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RESUMEN

El cultivo de tomate es afectado por Alternaria solani, el manejo convencional es
mediante fungicidas, la tendencia actual es reducir el uso de agroquimicos y buscar
alternativas eficaces. El objetivo fue evaluar seis cepas de hongos antagonistas en
condiciones controladas de infeccion. Las cepas de hongos antagonistas fueron
Trichoderma asperellum, Hypocrea lixi 'y dos no identificadas. En laboratorio
se evaluaron tres dosis 1 x 10, 1 x10% y 1x10' conidios/ml de cada cepa sobre
la germinacion de esporas de 4. solani; en invernadero las plantulas de tomate
cultivar Floradade previamente se inocularon con A. solani y se asperjaron con
1x10' conidios/ml, Se suministré6 humedad por dos horas en la mafiana y en
la tarde con un humidificador. Se evalué semanalmente en base a la escala de
Horsfall-Barratt modificada por Large (1996), de 0 a 9 donde: 0 = planta sana y
9 = planta muerta. En laboratorio se utilizo un DCA en arreglo factorial +2 y en
invernadero solo DCA, ambos con cinco unidades experimentales, la comparacion
de medias con la prueba de Duncan p=0,05. Se registré temperatura y humedad
relativa. Las cepas Pedro Carbo y EELS tuvieron los menores porcentajes de
foliolos infectados; la temperatura favorable para el desarrollo de la enfermedad
fue 24 a 26 "C y la humedad relativa 60%.
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SUMMARY

The cultivation of tomato is affected by Alternaria solani conventional
management is using fungicides, the current trend is to reduce the use of
agrochemicals and find effective alternatives. The objective was to assess
six strains of antagonistic fungi in controlled conditions of infection. Strains
of antagonistic fungi were Trichoderma asperellum, Hypocrea lixi and two
unidentified. Laboratory were evaluated in three doses 1 x, 1 x 106108 and 1
x 1010 conidia/ml of each strain on the germination of spores of a. solani; in
greenhouse tomato seedlings cultivated Floradade previously of inoculated with
a. solani and asperjaron with 1 x 1010 conidia/ml, provided moisture for two
hours in the morning and afternoon with a humidifier. Was evaluation every
week based on the modified Large (1996), Horsfall-Barratt scale from 0 to 9
where: 0 = plant healthy and 9 = dead plant. Laboratory used a DCA agreement
+ 2 factorial and greenhouse only DCA, both with five experimental units, the
comparison of means with Duncan test p =0, 05. Saw temperature and relative
humidity. Pedro Carbo and EELS strains had the lowest percentages of infected
leaflets; the temperature favourable for the development of the disease was 24-
26 °C and relative humidity 60%.

Keywords
Antagonist, Trichoderma asperellum, T. harzianum, Hypocrea lixi

1. INTRODUCCION

El cultivo de tomate (Lycopersicon esculentum Mill) en Ecuador segun datos
estadisticos del MAGAP/SIGAGRO (2011) reportan que la superficie sembrada
con tomate en el 2010 fue 2037 ha con produccion de 43025 Tm. Este cultivo es
afectado por varios fitopatdgenos de suelo y foliares que provocan pérdidas en su
rendimiento y el consiguiente aumento en los costos de produccion por efectos
de control, pues, en la provincia de Manabi los productores invierten alrededor
del 50% del costo de inversion en labores de combate de plagas, con promedios
de 23 aplicaciones durante el ciclo de produccion (Carvajal, 1997). Por otra parte,
se ha observado que la realizan aspersiones con productos extremadamente y
altamente toxicos hasta 24 horas antes de cosechar y en ciertos casos inclusive
durante la misma, lo que conlleva al aumento del costo de produccion, afecciones
en la salud de personas que laboran en campo y de los consumidores, deterioro
del agroecosistema. En la naturaleza existen microorganismos que reducen en
forma natural el indculo de fitopatdgenos como es el caso de hongos y bacterias
antagonistas.
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El tizén temprano causado por Alternaria solani es una enfermedad muy
destructiva en areas donde existe alta humedad; afecta al follaje, tallos y frutos,
puede causar daflos severos al cultivo en cualquier etapa del desarrollo. Los
sintomas iniciales son pequefias lesiones de color negro parduzco que aparece
en hojas mas viejas, el tejido que rodea la lesion toma un color amarillo; los
puntos necroticos aumentan rapidamente de tamafio y cuando su didmetro es
de 6 mm o mas pueden distinguirse anillos concéntricos en la zona de color
castaflo claro. Las lesiones en el tallo de las plantulas son pequeifios, oscuros
y ligeramente hundidos, pero pueden aumentar de tamafio para formar lesiones
circulares o alargadas con anillos concéntricos pronunciados quedando el centro
de coloracion mas clara. La infeccion ocurre en la interseccion al caliz o al tallo.
Tanto en estado verde o maduro; a menudo el fruto se cae y puede causar del 30-
50% de frutos inmaduros (Paulus, 2001).

Estudios realizados en Costa Rica sobre el control microbioldgico de Phytophthora
infestans en tomate, determinaron que de 137 aislamientos 32 mostraron efecto
antagonico y redujeron significativo del tamarfio de la lesion en condiciones de
laboratorio, de los cuales se seleccionaron cinco los de mayor potencial (Sanchez,
Bustamante y Shatottock, 1998).

Posteriormente, se evaluaron en condiciones de invernadero cuyos resultados
mostraron que la cepa Trichoderma 069y Penicillum 067 redujeron el numero de
lesiones y el area foliar afectada por planta con relacion a los tratamientos testigo
(solo agua) y similar al uso de fungicida (Sanchez, Bustamante y Shatottock,
1999). Por otra parte, se menciona que el antagonista Trichonoderma harzianum
tiene efecto sobre Rhizoctonia solani (Fernandez — Larrea, 2001). Reportes
sobre la actividad biocontroladora in Vitro de la cepa A34 de T. harzianum
sobre Sclerotium rolfsii en tomate se observo la eficacia antagoénica a partir de
la ausencia de sintomas de la enfermedad en plantas protegidas (Reyes, et al;
2002).

En Ecuador se ha identificado a 7. asperellum como antagonista de S. rolfsii y R.
solani (Capuz, 2009), mientras que Cevallos (2010) reporté que la cepa G-08 de
este mismo antagonista aplicado al suelo en forma liquida redujo la severidad del
complejo de la marchitez del tomate.

1.1 Objetivos

1.1.1 General

Evaluar microorganismos antagonistas eficientes para el manejo de fitopatogenos
foliares en cultivos horticolas.
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1.1.2 Especificos

- Realizar pruebas de eficacia de cepas de hongos antagonistas en condiciones
de laboratorio

- Evaluar el efecto de seis cepas de hongos antagonistas para el manejo de 4.
solani en condiciones de invernadero.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Ubicacién

El trabajo de laboratorio e invernadero se realizé en el Departamento Nacional

de Proteccion Vegetal seccion Fitopatologia de la Estacion Experimental Litoral

Sur del INIAP “Dr. Enrique Ampuero Pareja” (antes E. E. Boliche) del Instituto

Nacional Autonomo de Investigaciones Agropecuarias (INIAP).

2.2. Factores estudiados

Seis cepas de hongos antagonistas.

2.3. Manejo del experimento

a. Laboratorio

Inhibicion del tubo germinativo de A. solani.

Con las cepas de antagonistas en concentraciones de 1x10°, 1x10® y 1x10', se

prepararon suspensiones con agar agua (AA) previamente esterilizado, luego se

colocaron en cajas petri; el tejido infectado por 4. solani se coloco en papel krat

para liberar los conidios. Después de 24 horas se procedié a evaluar germinacion

y deformacion de la espora de A. solani, los datos fueron transformados a

porcentaje.

Tratamientos.

Por cada cepa de hongo antagonista se estudiaron tres dosis lo que constituyo 18

tratamientos, se incluyeron un testigo comercial y un absoluto que se describen
en el Cuadro 1.
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Cuadrol. Tratamientos por cepa de hongo

No.  Combinacion Descripcion

1 PCDI1 Pedro Carbo 1 x 10°

2 PC D2 Pedro Carbo 1 x 10*

3 PCD3 Pedro Carbo 1 x 101°

4 IADI Isidro Ayora 1 x 10

5 IAD2 Isidro Ayora 1 x 10

6 IAD3 Isidro Ayora 1 x 101

7 KmDl1 Kilémetro 20 1 x 10

8 KmD2 Kilometro 20 1 x 10

9 KmD3 Kilometro 20 1 x 107

10 EELS D1 Estacion Experimental Litoral Sur 1 x 10
11 EELS D2 Estacion Experimental Litoral Sur 1 x 10
12 EELS D3 Estacion Experimental Litoral Sur 1 x 107'°
13 EADI El Aztcar 1 x 10

14 EAD2 El Aztcar 1 x 10

15 EAD3 El Aztcar 1 x 1071°

16 RV DI Rio Verde 1 x 10

17 RV D2 Rio Verde 1 x 10

18 RV D3 Rio Verde 1 x 101

19 Timorex Timorex (dosis comercial)

20 Testigo Sin aplicacion

Diseiio experimental.

Para el porcentaje de germinacion de los antagonistas y de A. solani se usé un diseiio
completamente al azar con arreglo factorial A x B + 2. Se usaron cinco unidades
experimentales (repeticiones). El esquema del Andeva fue el siguiente:

Fuente de variacion Grados de libertad
Total (tr-1) 99
Repeticiones (R-1) 4
Tratamientos (T-1) 19
Factor A (cepas antagonista) (C-1) 5
Factor B (Dosis antagonista) (B-1) 2
Interaccion (C-1 x D-1) 10
Factorial vs. Testigos 2
Error experimental (T (r-1)) 80
12
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La comparacion de las medias se realizé con la prueba de rangos multiples de
Duncan p=0.05

b. Invernadero
Inoculacién del fitopatogeno.

En pléantulas de tomate cultivar Floradade de siete dias después del transplante
fueron inoculadas con Alternaria solani. Para este proposito se realizd una
suspension de crecimiento micelial del hongo con agua destilada estéril, ésta se
asperjo con un atomizador manual, luego se mantuvieron con humedad ambiental
que para el efecto colocd un humificador dos horas en la mafiana y dos en la
tarde.

Efecto de seis cepas de hongos antagonistas sobre A. solani.

En macetas con capacidad de 8 kg de suelo se sembraron semillas de tomate
cultivar Floradade, las que se inocularon con el fitopatogeno y después de una
semana se aplico las cepas de hongos antagonistas. La dosis utilizada fue 1 x 10"
esporas por mililitro.

Para preparar la solucién de los antagonistas se tomo crecimiento micelial de
cada uno de ellos y diluyd en agua destilada estéril y con la ayuda de una camara
de Newbauer se contaron el nimero de esporas, luego se formuld de acuerdo a la
concentracion requerida. Las aspersiones se realizaron con los primeros sintomas
visibles de la enfermedad y se aplicaron con un atomizador manual.

Tratamientos y disefio experimental.

Se evaluaron seis cepas de antagonistas y cada una constituy6 un tratamiento y
se incluyeron dos testigos: un comercial (Timorex) y un absoluto, lo que totalizd
ocho tratamientos y fueron los siguientes:

Cepa Pedro Carbo
Cepa Isidro Ayora
Cepa EELS

Cepa Km 20
Cepa Rio Verde
Cepa El Aztcar
Testigo quimico

. Testigo absoluto
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Se utilizé un Disefio Completamente al Azar con 5 unidades experimentales
(macetas). El esquema del anélisis de varianza fue el siguiente:

Fuente de variacion Grados de libertad
Total 39
Tratamientos 7
Error experimental 32

Para la comparacion de la medias se utilizaron la prueba de rangos miltiples de
Duncan p = 0.05

Con los datos de temperatura y humedad relativa se hicieron correlaciones con
los porcentajes de foliolos afectados por 4. solani.

Variables registradas.

Inhibicién de tubos germinativos.

A las 24 horas después de efectuar la liberacion de las esporas se contd el nimero
de esporas y de ellas el nimero que germinaron. Esta informacion se expreso en
porcentaje.

Incidencia y severidad.

En condiciones de invernadero se contaron el numero de plantas con sintomas
de la enfermedad. Para severidad se utilizaron la escala de Horsfall-Barratt

modificada por Large (1996), donde:

0 = planta sana,
1=0-1 % de area foliar afectada,

2=1-3%,
3=3-9%,
4=9-249%,
5=24-50%
6= 50-76%,
7=76-91%,

8 =91 -99 % del area foliar afectada y
9 = planta muerta.

|



INVESTIGACION TECNOLOGIA E INNOVACION

Temperatura y humedad relativa.

Se registraron la temperatura (°C) y humedad relativa (%). Para este propdsito se
instalé un Higrotermografo en el invernadero.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Porcentaje de germinacion de las cepas de hongos antagonista y de A.
solani.

Hypocrea lixi (cepa Km 20) tuvo el mayor porcentaje de germinacion en las tres
dosis, seguido de la cepa EELS en las dos dosis 1 x10* y 1 x 10!, los menores
valores fueron con Trichoderma asperellum cepas rio Verde y El Azlcar. Los
menores porcentajes de esporas de A. solani germinada fueron en las cepas EELS
y Rio Verde (Cuadro 2).

Cuadro 2. Porcentaje de germinacién de seis cepas de hongos antagonistas
y de A. solani. Yaguachi, 2011.

PORCENTAJE DE GERMINACION

Cepas Antagonistas Alternaria solani

10 10 10-10 10 10 10-1°
Pedro Carbo 60,00 86,00 54,00 14,90 40,00 40,00
Isidro Ayora 22,00 47,00 98,00 15.00 20,00 20,00
Km 20 100,00 100,00 100,00 37,16 37,60 38,20
EELS 65,00 97,00 100,00 15,25 15,00 15,00
El Aziicar 8,33 15,79 28,20 27,86 26,11 26,40
Rio Verde 24,71 26,07 23,13 10,82 10,25 18,89
Timorex* 50
Testigo absoluto** 85
C. V. (%) 1,13 3,02

* Solo se uso la dosis comercial de Timorex

**sin aplicacion

Las interacciones entre las cepas y dosis muestran que H. lixi (cepa Km 20) en
las tres dosis tuvieron el mayor porcentaje de germinacion, e igual a las dosis
mayores con la cepa EELS (Figura 1).
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Figura 1. Interaccion del porcentaje de germinacion de seis cepas de antagonistas
en condiciones de laboratorio. Yaguachi, 2011.

Las interacciones entre cepas de antagonistas sobre la germinacion de esporas 4.
solani muestran que el mejor efecto fue con 7. asperellum cepa Rio Verde en las
dosis mas bajas, seguido de la cepa EELS con un comportamiento similar en las
tres dosis (Figura 2).
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Figura 2. Porcentaje de germinacion de A. solani frente a seis cepas de antagonistas
en condiciones de laboratorio. Yaguachi, 2011.

Inhibicién de tubos germinativos y dafios en esporas de A. solani y C.
cassiicola por efecto de los antagonistas.

El efecto de las cepas del antagonistas sobre las esporas de 4. solani no mostraron
interaccion entre las dosis, solamente entre cepas, por lo que se analizaron entre

16
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ellas tomando a las dosis como repeticiones. . asperellum cepa El Azucar fue la
de mayor efecto con 43,76% de esporas sin dafios y estadisticamente diferente;
las cepas Pedro Carbo e Isidro Ayora tuvieron los menores valores y fueron
iguales entre si (Cuadro 3).

Cuadro 3. Porcentaje de esporas de A4. solani sin daiios cuando se trataron con seis
cepas de hongos antagonistas en condiciones de laboratorio. Yaguachi, 2011.

Dosis

Cepas Promedio
Ix10°¢ Ix10% Ix 10"
Pedro Carbo 4,65 100,00 0,00 34,88 b
Isidro Ayora 1,45 85,00 20,00 3548 b
EELS 2,90 100,00 15,00 39,30 ab
Km 20 0,00 63,00 46,00 36,33 ab
El Aziicar 31,19 73,89 26,19 43,76 a
Rio verde 8,33 92,52 1333 38,06 ab
C.V. (%) 12,12

1 Cifras de las columnas con la (s) misma (s) letra (s) son iguales estadisticamente de acuerdo a la
prueba de rangos multiples de Duncan P=0,05

El efecto de las cepas de antagonistas y sus dosis sobre esporas de 4. solani
deshidratadas mostraron interacciones. Las cepas Isidro Ayora y Rio Verde
tuvieron los mayores porcentajes de esporas deshidratadas (Figura 3).
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Figura 3. Porcentaje de esporas de A. solani deshidratadas por efecto de seis
cepas de antagonistas en condiciones de laboratorio. Yaguachi, 2011.
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Con respecto al porcentaje de esporas de A. solani deshidratadas por efecto de
seis cepas antagonistas muestran que la Rio Verde en las tres dosis evaluadas tuvo
el mismo comportamiento, seguido de la cepa Isidro Ayora con las dos primeras
dosis, posiblemente se deba al efecto de micoparasitismo o de antibiosis, pues,
Torres, lannacone y Gomez (2008) mencionan que ciertas especies de Trichoderma
ejercen sobre el patogeno tres tipos fundamentales como son competencia directa
por espacio y nutrientes, produccion de metabolitos antibidticos de naturaleza
volatil o no y parasitismo directo.

Efecto de seis cepas de hongos antagonistas sobre A. solani en invernadero.

El efecto de seis cepas de hongos antagonistas de 4. solani en el cultivar
Floradade muestran un comportamiento variable durante la evaluacién. Los
promedios generales indican diferencias significativas entre tratamientos; los
menores valores de infeccion en los foliolos fueron en las cepas Pedro Carbo,
EELS y Km 20 con 2,94; 3,12 y 3,64 % en su orden, todos ellos estadisticamente
diferentes. Los mayores porcentajes fueron con las cepas de El Aztcar, Rio Verde
y el testigo absoluto siendo estos dos tiltimos iguales entre si (Cuadro 4).

Cuadro 4. Porcentaje de foliolos con A. solani en el cultivar Floradade en
condiciones de invernadero. Yaguachi, 2011.

Cepas
Fechas  pedro Isidro Km  El Rio .. i
Carbo  Ayora EELS 20  Azicar Verde Tmorex Testigo

14-jun 309 627 297 273 2402 18,62 243 6,16
21-jun 194 376 353 444 7,00 748 2,45 5,30
28-jun 245 378 364 419 598 631 2,10 6,10

05-jul 426 274 236 320 598 491 1223 19,60

Media ~ 2,94g 4,14d 312f 364e 1077a 933b 48c 929

C.V. 2,19 %

Cifras de las columnas con la (s) misma (s) letra (s) son iguales estadisticamente de acuerdo a la
prueba de rangos miltiples de Duncan P=0,05

La cepa Pedro Carbo con la temperatura minima (Figura 4A) y la humedad
relativa (Figura 4B) tuvieron efecto sobre el incremento del porcentaje de foliolos
infectados por 4. solani; los valores de la regresion cuadratica fueron r’> = 1 y r’=-
0,98, en su orden.
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Figura 4. Regresion cuadratica de temperatura (A) y humedad relativa (B) con el porcentaje
de foliolos afectados por A. solani tratados con el antagonista cepa Pedro Carbo. Yaguachi, 2011.

Lacepa EELS en las dos variables climaticas mostré disminucion en el porcentaje
de foliolos afectados por A. solani; 1a temperatura superior a 23 °C (Figura SA)
y mas de 56 % tiende a decrecer la enfermedad (Figura 5B); los valores de la
regresion fueron 1>=0,51 y 0,56 en su orden.

B %
.

_— y =1043,22- 82,30 + 1,62 * y=1016,62-32,30 + 0,26
H =051 52 #=056
8 K
T < s
2 2
g ]
% 10 2 10
2 g
g g
& &
8 s 2 s
R o 2 o0 .

s s

2 = 2 7 s 5 s e e e 6 6
Temperatura minima (*C) Humedad Relativa (%)

Figura 5. Regresion cuadratica de la temperatura (A) y humedad relativa (B) con el porcentaje
de foliolos afectados por A. solani tratados con el antagonista cepa EELS. Yaguachi, 2011.

La cepa Km 20 a 24 °C mostré disminucion del porcentaje de foliolos infectados
por A. solani (Figura 6 A), similar comportamiento la humedad relativa con mas
de 58 % (Figura 6 B); los valores de la regresion cuadratica fueron r>= 0,50 y 0,57
respectivamente.
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Figura 6. Regresion cuadratica de la temperatura (A) y humedad relativa (B) con el porcentaje
de foliolos afectados por A. solani tratados con el antagonista cepa Km 20. Yaguachi, 2011.

En condiciones de invernadero la cepa Km 20 que es Hypocrea lixii (teleomorfo de
T. harzianum) que tuvo un mejor resultado con respecto al porcentaje de foliolos
afectados por 4. solani, similar respuesta obtuvieron Torres, lannacone y Gomez
(2008) quienes reportan que Trichoderma harzianum fue mas eficiente que las otras
tres especies de Trichoderma debido a que redujo la severidad de la enfermedad.

Con respecto a la temperatura, si bien, donde se efectud el estudio la temperaturas
fluctuaron entre 24 y 35 °C, mediante el analisis de regresion se observo en los
dos cultivares similar comportamiento sobre el porcentaje de foliolos afectados
por A. solani, en la que se muestra que 24 °C es la temperatura favorable para
este patogeno; temperaturas entre 25 a 30 °C son 6ptimas para el crecimiento de
especies de Trichoderma como lo reportan Torres, lannacone y Gomez (2008).

4. CONCLUSIONES
El dafio mas evidente de los hongos antagonistas sobre esporas de 4. solani fue la
deshidratacion lo que no le permitié una germinacion normal especialmente con

la cepa Rio Verde.

Los menores porcentajes de foliolos infectados por A. solani fueron en los
tratamientos con las cepas de antagonistas de Pedro Carbo y EELS.

Las correlaciones mostraron que temperaturas entre 24 a 26 °C y humedad relativa
superior a 60% son los factores que favorecen el desarrollo de la enfermedad.
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