fundamentales entre el antagonista y el patdgeno.

- Identificar los compuestos volatiles emitidos por las cepas con potencial
antagonico para el control de Fusarium spp. por medio de cromatografia de
gases.

- Confirmar la identidad de los hongos mediante nuevos Primer's y la
amplificacion de otros genes fangicos.

57



6 ANEXOS

Anexo 1. Identificacion y descripcion de los aislados obtenidos.

AISLADO | MUESTRA ROTULO | FINCA | VARIEDAD SSF?éF\?IgR INCFOEII?OIgR TOPOGRAFIA | TEXTUTURA [  GENERO
SH1 SUELO Flz1 -1 1 Monterrey Blanco Amarilla Plana Algodonosa Aspergillus
SH2 SUELO Fiz1 -2 1 Monterrey Verde Roja Plana Algodonosa | Penicillium
SH3 SUELO Fiz1 -3 1 Monterrey Blanco Blanco Umbonada | Algodonosa Fusarium
SH4 SUELO FIZ1 -4 1 Monterrey Verde Verde Plana Granular Trichoderma
SH5 SUELO FIZ1-5 1 Monterrey Blanco Blanco Rugosa Aterciopelada | Penicillium
SH6 SUELO FIZ1 -6 1 Monterrey Negro ;/s;ccig Aplanada Algodonosa | Aspergillus
SH7 SUELO Flz1 -7 1 Monterrey Verde Amarillo Aplanada Granular Metarhizium
SH9 SUELO FIZ1-9 1 Monterrey Blanco Blanco Aplanada Algodonosa Mucor
SH10 SUELO Flz1-10 1 Monterrey Verde Blavnecrcc)jgon Plana Granular Metarhizium
SH11 SUELO Flz1 -11 1 Monterrey Blanco Blanco Plana Algodonosa Pythium
SH12 SUELO F1Z2-1 1 Monterrey Verde Verde Plana Polvorienta | Metarhizium
SH13 SUELO F1z2-2 1 Monterrey Blanco Blanco Umbonada | Aterciopelada| Rhizopus

Blanco con

F1z2-3 1 Monterrey | pigmentos Blanco Rugosa Algodonosa | Trichoderma
SH14 SUELO verdes
SH15 SUELO F1z2-4 1 Monterrey Blanco Blanco Plana Aterciopelada | Rhizoctonia
SH16 SUELO F1Z2-5 1 Monterrey Negro Blanco Plana Aterciopelada | Aspergillus
SH17 SUELO F1Z2-6 1 Monterrey Verde Verde Plana Polvorienta | Metarhizium
SH18 SUELO F1z2-7 1 Monterrey Verde Blanco Plano Polvorienta | Trichoderma
SH19 SUELO F1z2-8 1 Monterrey Blanco Blanco Rugosa Aterciopelada | Penicillium
SH20 SUELO F1z3-1 1 Sabrina Cafe Verde Aplanada Polvorienta | Aspergillus
SH22 SUELO F1Z3-3 1 Sabrina Café Verde Aplanada Polvorienta | Aspergillus
SH23 SUELO F1Z3-4 1 Sabrina Verde Blanco Aplanada Polvorienta Penicillium
SH24 SUELO F1Z3-5 1 Sabrina Gris Blanco Aplanada Polvorienta Alternaria
SH25 SUELO F173-6 1 Sabrina Verde Blanco Aplanada Polvorienta Penicillium
SH26 SUELO F1z3-7 1 Sabrina Blanco Blanco Umbonada | Algodonosa Fusarium
SH27 SUELO F2Z SH 2 Sabrina Blanco Blanco Aplanada | Aterciopelada Pythium
SH31 SUELO F2Z SH 2 Sabrina Blanco Blanco Aplanada | Aterciopelada Pythium
SH32 SUELO F2Z SH 2 Sabrina Gris Blanco Aplanada Algodonosa | Aspergillus
SH33 SUELo | F2ZSH 2 Sabrina Blanco Blanco Umbonada [ Aterciopelada| Fusarium
SH34 SUELO | F2ZSH 2 Sabrina Blanco Blanco Aplanada | Aterciopelada [ Rhizoctonia
SH35 SUELO F2Z SH 2 Sabrina Blanco Gris Umbonada Granular Metarhizium
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SH36 SUELO F2Z SH 2 Sabrina Gris Blanco Aplanada Algodonosa | Aspergillus
SH37 SUELo | F2ZSH 2 Sabrina Blanco Blanco Umbonada | Algodonosa | Penicillium
SH38 SUELO | F2ZSH 2 Sabrina Amarillo Amarillo Aplanada Algodonosa Mucor
SH39 SUELO F2Z SH 2 Sabrina Blanco Blanco Aplanada Aterciopelada Mucor
SH40 SUELO F2Z SH 2 Sabrina Blanco Blanco Aplanada Algodonosa Mucor
. Blanco y . . .
SHA1 SUELO F2Z SH 2 Sabrina negro Blanco Umbonada Polvorienta Rhizoctonia
SH42 SUELO F2Z SH 2 Sabrina Verde Blanco Umbonada Polvorienta Penicillium
SH43 SUELO F2Z SH 2 Sabrina Blanco Blanco Aplanada Algodonosa | Colletrotricum
SH44 SUELO | F2ZSH 2 Sabrina Blanco Blanco Umbonada Polvorienta Penicillium
SH45 SUELO | F2ZSH 2 Sabrina Blanco Blanco Umbonada Polvorienta Alternaria
SH46 SUELO | F2ZSH 2 Sabrina Verde Blanco Umbonada Polvorienta | Trichoderma
SH47 SUELO F2z SH 2 Sabrina Blanco Blanco Aplanada Polvorienta Penicillium
RH1 RAiZ F1Z1RP- 1 Monterrey Verde Verdeo Aplanada Aterciopelada .
1 Metarhizium
" F1Z1RP- . . .
RH2 RAIZ 5 1 Monterrey | Café claro Amarillo Umbonada Polvorienta Mucor
" F1Z1RP- :
RH3 RAIZ 3 1 Monterrey Verde Amarillo Aplanada Granular Trichoderma
" F1Z1RP- .
RH4 RAIZ 1 Monterrey Blanco Blanco Umbonada Polvorienta .
4 Pythium
RH7 RAIZ F1ZIRS- 1 Monterrey Blanco Blanco Umbonada Polvorienta -
2 Penicillium
Blanco con
RH8 RAIZ Flzsl, RS- 1 Monterrey Verde centro Aplanada Granular
verde Trichoderma
Blanco,
RH9 RAIZ FlzéllRS' 1 Monterrey centro Blanco Aplanada Algodonosa
verdoso Aspergillus
) Verde con
RH11 RAIZ F1z2 RP 1 Monterrey | pigmentos Verde Aplanada Granular
blanco Metarhizium
) Borde
RH12 RAIZ F1z2 RP 1 Monterrey blanco, Verde Aplanada Granular
centro verde Metarhizium
RH14 RAIZ F1Z2 RP 1 Monterrey Verde Verde Aplanada Granular Metarhizium
RH15 RAIZ F1Z2 RP 1 Monterrey Verde Verde Aplanada Polvorienta | mMetarhizium
] Verde con
RH16 RAIZ F1Z2 RP 1 Monterrey | pigmentos Blanco Aplanada Granular
blancos Trichoderma
RH17 RAIZ F1Z2 RP 1 Monterrey Verde Verde Aplanada Granular Metarhizium
RH18 RAIZ F1Z3 RP 1 Sabrina Blanco Blanco Aplanada Algonodosa Pythium
RH19 RAIiZ F1Z3 RP 1 Sabrina Blanco Blanco Aplanada Algonodosa Mucor
) Blanco con
RH20 RAIZ F1Z3 RP 1 Sabrina pigmentos Blanco Umbonada Algonodosa
verdes Trichoderma
] Verde con
RH21 RAIZ F1Z3 RS 1 Sabrina pigmentos Amarillo Umbonada | Aterciopelada
amarillos Trichoderma
RH22 RAIZ F1Z3 RS 1 Sabrina Blanco Blanco Aplanada Algonodosa Mucor
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RH23

RAIZ

F1Z3 RS

Sabrina

Blanco

Blanco

Umbonada

Algonodosa Mucor
RH26 RAiZ F2Z RS Sabrina Verde con Verde Aplanada Algonodosa .
blanco Trichoderma
RH27 RAiZ F2Z RS Sabrina | Café oscuro Blanco Aplanada Algonodosa
0SCuro Mucor
RH28 RAIiZz F2Z RS Sabrina Blanco Blanco Aplanada Algonodosa Pythium
RH29 RAiZ F2Z RS Sabrina | Café oscuro Blanco Aplanada Algonodosa .
0scuro Rhizopus
RH30 RAIZ F2Z RS Sabrina | Café oscuro Blanco Aplanada Algonodosa
0SCUro Mucor
RH33 RAiZ F2Z RS Sabrina | Café oscuro Blanco Aplanada Algonodosa
0SCuro Mucor
) Blanco con | Blanco con
RH34 RAIZ F2Z RS Sabrina pigmentos pigmento Aplanada Polvorienta
verdes verde Mucor
) Blanco con | Blanco con
RH35 RAIZ F2Z RS Sabrina pigmentos pigmento Aplanada Polvorienta
verdes verde Trichoderma
RH36 RAIZ F2Z RS Sabrina Blanco con Amarillo Aplanada Algonodosa
centro gris Mucor
. . Blanco con
RH37 RAIZ F2Z RS Sabrina centro verde Blanco Aplanada Algonodosa Trichoderma
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Anexo 2.Imagenes microscépicas y macroscopicas de cepas antagonistas
obtenidas en este estudio.

Cepas de Trichoderma spp. | Descripcién Microscépica Imagen

SH4

SH14

SH18

SH46
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RH3

RH8

RH16

RH20

RH21
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RH26

RH35

RH37
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Cepas de Metarhizium
spp.

Descripcion
Microscoépica

Imagenes de referencia

SH7

SH10

SH12

SH17

SH35
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RH1

RH11

RH12

RH14

RH15
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RH17
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Anexo 3. Imagenes microscopicas y macroscopicas de cepas patdégenas

obtenidas en este estudio.

Cepas de Aspergillus

spp. Descripcién Imagenes de referencia
Microscépica

SH1

SH6

SH16

SH20
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SH22

SH32

SH36

RH9
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Cepas de
Penicillium spp.

Descripcién
Microscoépica

Imagenes de referencia

SH2

SH5

SH19

SH23

’

SH25

69




SH37

SH42

SH44

SH47

RH7
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Cepas de Mucor
spp.

Descripcién Imagenes de referencia

SH9

SH38

SH39

SH40

Microscépica
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SH43

RH2

RH19

RH22

RH23
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RH27

RH30

RH33

RH34

RH36

73




Cepas de Pythium
spp.

Descripcién Microscépica

Imagenes de referencia

SH11

\\.

SH27

SH31

I .

RH4

RH18




RH28
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Cepas de Rhizopus
spp.

Descripcién
Microscépica

Imagenes de referencia

SH13

SH24

SH45

RH29
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Cepas de

Rhizoctonia spp.

Descripcién Microscoépica

Iméagenes de referencia

SH15

SH34

SH41
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