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Resumen: El cultivo de tomate (Solanum lycopersium) es de importancia comercial
en Colombia, no obstante, su rendimiento se ve afectado por la incidencia de plagas
y enfermedades como Fusarium oxysporum el cual genera dafios de hasta el 60%
en la produccion del cultivo. Para el manejo de esta enfermedad es comun el uso
de diferentes tipos de origen de fungicidas quimicos, extractos vegetales y/o
biolégicos como Trichoderma harzianum. Sin embargo, el uso de estos productos
fitosanitarios se hace sin considerar el efecto que producen sobre hongos
biocontroladores como T. harzianum. Es por esto, que el presente estudio tuvo
como objetivo evaluar la compatibilidad de fungicidas quimicos, biolégicos y de
origen vegetal utilizados para el control de F. oxysporum en cultivos de tomate,
sobre el hongo benéfico T. harzianum. Para tal fin, se determing la eficacia de ocho
fungicidas sobre F. oxysporum en condiciones de laboratorio, y se analizo el efecto
de estos productos sobre T. harzianum evaluando en medio de cultivo PDA el
porcentaje de inhibicion in vitro. Posteriormente, se realizé la clasificacion de cada
uno de los agroinsumos en las categorias de compatibilidad de la IOBC. Asi, se
determinaron los fungicidas mas compatibles con el controlador biolégico y los mas
eficaces contra el hongo fitopatdgeno. Con base en esto, se realizaron tres pruebas
In vivo donde se verifico el control de F. oxysporum por parte de T. harzianum al
integrarlo con los productos fitosanitarios escogidos, observando porcentaje de
dafio en tallo y foliar en plantas de tomate infestadas con el patdégeno.
Adicionalmente se determind visualmente el estado general de las plantas
analizadas, y a través de los datos tomados, la incidencia y severidad para cada
prueba. Los resultados indicaron que los fungicidas mas eficaces frente al hongo
fitopatogeno fueron los quimicos (flutriafol, prochloraz, pyrimethanil y mancozeb+
cymoxanil+ hidréxido de cobre) generando porcentajes de inhibicibn mayores a 90%
y los mas compatibles con el hongo benéfico fueron los extractos vegetales y
fungicidas bioldgicos con porcentajes de inhibicion menores a 19% (extracto de
citricos, Melaleuca alternifolia, Bacillus subtilis y Bacillus pumilis). La eficacia por
parte de los agroguimicos se debe a sus mecanismos de accion que afectan no solo
membranas celulares, también funciones enzimaticas de obtencién de energia y
reproduccion. La compatibilidad con los extractos vegetales se atribuye a la
resistencia del hongo benéfico a algunos fungicidas y porque los extractos tienen
alta volatilidad lo que disminuye el efecto que puedan generar a T. harzianum, y con
las dos especies de Bacillus sp. se debe a una interaccion positiva que se da entre
bacterias y hongos. Los productos fitosanitarios elegidos para las pruebas in vivo
fueron: Extracto de citricos (extracto vegetal), Bacillus subtilis (fungicida biol6gico)
y flutriafol (fungicida quimico). Al comparar el efecto controlador sobre el hongo
patogeno de los tres fungicidas mencionados, al integrar el hongo benéfico evaluado
através de tres pruebas, se encontro que la prueba tres con el tratamiento B. subtilis



+ T. harzianum mostré los mejores resultados en control de la enfermedad
generando los menores porcentajes de severidad foliar de 0 a 3%, de tallo a 10%y
de estado general de 5 a 8% lo que puede atribuirse a la interaccion positiva de los
microorganismos y un efecto sinérgico en el control de la enfermedad, de esta
manera se propone para un manejo integrado de la marchitez vascular en plantas
de tomate.

Palabras clave: Compatibilidad, eficacia, fungicidas, Solanum lycopersium,
Fusarium oxysporum, Trichoderma harzianum.

Abstract: The cultivation of tomatoes (Solanum lycopersium) is of commercial
importance in Colombia, however its yield is affected by the incidence of pests and
diseases such as Fusarium oxysporum which generates damages of up to 60% in
crop production. For the management of this disease it is common to use different
types of chemical fungicides, plant and / or biological extracts such as Trichoderma
harzianum. However, the use of these phytosanitary products is made without
considering the effect they produce on biocontroller fungi such as T. harzianum. This
is why the present study aimed to evaluate the compatibility of chemical, biological
and plant-based fungicides used for the control of F. oxysporum in tomato crops, on
the beneficial fungus T. harzianum. For this purpose, the efficacy of eight fungicides
on F. oxysporum under laboratory conditions was determined, and the effect of these
products on T. harzianum was analyzed by evaluating the percentage of in vitro
inhibition in PDA culture medium. Subsequently, the classification of each of the
agro-inputs in the compatibility categories of the IOBC was carried out. Thus, the
fungicides most compatible with the biological controller and the most effective
against the phytopathogenic fungus were determined. Based on this, three in vivo
tests were performed where the control of F. oxysporum by T. harzianum was
verified by integrating it with the selected plant protection products, observing
percentage of stem and leaf damage in tomato plants infested with the pathogen.
Additionally, the general state of the plants analyzed was determined visually, and
through the data taken, the incidence and severity for each test. The results indicated
that the most effective fungicides against the phytopathogenic fungus were the
chemicals (flutriafol, prochloraz, pyrimethanil and mancozeb + cymoxanil + copper
hydroxide) generating inhibition percentages greater than 90% and the most
compatible with the beneficial fungus were the plant extracts and the biologicals
fungicides with inhibition percentages lower than 19% (citrus extract, Melaleuca
alternifolia, Bacillus subtilis and Bacillus pumilis). The effectiveness of
agrochemicals is due to their mechanisms of action that affect not only cell
membranes, but also enzymatic functions of obtaining energy and reproduction.
Compatibility with plant extracts is attributed to the fungus's resistance to some



fungicides and because the extracts have high volatility which decreases the effect
that they may generate on T. harzianum, and with the two species of Bacillus sp. It
is due to a positive interaction between bacteria and fungi. The phytosanitary
products chosen for the in vivo tests were: Citrus extract (vegetable extract), Bacillus
subtilis (biological fungicide) and flutriafol (chemical fungicide). When comparing the
controlling effect on the pathogenic fungus of the three fungicides mentioned, when
integrating the beneficial fungus evaluated through three tests, it was found that test
three with the treatment B. subtilis + T. harzianum showed the best results in control
of the disease generating the lowest percentages of foliar severity of 0 to 3%, of
stem to 10% and of general condition of 5 to 8% which can be attributed to the
positive interaction of microorganisms and a synergistic effect in the control of the
disease , in this way it is proposed for an integrated management of vascular wilt in
tomato plants.

Keywords: Compatibility, efficacy, fungicides, Solanum lycopersium, Fusarium
oxysporum, Trichoderma harzianum.
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1. Introduccién:

El tomate (Solanum lycopersium) es una planta dicotiledonea de importancia
comercial a nivel mundial. En Colombia es una de las siete hortalizas de mayor
importancia debido a la produccién y rendimiento que tiene en el pais. Sin embargo,
comparado con otros paises el rendimiento es menor. Una de las razones que
justifica esta problematica es la incidencia de enfermedades que son provocadas
por los cambios climaticos en las regiones de cultivo (Jaramillo et al, 2006; Jaramillo
et al, 2007; Morales et al, 2009).

Una de las enfermedades que afecta este cultivo es la marchitez vascular, producida
por Fusarium oxysporum, un hongo saprofito que puede crecer y sobrevivir por
largos periodos en la materia organica del suelo y en la rizésfera de varias especies
vegetales; lo cual permite que este sea patdgeno de plantas, siguiendo un patrén
de infeccidn (Fravel et al, 2003). F. oxysporum ingresa por la raiz e invade el sistema
vascular en el tallo de las plantas. No obstante, la irrupcién se diferencia en cultivos
con resistencia como a los susceptibles al lugar de entrada preliminar del patégeno,
debido a la obstruccién de los vasos por geles y a la degradacion de calosa y tilosas.
Por un lado, en los cultivos susceptibles, la colonizacion sigue (distribucion
secundaria) cuando los geles y calosas son destituidos por accién de enzimas
pectoliticas del patdégeno, lo que genera finalmente que se detenga el crecimiento
de las tilosas. Por otro lado, en los cultivos con resistencia, flavonoides del tipo de
las catequinas y sus productos de oxidacion inmovilizan las enzimas, de manera
que la distribucién secundaria es finalmente recluida en los lugares preliminares de
infeccién (Gonzélez & Pereira, 2012).

Este patdégeno ha demostrado gran variabilidad genética y amplia distribucion,
haciendo que su manejo resulte dificil. De esta manera, para su tratamiento es
necesario el uso de diversos fungicidas quimicos, de origen vegetal y biolégicos
(Gonzéalez & Pereira, 2012). Uno de los microorganismos usados para este fin es
Trichoderma sp. Durante varios afios, se ha demostrado su potencial para el
tratamiento de enfermedades fitopatdgenas.

Este hongo actia como antagonista de hongos como f. oxysporum a través de
mecanismos de accibn como micoparasitismo, competencia por espacio y
nutrientes, persistencia en el medio ambiente y producciéon de metabolitos
antifangicos y enzimas hidroliticas. A estos, se le atribuyen los cambios
estructurales a nivel celular en los organismos con los que interacttan, tales como
vacuolizacion, granulacion, desintegracion del citoplasma vy lisis celular (Ezziyyani
et al, 2004; Garcia et al, 2006). Especies como Trichoderma harzianum muestran
marcada actividad de micoparasitismo donde inicialmente detiene al patégeno a
distancia; en seguida, inicia la secrecién de antibidticos y enzimas como [3-1,3-
glucanasa, quitinasa, proteasa y celulasa degradadoras de la pared celular, lo que
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le ayuda a competir eficientemente por nutrientes y espacio, reduciendo y
destruyendo asi la colonia del patégeno (Ezziyyani et al, 2004).

Sin embargo, a pesar de que se ha demostrado la eficiencia del control por parte de
este hongo benéfico, en algunos casos se utilizan en conjunto varios tipos de origen
de fungicidas para la eliminacion de la marchitez vascular sin tener consideracién
sobre su afinidad o compatibilidad, lo cual es necesario. Esto, debido a los efectos
negativos que se pueden generar sobre el controlador biolégico T. harzianum
(Tanzini et al, 2001) por ejemplo, afectando el desarrollo y tiempo de crecimiento
del microorganismo, la germinacion, la concentracion de conidios; e inhibiendo el
crecimiento principalmente por parte de fungicidas quimicos y en algunos casos de
extractos vegetales como neem y orégano (Lucena et al, 2011; Tapwal et al, 2012).

Por tal razon, el presente estudio evalu6 la compatibilidad de fungicidas quimicos,
bioldgicos y de origen vegetal usados comunmente para el control de Fusarium
oxysporum en cultivos de tomate, sobre el hongo benéfico Trichoderma harzianum.
Esto con el fin de proporcionar informacion relevante sobre el manejo integrado de
la marchitez vascular y optimizar asi, la aplicacion de fungicidas en cultivos de
tomate que usen como controlador biolégico este hongo benéfico.

2. Justificacioén:

El tomate es una hortaliza de importancia comercial y econdmica en el mundo, para
2017 la produccién mundial fue de 182.301.395 toneladas (Faostat, 2019). Por su
parte, en Colombia, ésta se encuentra entre las ocho hortalizas que mayor
produccion generan (Morales et al, 2009; Faostat, 2019). Ademas, para 2015 el pais
ocupaba el puesto 32 (Camara de Comercio de Bogota CCB, 2015) de produccion
de tomate en el mundo, y para 2017 paso a ocupar el puesto 29 con una produccién
anual de 714.314 toneladas (Faostat, 2019). Para el mismo afio, Colombia exportd
208 toneladas a nivel mundial. Sin embargo, el rendimiento promedio medido hasta
2017, solo alcanza 34 Ton/ha, lo que representa un rendimiento menor de este
cultivo en comparacioén del presentado en otros paises como por ejemplo Brasil (69
Ton/ha), Chile (63 Ton/ha) y China (58 Ton/ha) (Morales et al., 2009; Faostat, 2019).

La principal causa del bajo rendimiento de este cultivo es atribuida a las condiciones
climaticas que dominan las regiones de siembra, pues los cambios extremos de
humedad y temperatura que generan dichos escenarios, favorecen el
establecimiento de plagas y enfermedades que afectan la productividad de los
cultivos (Jaramillo et al, 2006). Organismos como artrépodos, bacterias, nematodos,
virus y hongos pueden afectar el desarrollo de plantas de tomate (Ruiz et al, 2011).
Una de las principales enfermedades que genera efectos negativos en este cultivo
es la marchitez vascular causada por Fusarium oxysporum. Segun Gonzéalez &
Peteira (2012), este hongo produce pérdidas en el rendimiento del cultivo de hasta
60%. Dicho agente tiene un amplio rango de distribucién en al menos 32 paises, y
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se distingue por su alta virulencia que se da hasta en organismos con genes de
resistencia.

Teniendo en cuenta la incidencia de enfermedades y el bajo rendimiento que esto
genera en los cultivos de tomate, los productores tienden a usar mayor cantidad de
plaguicidas a fin de mejorar la productividad, lo cual conlleva a un aumento en los
costos de produccion y disminucion de la rentabilidad. Adicionalmente lo anterior
conlleva, a que se genere contaminacién ambiental principalmente por el uso de
plaguicidas de sintesis quimica que generalmente son los mas usados para tratar
plagas y enfermedades como la marchitez vascular (Jaramillo et al, 2007). Al
respecto, en Colombia para 2017 se usaron 37.698,5 toneladas de pesticidas
quimicos de los cuales 8.101,1 fueron fungicidas y bactericidas (Faostats, 2019).
Sobre los datos nacionales de agroinsumos para 2019 se tiene que en total se
encuentran registrados 2.543 hasta la fecha, de los cuales 1.022 son fungicidas y
de ellos 332 son para cultivos de tomate (Instituto Colombiano Agropecuario, 2019).

Por otro lado, una alternativa para el tratamiento de estas plagas y enfermedades
son los bioinsumos. Este tipo de plaguicidas han aumentado en los ultimos afios su
registro y por consiguiente su uso. En Colombia a diciembre de 2018 se
encontraban registrados ante el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) 303
bioinsumos, los cuales se clasifican como: inoculantes biolégicos, agentes
biolégicos de control de plagas y productos de origen vegetal. Estos a su vez
pueden clasificarse segun el tipo de ingrediente activo del producto en: Extractos
vegetales, microorganismos y otros (esta Ultima categoria incluye nematodos,
micorrizas, compuestos organicos, etc.). De la totalidad de bioinsumos registrados,
149 son a base de microorganismos, de estos, 25 productos son para cultivo de
tomate. En cuanto a productos de origen vegetal se encuentran registrados 38 de
los cuales, siete son para el cultivo de la hortaliza mencionada (Instituto Colombiano
Agropecuario, 2019). Esto confirma el aumento del uso y registro de productos
bioldgicos para el cultivo de Solanum lycopersium.

Por otro lado, se conoce que los distintos tipos de productos fitosanitarios (quimicos,
biolégicos y extractos vegetales) son usados en conjunto, lo que puede generar
efectos adversos entre ellos como afectar la composicién del producto, perturbar en
igual o incluso mayor en medida a controladores biol6gicos que a organismos objeto
de tratamiento y también generar efectos letales como la muerte o subletales como
afectar el comportamiento, desarrollo y crecimiento haciendo que su funcién
benéfica se vea deteriorada (Vinuela, 2011).

Es por eso que, considerando la importancia del tomate en Colombia, la incidencia
de enfermedades como la marchitez vascular que afecta el rendimiento del cultivo,
el uso en conjunto de fungicidas quimicos y extractos vegetales con controladores
biolégicos como Trichoderma harzianum y al efecto adverso de estas aplicaciones;
se destaca la importancia de realizar estudios de compatibilidad de los tres tipos de
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productos fitosanitarios ya que, de esta manera, se proporcionaria una herramienta
atil para los productores de tomate con el fin de que realicen un eficiente manejo
integrado de la marchitez vascular teniendo en cuenta qué productos pueden ser
usados junto con T. harzianum.

3. Marco tedrico y estado del arte:
3.1. Marco tedrico
3.1.1. Generalidades del tomate (Solanum lycopersium):

El tomate es una planta dicotiledénea, que pertenece al orden Solanales y a la
familia Solanaceae. La situacion del género no ha sido clara pues inicialmente se
reconocia dentro del grupo Lycopersicon pero se propuso el cambio al género
Solanum pasando de denominarse Lycopersicon esculentum a Solanum
lycopersium (Lépez, 2006). Por lo que es comun que se mencione de ambas
maneras en diferentes textos, aunque se refieran a la misma planta. Para el
presente proyecto se usara el nombre de S. lycopersium.

Esta hortaliza es una de las especies mas cultivadas en el mundo, tiene una amplia
cantidad de especies silvestres relacionadas y proporciona numerosas cualidades
alimenticias (Jaramillo et al, 2013). El tomate es rico en vitaminas A, B1, B2, B6, C,
E y de minerales como fosforo, potasio, magnesio, manganeso, zinc, cobre, sodio,
hierro y calcio. Posee un alto valor nutricional por su aporte de proteinas, hidratos
de carbono, fibra, acido félico entre otros (Jaramillo et al, 2006). Su consumo
proporciona estimulos al sistema inmune y se recomienda para el manejo de
enfermedades como reumatismo, pardalisis, gota, arteriosclerosis, diabetes, ulceras
del estbmago, tuberculosis, y estrefiimiento. Ademas, influye en la disminucién del
riesgo de padecer canceres (Jaramillo et al, 2007).

A pesar de las excepcionales caracteristicas mostradas, esto no la hace menos
susceptible a ser afectada por la incidencia de diversos tipos de plagas y
enfermedades. El tomate es atacado por mas de 100 patégenos como hongos,
bacterias, virus y nematodos, que generan dafios a una o varias de sus estructuras
(Sandoval, 2004), causando pérdidas econdémicas en los cultivos.

3.1.2. Enfermedades asociadas al cultivo de tomate

Entre las enfermedades generadas por hongos se destacan las siguientes (tomadas
de Jaramillo et al, 2013):

Pudricion de plantulas:

Generada por Pythium sp., Rhizoctonia sp., Fusarium sp., Phytophthora sp. y
Sclerotium sp. Esta enfermedad aparece por altas temperaturas entre los 18 y 24
°C en semilleros con altas densidades de siembra que poseen poca luminosidad,

17



alta humedad y en los suelos es generada por textura pesada y mal drenaje.
Algunos de los efectos que genera son debilitamiento de las plantas por aferracion
a las raices; puede también ocasionar estrangulamiento del cuello, necrosis del tallo
y muerte de las plantulas de tomate.

Gota, tizén tardio:

Producido por Phytophthora infestans. Se da en lugares con temperaturas entre 15
y 22 °C y humedad relativa mayor de 80%. Cuando la incidencia de la enfermedad
es alta, las esporas del hongo son de facil dispersion. Los sintomas son observados
en tallos (manchas grandes cafés con coloracion verde alrededor), en hojas
(manchas cafés con verde y leve crecimiento blanco en el centro) y en frutos.

Mancha de Alternaria o tizOn temprano:

Generada por Alternaria solani y/o Alternaria alternata. El hongo se favorece por
zonas humedas y calidos. Es diseminado por lluvia y viento. Genera lesiones en
hojas y tallos, proporcionando laceraciones oscuras, profundas con anillos claros y
puede generar la muerte de las plantulas. En campo, los sintomas son observados
en las hojas mas viejas con lesiones color café oscuro. Cuando estas crecen
provocan amarillamiento general en la hoja.

Carate:

Generada por Phoma andina var. Crystalliniformis. Esta patologia se da en
humedad relativa mayor al 70% y temperaturas entre 22 y 18 °C. Los sintomas son
observados en el cuello con una mancha marrén a negra o puntos negros. Ademas,
hay descomposiciéon de tejido y marchitez generalizada finalizando en la muerte de
la planta.

Moho gris: Producida por Botrytis cinérea. El desarrollo del patégeno se favorece
por altas densidades de siembra, alta humedad relativa, continuidad de lluvias y
temperaturas de 15 a 22 °C. Afecta tallo, flores y fruto. Se reconoce por aparicion
de lesiones café-oscuro en el apice con anillos concéntricos en el haz de la hoja y
moho café en el envés.

Moho blanco:

Generado por Sclerotinia sclerotiorum. Se produce en grandes densidades de
siembra y alta humedad. El patégeno puede afectar tallos, peciolos y a veces frutos
identificandose por pudriciones acuosas. Al afectar los tallos también ocasiona
interrupcién del transporte de agua y nutrientes.

Cenicilla o Mildeo Polvoso:

Generada por Oidium sp. El patdogeno se favorece por épocas calidas y baja
humedad relativa, se dispersa por viento. La sintomatologia se observa en tallos,
peciolos y en las hojas mas viejas por aparicion de puntos circulares blanquecinos
gue van estableciendo en distintos lugares de la planta y generan clorosis en la hoja.
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Antracnosis:

Producida por Glomerella cingulata (anamorfo Colletotrichum gloeosporioides). Se
produce en temperaturas medias de 15 a 20 °C, con alta humedad relativa, altas
densidades de siembra, riego por aspersion, entre otras. Se reconoce por lesiones
redondas, profundas negras en el fruto. En condiciones de alta humedad las
lesiones empeoras y se llenan de micelio blanco en los bordes.

Fumagina: Producida por Cladosporium sp. La patologia se favorece por
temperaturas de 20 y 25 °C y alta humedad relativa, altas densidades de siembra 'y
presencia de insectos. Las lesiones se observan en las hojas con un moho verde-
negruzco que envuelve la lamina foliar evitando que la planta realice
adecuadamente la fotosintesis. Los dafios por esta enfermedad se presentan en las
hojas de tomate con un moho de color verde a negro que cubre la lamina foliar el
cual evita una adecuada fotosintesis de la planta. También afecta pedunculos y
frutos de vegetal.

Marchitez vascular:

Producida por Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Este patdgeno habita
normalmente el suelo de los cultivos, sobreviviendo en residuos de cosechas
anteriores en forma de micelio o clamidosporas. Este hongo puede dispersarse por
medio del agua principalmente cuando se realiza riego por gravedad y por presentar
suelos contaminados. La patologia es frecuente cuando los suelos son mal
drenados, son &cidos y de textura liviana permitiendo la penetracién directa del
hongo por las raices de la planta, donde se establece y crece en los vasos del xilema
generando taponamiento.

3.1.2.1. Fusarium oxysporum

Caracteristicas

Fusarium oxysporum es un organismo diverso a nivel de especie, conformando
alrededor de 120 distintas formas especiales (formae specialis). Esto se fundamenta
en el modo de infeccién que el patdgeno genera en un hospedante en particular.
Dichas formas especiales a su vez se subdividen en razas, que se diferencian segun
la destreza del patégeno de afectar distintos haplotipos en un hospedante. Este
hongo es un patdgeno facultativo que es capaz de permanecer y resistir en la
materia organica y al mismo tiempo invadir la planta cuando esta tiene algun
desequilibrio (Renata et al, 2018).

Segun lo indican De Granada et al (2001) el hongo genera tres clases de esporas
que son:

Microconidias: Son en general unicelulares, no tiene septas, y pueden ser hialinas,
elipsoidales a cilindricas, rectas o curvadas; se producen sobre fidlides laterales,
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cortas, sencillas o en los conidiéforos con pocas ramificaciones. Estas estructuras
poseen un largo de 5- 12 ymy 2,5- 3,5 um de ancho (Figura 1A)

Macroconidias: Exhiben paredes delgadas, en forma de huso, alargadas,
medianamente curvas, con varias células septadas transversalmente con la célula
basal alargada y la célula apical reducida; tienen de largo de 27 a 46 um y de ancho
3.0 a 4.5 um (Figura 1B)

Clamidosporas: Se producen por medio de la acumulacion de material de algunas
partes de las hifas y de las conidias y son de paredes gruesas. Pueden generarse
solas o en pares, terminales o intercalares: tienen un diametro de 5 a 15 pm.
Estas estructuras le permiten al hongo sobrevivir en ambientes que no son
favorables (Figura 1C)

La colonia en medio de cultivo PDA muestra un crecimiento de apariencia
algodonosa de coloracién blanquecina-rosa al inicio del desarrollo(Figura 1D), y
posteriormente con la conformacion del micelio, cambia su coloracion a purpura en
la parte central y una tonalidad mas clara hacia los bordes como se indica en la
figura 1E (Renata et al, 2018).

Figura 1. Morfologia de Fusarium oxysporum a nivel macro y micro. (A)
Macroconidios. (B) Microconidios. (C) Clamidosporas. (D) Colonia de F.
oxysporum en los primeros estados de desarrollo. (E) Colonia de F. oxysporum en
estado avanzado de desarrollo. Fuente: Leslie & Summerell, 2008; Renata et al,
2018.
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Ciclo de enfermedad

Las hifas del hongo penetran directamente a las raices, atraviesan la corteza y la
epidermis e ingresan a los vasos del xilema siendo esta la manera mas comuan de
entrada del patdégeno, aunque, las hifas pueden también penetrar por medio de las
heridas realizadas mecéanicamente o por nematodos, o0 insectos. Al encontrarse
dentro de la planta, el hongo se moviliza con direccion al tejido vascular por
colonizacion intracelular a los vasos del xilema y los ataca cuando se encuentran
en madurez. El patdgeno coloniza por crecimiento del micelio o a través de
transporte pasivo de microconidios. Este ultimo favorece una colonizacién no
uniforme, lo que puede generar que el material de propagacion superficialmente
sano termine afectado (Valencia et al, 2001).

Sintomatologia

Esta inicia con el retraso en el crecimiento y marchitez foliar, lo que es seguido por
guemazon en las hojas, secamiento total y esclerocios de coloracion negra dentro
de tallos. Para las plantas adultas, los sintomas se generan durante el periodo entre
floracidon y maduracion del fruto; En principio, las hojas mas viejas se tornan
amarillentas, (color que frecuentemente se da en un solo lado de la planta)
comenzando con marchitez en las horas mas célidas del dia y después de este
periodo, el proceso continua hasta que la planta se seca completamente.
Adicionalmente, las hojas también pueden presentar encrespamiento bajo y los
peciolos pue

den oscurecerse (Jaramillo et al, 2013).

Tratamientos para control de Fusarium oxysporum

Para el control de esta enfermedad se utilizan distintos fungicidas quimicos como
prochloraz, bromuconazol, benomyl y carbendazim, entre otros (Amini & Sidovich,
2010). Adicionalmente, se utilizan productos fitosanitarios de control biolégico que
actian por mecanismos como antibiosis, competencia por espacio o por nutrientes,
induccion de resistencia, etc. Los microorganismos utilizados para el control de este
patdgeno son: Trichoderma spp. (T. harzianum, T. viride, T. koningii y T. hamatum);
Pseudomonas sp. (Pseudomonas fluorescens) y Serratia plymuthica (Jaramillo et
al, 2013). De los anteriores, una de las especies efectivas para el control de
Fusarium oxysporum y la mas estudiada es Trichoderma harzianum.

3.1.3. Trichoderma harzianum

Es una de las especies mas comunes del género Trichoderma sp. y la mas
estudiada dada su capacidad controladora en diferentes hongos fitopatégenos.

Las caracteristicas del género:

Hongo aerdbico, que muestra caracteristicas 6ptimas de crecimiento en amplios
rangos de temperatura, oscilando entre 15 y 30 °C, con un 6ptimo de 25 °C. En
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algunas especies, temperaturas superiores a 30 °C restringen el crecimiento y
desarrollo del hongo, haciendo que este inicie la formacién de clamidosporas. El
hongo se desarrolla en suelos con pH desde 5,5 a 8,5, aunque sus valores 6ptimos
se muestran en ambientes ligeramente acidos entre 5,5-6,5. El género muestra alta
capacidad competitiva y de antibiosis debido a la produccién de enzimas liticas
(Castro & Rivillas, 2007; Martinez et al, 2013; Michel et al, 2001).

Caracteristicas de la especie:

T. harzianum es un hongo que tiene estructuras del tipo conidias hialinas
uniceluladas, ovoide en conidiéforo hialino largo no verticilado (Figura 2). Puede
generar clamidosporas en sustratos naturales, cualidad importante pues dichas
estructuras aumentan la sobrevivencia en el suelo en condiciones adversas.

Las colonias en medio de cultivo PDA crecen formando uno a dos anillos
concéntricos produciendo conidios de coloracion verde oscuro (Shah et al, 2012).
Es saprofito del suelo y de la madera, mostrando rapido crecimiento. Es utilizado
para el control biolégico, siendo principalmente efectivo contra Fusarium sp.,
Rhizoctonia sp., y Pythium sp. y T. harzianum; se destaca por su habilidad para
colonizar sustratos de manera rapida, también por inducir resistencia sistémica
adquirida en plantas y ademas contribuye al crecimiento vegetal (Martinez et al,
2013). Esta especie tolera rangos de temperatura de 30°C a 38°C, pero su 6ptimo
de crecimiento se da a los 20°C.
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Figura 2. Morfologia de Trichoderma harzianum a nivel macro y micro. (A)

ilustracion de la vista microscépica. (B) Vista macroscopica de la colonia de T.
harzianum en estado avanzado de desarrollo. Fuente: Rodriguez & Gato (2010);
Autor.

3.1.4. Compatibilidad.

Teniendo en cuenta que en cultivos de tomate se utilizan plaguicidas de diferente
origen es importante conocer la compatibilidad entre ellos. La compatibilidad se
define como la toxicidad aguda de un plaguicida sobre una plaga y sobre el agente
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de control biologico (Stark et al, 2007). Esto es importante ya que, segun lo reporta
Lucena (2011), se realizan combinaciones de estrategias de control sin conocer su
afinidad y esto puede generar entre otras cosas recombinacion genética que
conlleva a desarrollo de variabilidad del hongo o patégeno a tratar. Dicha
variabilidad se puede expresar en factores fisioldgicos, patogénicos y también sobre
la respuesta que muestren hacia los plaguicidas, generando un control mas
complejo (Pérez et al, 2003).

En este sentido, la respuesta que genere Trichoderma sp. va a cambiar segun las
combinaciones de su especie 0 cepa Y los fungicidas que se usen con este. Por lo
que, para desarrollar un programa eficiente de manejo de enfermedades, es
fundamental la compatibilidad de los bioagentes potenciales con fungicidas
botanicos y quimicos. Esto con el fin de conservar la capacidad controladora de los
productos usados y establecer medidas para su uso eficiente (Tapwal et al, 2012;
Martinez et al, 2013).

3.2. Estado del arte
3.2.1. Compatibilidad de fungicidas con Trichoderma harzianum

Teniendo en cuenta que uno de los microorganismos usados para el control de
enfermedades como Fusarium sp. en cultivos de tomate es Trichoderma sp., ha
surgido la necesidad de evaluar su compatibilidad con otros fungicidas ya que, se
ha evidenciado que la actividad controladora de este hongo benéfico puede verse
afectada por las combinaciones de microrganismos y productos fitosanitarios
quimicos y de origen vegetal (Martinez et al, 2013; Ortellado & Fuente, 2013).

Algunos de los efectos negativos evidenciados al usar diferentes fungicidas con
Trichoderma sp. son la inhibicion del crecimiento del micelio, cambios en los bordes,
en la coloracién de las colonias y en la textura del micelio. Algunos productos
fitosanitarios también afectan la actividad enzimética del hongo benéfico y otros
generan efectos negativos en la germinacion, concentracién de conidios y tiempo
de crecimiento del micelio (Stefanova, 2006).

Al respecto, Duran et al (2007), evaluaron la sensibilidad in vitro de tres cepas de
Trichoderma sp. aisladas de semillas de soya frente al fungicida fludioxonil 2,5% +
metalaxil-m 1%. Para esto se realizaron mediciones del diametro de la colonia
después de 24 horas y se determind la inhibicion de crecimiento micelial,
encontrando que el fungicida provoca un fuerte efecto adverso en el crecimiento de
la colonia de las cepas evaluadas a una dosis letal media inferior a la recomendada
para campo, indicando de esta forma que no es compatible con el hongo.
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Por su parte, Muifio et al (2010), evaluaron la compatibilidad de tres fungicidas sobre
cuatro cepas de Trichoderma sp. Para ello midieron el diametro de la colonia del
hongo y calcularon el porcentaje de mortalidad usando la formula de Abbott.
También determinaron el porcentaje de germinacion de conidios para los
ingredientes activos zineb, mancozeb y thiram. Finalmente se realiz6 una prueba
para observar el efecto de estos fungicidas sobre la actividad del hongo en campo,
encontrando que el zineb provoca poca mortalidad incluso en las concentraciones
mas altas mientras que, el thiram y el mancozeb provocan mortalidad considerable.
En cuanto a la germinacion de conidios, los fungicidas evaluados provocaron
inhibicidn total de la germinacién a las 48 horas y parcial para zineb, lo cual indica
gue estos fungicidas provocan retencion del proceso germinativo. Finalmente se
encontré6 que los fungicidas no generan efectos negativos sobre la accion de
Trichoderma sp. en las condiciones naturales en campo.

De igual manera Martinez et al (2013) reportan que en ensayos in vitro los fungicidas
propiconazol + piroquilon, carbendazim y tebuconazol + triadimenol, generaron
inhibicion completa sobre el crecimiento de dos cepas de T. asperellum, mientras
que azoxistrobina solo produjo efecto en el crecimiento, aunque provoco
disminucién considerable de la esporulacion de las cepas evaluadas. En cuanto a
la germinacion de conidios se encontrd que propiconazol + piroquilon y tebuconazol
+ triadimenol generaron un efecto negativo en este factor en T. asperellum con una
afectacion de méas de 90%, y carbendazim y azoxistrobina en alrededor de 60%.

En 2013, Ortellado & Fuente evaluaron la compatibilidad de Trichoderma sp. con
cuatro fungicidas por medio de inhibicién del crecimiento micelial y esporulacion.
Para lo que encontraron que el fungicida que mayor efecto inhibitorio provocé fue el
carbendazim + thiram con un promedio de 23,08%, y el de menor efecto fue el
carboxin + thiram ya que inhibi6é un promedio 4,91% del hongo. En cuanto al efecto
en la esporulacion, tebuconazole alcanz6 la mayor inhibicién exhibiendo respuesta
diferenciada de los aislados evaluados con un rango de 24% a 89%. Por otro lado,
carboxin+thiram mostré el menor efecto inhibitorio con resultados similares al testigo
en todos los casos (7%). Con lo anterior se encontr6 que el fungicida mas
compatible con el hongo es carboxin+thiram y el menos compatible es
carbendazim+thiram.

Adicionalmente se han realizado experimentos de laboratorio para ensayar la
posibilidad de combinar fungicidas y productos botanicos con Trichoderma viride
determinando su compatibilidad por medio del porcentaje de inhibicion de la colonia
del hongo benéfico. De esta forma se ha encontrado, segun Tapwal et al (2012) que
solo el captaf y el cobre azul registran moderada compatibilidad con T. viride y que
dithane, bavistin y ridomil no son compatibles a ninguna concentracion.
Adicionalmente, extractos de agua de productos botanicos (Parthenium
hysterophorus, Urtica dioeca, Polystichum squarrosum y Adiantum venustum) son
compatibles con Trichoderma sp. con porcentajes entre 90 y 100% de
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compatibilidad. Solo Cannabis sativa muestra un efecto inhibidor sobre el
crecimiento del hongo controlador. De manera similar, Vanita en 2010, informo que
el aceite de gaulteria, el aceite de hierba de limén y su combinacion en condiciones
in vitro no inhibieron el crecimiento de Trichoderma sp., por lo que su resultado
indica que los productos evaluados son compatibles con el hongo.

Sobre compatibilidad del hongo benéfico con fungicidas bioldgicos, Villacis-Aldaz et
al (2016) evaluaron la compatibilidad y sobrevivencia de cuatro microorganismos
benéficos en bioles de uso agricola, de manera que encontraron que los géneros
Trichoderma sp., Metharhizum sp. y Beauveria sp. mostraron aumento en las
poblaciones al adicionarse juntos en los bioles lo que indica que estos organismos
son compatibles y por lo tanto 6ptimos para uso en conjunto.

En cuanto a los estudios de compatibilidad realizados directamente sobre
Trichoderma harzianum, Méndez (2003) report6 que T. harzianum y Purpureocillium
lilacinum aplicados juntos sobre varios tipos de hortalizas aumentan la absorcion de
nutrientes a través del mejoramiento y desarrollo radicular, ademas promueve la
disponibilidad de nutrientes necesarios para la planta y protege el sistema radicular
del ataque de hongos patdgenos y plagas, este estudio muestra que la interaccion
entre los dos organismos evaluados es benéfica y por lo tanto pueden ser usados
conjuntamente por lo cual se infiere compatibilidad entre los hongos.

Al evaluarse la compatibilidad de Lippia origanoides (orégano silvestre) y
Azadirachta indica A. Juss. (neem) con Trichoderma harzianum a través del
crecimiento micelial (CM) en centimetros (cm) y los dias que tard6 T. harzianum en
formar el micelio y las esporas, los estudios indican que hay compatibilidad del
hongo benéfico con A. indica y L. origanoides al 0,37%, reportandose este ultimo
como mas compatible. Sin embargo, se observan cambios morfolégicos de la
colonia del hongo. Ademas, el antagonista no muestra crecimiento en el medio con
L. origanoides al 0,75%. En cuanto al tiempo de formacion de micelio, T. harzianum
con los extractos mencionados tarda dos dias mas que el control, excepto en la
concentracion mas alta del ensayo con orégano donde no hubo crecimiento. Sobre
la formacién de esporas de T. harzianum hay mayor retrasé en el tratamiento con
orégano a 0,37% tomando 11 dias para formarlas. Finalmente, los resultados
indican que los extractos mencionados son medianamente compatibles con el
hongo. Pero se debe tener en cuenta la concentracion a la cual se utilicen pues en
altas concentraciones estos extractos pueden generar efectos adversos en el hongo
benéfico (Lucena et al, 2011).

Sobre los fungicidas quimicos, Gonzéalez et al (2015) evaluaron siete productos
fitosanitarios sistémicos y dos de contacto observando los efectos causados en el
crecimiento radial de T. harzianum. Para lo cual encontraron que los fungicidas
sistémicos que se derivan de los benzimidazoles fueron mas toxicos que los de
contacto. También se encontrd6 que los fungicidas folpet (ftalimida), mancozeb
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(ditiocarbamato) y zineb (ditiocarbamato) generaban un efecto inhibitorio sobre el
crecimiento del micelio del hongo. Adicionalmente, se clasificé a zineb como muy
toxico, y a mancozeb y folpet como moderadamente toxicos. Lo que indica entonces
que estos fungicidas mencionados son poco compatibles con el hongo benéfico.

Teniendo en cuenta los trabajos encontrados se puede evidenciar que, aunque se
han realizado estudios sobre la compatibilidad de Trichoderma sp. con productos
fitosanitarios, la mayoria son con fungicidas quimicos. Ademas, son pocos los
estudios que evallan los efectos de extractos botanicos y fungicidas de origen
biolégico con el hongo benéfico. Adicionalmente no se encontraron estudios donde
se analicen los tres tipos de origen de fungicidas en conjunto, a la vez que se
verifique en condiciones in vivo el efecto generado sobre el control de un hongo
patégeno como F. oxysporum al combinar Trichoderma sp. con dichos fungicidas.
Es por eso que se destaca la importancia del presente estudio, el cual pretende
contribuir con sus resultados a una opcion adecuada de manejo integrado de
Fusarium sp. en cultivos de tomate.

4. Delimitacion del problema

4.1. Problema de investigacion:

Dada la importancia del cultivo de tomate en Colombia, el bajo rendimiento de la
produccién causado por la incidencia de enfermedades como Fusarium oxysporum,
y que para el control de este patdgeno son usados fungicidas quimicos, biolégicos
y extractos vegetales; es importante evaluar estrategias de manejo integrado
basados en la compatibilidad de los diferentes tipos de origen de fungicidas a fin de
garantizar la eficacia aportada por cada uno. En este sentido, el presente proyecto
desea conocer ¢ cudles fungicidas quimicos, bioldgicos y extractos vegetales son
mas eficaces sobre F. oxysporum y mas compatibles con T. harzianum in vitro? Y
¢, Cual es el efecto de los tres tipos de origen de fungicidas sobre el control de F.
oxysporum al ser integrados con T. harzianum evaluados in vivo en plantas de
tomate?

4.2. OBJETIVOS

4.2.1. Objetivo general:

Evaluar la compatibilidad de fungicidas quimicos, biologicos y extractos vegetales
usados para el control de Fusarium oxysporum, sobre el hongo benéfico
Trichoderma harzianum, con el fin de contribuir al conocimiento sobre el manejo
integrado de enfermedades como la marchitez vascular en cultivos de tomate.

4.2.2. Objetivos especificos:
e Determinar la eficacia de fungicidas quimicos, biolégicos y extractos
vegetales sobre F. oxysporum en condiciones in vitro.
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e Estimar la compatibilidad de cada fungicida sobre T. harzianum en

condiciones in vitro.

e Evaluar el control de Fusarium oxysporum en plantas de tomate al integrar
fungicidas quimicos, biolégicos y botanicos compatibles con T. harzianum,
bajo condiciones semicontroladas.

5. HIPOTESIS

e Existe al menos un fungicida quimico, un extracto vegetal y un biolégico,

compatible con T. harzianum.

e El control de F. oxysporum sera mayor al integrar los fungicidas compatibles

con T. harzianum.

6. VARIABLES

Las variables que se tendran en cuenta en el presente proyecto para cumplir los
objetivos propuestos se muestra en la tabla 1. En ella se pueden observar los
parametros que serdn medidos en cada procedimiento a realizar.

Tabla 1. Variables medidas en cada procedimiento realizado.

Procedimiento

Variable

Valoracion del control de calidad
de un producto comercial con

-Concentracion de conidios (Conidios/ml)
-Unidades formadoras de colonia (UFC)

ingrediente  activo de T. -Contaminacion del producto (Presencia de

harzianum. otros organismos como bacterias u otros
hongos)

Medicibn de la eficacia de -Radiocrecimiento de la colonia del hongo

fungicidas en Fusarium patégeno (cm)

oxysporum in vitro

Estimacién de la compatibilidad

-Radiocrecimiento de la colonia del hongo
benéfico (cm)

de los fungicidas con
Trichoderma harzianum in vitro

Evaluacion del control de F.
oxysporum al integrar los

fungicidas quimicos, biol6gicos
y de origen vegetal mas
compatibles con T. harzianum en
plantas de tomate.

-Porcentaje de dafio del tallo (%)

-Porcentaje de dafio foliar (%)

-Estado vital aparente de la planta (nUmero
de0a4)

-Incidencia (%)

-Severidad (%)

-Concentracion de F. oxysporum y/o T.
harzianum en sustrato (UFC/q)

- F. oxysporum y/o T. harzianum (Presencia o
ausencia del hongo en el material vegetal)
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7. Metodologia:

Area de estudio:

El presente trabajo se llevo a cabo en las instalaciones del Centro de Biosistemas
Alberto Lozano Simonelli de la Fundacion Universidad de Bogota Jorge Tadeo
Lozano ubicado en la ciudad de Chia Cundinamarca a diez kildmetros por la via
Bogota Bricefio, con coordenadas 4°53’'06.5” N, 74°00° 47.9” W. Dentro de estas
instalaciones los procedimientos se llevaron a cabo en el Laboratorio de
Microbiologia Agricola y Ambiental, el Laboratorio de Entomologia y en el
invernadero de control biologico.

Fungicidas a evaluar

Para el presente proyecto se seleccionaron ocho fungicidas comerciales (Tabla 2)
los cuales se emplean con frecuencia para el control de patégenos como Fusarium
sp. en diferentes cultivos, incluyendo el de tomate. En la tabla se presentan los
principales blancos biolégicos y cultivos para los cuales son usados y que se
encuentran registrados ante el ICA a septiembre y agosto de 2019. Adicionalmente
se muestra el origen del fungicida, el ingrediente activo, grupo quimico, la categoria
toxicologia a la que pertenecen y su dosis respectiva recomendada por las casas
comerciales.

Tabla 2. Generalidades de los fungicidas seleccionados para el estudio

Origen del | Ingrediente Grupo Dosis Categoria Blanco Cultivo
fungicida Activo qguimico | Comerci | toxicolégic biolégico
al a
Bacillus N/A 2 cc/L M. Mycospharella Tomate,
subtilis Ligeramente fijensis, banano,
toxico Ramularia algodon,
oreola, rosa,
Alternaria solani
, Pseudomonas
Bioldgico syringae,
Fusarium sp.
Bacillus N/A 3 cc/L I. Sphaeroteca Rosa,
pumilis Altamente | sp., Phytophtora | tomate,
toxico infestans, banano,
Mycosphaerella tabaco,
fijiensis, arroz.
Alternaria spp,,
Fusarium sp,
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Melaleuca N/A 3,5 cc/L M. Mycosphaerella | Tomate,
alternifolia Ligeramente fijensis, uchuva,
toxico Alternaria tomate de
solani, arbol, aji,
Extracto Sphaerotheca | ornamental
vegetal pannosa, es.
Botrytis cinérea,
Fusarium
oxysporum.

Extracto de a- 0,3 cc/L M. Spharotheca Rosa,

citricos cetolacton Ligeramente pannosa, Tomate

as (grupo toxico Botritis cinérea.
quimico

del acido

ascorbico)

Mancozeb+ | Ditiocarba 2 g/lL Il. Fusairum sp. , Papa,

cymoxanil+ manto+ Ligeramente Phytophtora tomate,

hidréxido de | acetamida toxico infestans, rosa,
cobre S+ Peronospora cebolla,
Compuest destructor, frambuesa
0s Elsione veneta
cupricos
Pyrimethanil | Anilopyrimi | 0,8 cc/L Il. Botritis cinérea, Banano,
dinas Ligeramente | Mycosphaerella Rosa,
toxico fijensis, Clavel,
Sphaerotheca Tomate,
pannosa, Cebolla
Cladosporium
Quimico echinulatum,
Fusarium sp,

Flutriafol Triazoles | 0,15 cc/L Il. Alternaria Papa,
Moderadam solani, cebolla,
ente toxico | Alternaria porri, banano,

Mycosphaerella | Tomate,
fijensis, Uchuva,
Hemileia Café
vastatrix,

Fusarium sp.

Prochloraz Imidazol 0,6 cc/L Il. Botrytis cinerea, | Cebollin,
Moderadam | Cladosporium puerro,
ente toxico echinulatum, clavel,

Sphaerotheca rosa,
pannosa, crisantemo
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Rhizoctonia
solani, Fusarium

sp.,

Conservacion de cepas

Las cepas de Trichoderma harzianum y Fusarium oxysporum usadas para las
pruebas de compatibilidad y eficacia, se conservaron realizando un repique cada 15
a 20 dias. Para esto se tomd micelio de una colonia crecida del hongo con un haza
recta y se sembrd en el centro del medio PDA para su posterior uso, este
procedimiento se repitido hasta obtener de tres a cinco cajas por cada repique para
asegurar la viabilidad de las cepas. Estos se mantuvieron en la nevera del
Laboratorio de Microbiologia a 4+1°C.

7.1. Eficacia de los fungicidas sobre Fusarium oxysporum en condiciones in
vitro

Para este ensayo se utilizé el hongo patégeno Fusarium oxysporum obtenido a partir
del cepario del Laboratorio de Microbiologia Agricola y Ambiental del Centro de
Biosistemas en Chia, el cual se habia sido aislado de cultivos de tomate con
incidencia de marchitez vascular.

Se preparé medio de cultivo PDA adicionando 39 g de este en un litro de agua
destilada. Posteriormente se calenté a 250 °C y con ayuda de un iman se agité a
velocidad de 500 rpm por 20 minutos. Una vez hirvié el litro del medio de cultivo, se
dividio y se sirvié en ocho recipientes aforados de a 100 mililitros cada uno con un
iman y se llevaron a la autoclave para esterilizar a 121°C por 15 minutos a una
presion de 29 psi. Los medios se dejaron enfriar por 10 minutos y con velocidad
constante de 250 rpm, se adicionaron a cada uno de los ocho frascos aforados uno
de los fungicidas a evaluar segun la dosis correspondiente que se muestra en la
Tabla 2. Cada recipiente de 100 ml con producto se sirvié en cinco (5) cajas de Petri
gue corresponden a las repeticiones de los tratamientos a analizar.

Los medios se dejaron enfriar y gelificar por 30 minutos. Posterior a esto, se
colocaron discos de 0,5 mm de didmetro del hongo Fusarium oxysporum que
anteriormente se habia aislado en medio PDA, en el centro de cada medio con
fungicida (Figura 3). También se realiz6 un testigo, para el cual se coloco el disco
de 0,5 mm del hongo patdgeno en cinco cajas de Petri con medio de PDA sin ningln
otro producto adicionado. Los bioensayos se dejaron incubar a 27+1 °C por 8 dias,
transcurrido este tiempo se midio6 el radiocrecimiento del hongo. Esto se realizé con
un calibrador tomando tres mediciones diferentes del diametro del hongo por cada
caja, teniendo al final 15 datos por cada tratamiento. Con dichos datos, se procedio
a calcular el porcentaje de inhibicién del crecimiento del hongo de cada tratamiento
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respecto al control a través de la aplicacion de la férmula de Abbott (1987) (Formula
1):

Formula 1= Abbott (mortalidad Corregida):

. [ eMTto-%MTo
%Mortalidad corregic Yy x100

Dénde: MTto: Mortalidad en el tratamiento

MTo: Mortalidad en el Testigo Absoluto

Figura 3. Montaje experimental para determinar la eficacia de un fungicida sobre
F. oxysporum in vitro

Para identificar el ingrediente activo mas eficaz del extracto vegetal, el biolégico y
el quimico se escogio el que mostrara el mayor porcentaje de inhibicién sobre el
hongo fitopatdgeno, escogiéndose uno para cada tipo de origen de fungicida
evaluado.

7.2. Compatibilidad de fungicidas sobre T. harzianum en condiciones in
vitro.

En este ensayo se pretendid determinar el efecto que los fungicidas de estudio
generaban sobre el hongo benéfico. Para esto inicialmente se realiz6 un control de
calidad al producto utilizado para el aislamiento del hongo benéfico con el fin de
verificar que no existan otras variables que interfieran con los resultados.
Posteriormente se realizaron las pruebas de compatibilidad de los fungicidas con el
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hongo biocontrolador que indican si los ingredientes activos usados generan algin
efecto adverso sobre T. harzianum o no.

Control de calidad

Para este procedimiento se verifico la viabilidad y pureza de un producto comercial
con ingrediente activo de Trichoderma harzianum. Esto con el fin de verificar que
cumple con las condiciones adecuadas para poder ser utilizado y puede realizar su
correspondiente funcion como biocontrolador fungico. Ademas, corroborar que no
esta contaminado con otro organismo que pueda alterar su funcionamiento. Para
llevar a cabo esto, se escogieron los medios PDA, Agar Nutritivo y Rosa de Bengala,
el fundamento de estos se presente a continuacion:

Medio PDA:

Este medio se utilizd debido a que sus componentes (Papa deshidratada y
dextrosa) permiten el crecimiento de levaduras y hongos, por lo tanto,
permitié identificar si el producto estaba contaminado por otros hongos
diferentes al deseado (Sandle, 2019).

Medio Agar Nutritivo:

Este medio debido a su contenido nutricional (pluripeptona y extracto de
carne) proporcionan las fuentes de carbono y nitrdgeno que permiten el
crecimiento de bacterias, de esta manera se utiliz6 para observar si el
producto estaba contaminado por estos organismos (Sandle, 2019).

Medio Rosa de Bengala:

Este medio se utilizé debido a que por sus componentes (Dextrosa, digerido
enzimatico de harina de soya, fosfato monopotasico, entre otras)
principalmente rosa de bengala, permite el delimitamiento de los
microorganismos evitando el crecimiento radial de mohos y levaduras para
poderlos contar facilmente. De esta manera se reporto la concentracion del
hongo, contando cuantas unidades formadoras de colonias se identificaron y
en que dilucién fue observado (Sandle, 2019).

Para realizar el control de calidad, se hicieron diluciones seriadas tomando 500 pL
del producto y adicionandolos a un tubo de 4,5 ml de agua estéril con solucién salina
0,085%. Posteriormente se tomo del tubo anterior 500 pL y se depositaron en un
segundo tubo con las mismas caracteristicas, este procedimiento se realizdé dos
veces mas para tener un total de cuatro diluciones que van de 10° a 10%. En
seguida, se realizé una siembra masiva colocando 100 pL de las diluciones 102, 10
3y 10 cada uno en los medios PDA, Agar Nutritivo y Rosa de Bengala. Seguido a
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esto, los medios se incubaron a 27+1°C por 8 dias, y transcurrido este tiempo se
evaluaron los resultados obtenidos segun se indicé en el fundamento de los medios
de cultivo usados.

Por otro lado, se tomaron 20 pL de la dilucién 10 para verificar la concentracion de
conidios reportada en el producto utilizado. Para esto se utiliz6 la camara de
Neubauer, en esta se adicionaron 10 pL a cada extremo de la cAmara, se observo
bajo el microscopio a 40x y se contaron los conidios observados dentro de la
cuadricula. Este procedimiento se realiz6 por triplicado para tener un total de seis
datos. Estos se promediaron para tener un solo resultado al cual se le aplicé la
siguiente formula (Formula 2):

Formula 2:
) o FConidios x inversa de |a dilucion 1000 mm? lem? Conidios
Concentracion de conldlos:( ) X ( ) X ( ) X ( )

Imm x Imm x 0,1mm (25/25) lem? 1ml 1 ml

Prueba de Compatibilidad

Para los ensayos se utilizé el hongo benéfico Trichoderma harzianum aislado a
partir de un producto comercial con este ingrediente activo como se indico
anteriormente.

Los medios fueron preparados como se describié en el numeral 7.1 disponiendo
nuevamente cinco repeticiones para cada fungicida y adicionalmente un testigo sin
ningan producto adicionando. Una vez preparados los medios, a cada uno se le
adicioné un disco de 0,5 mm del hongo Trichoderma harzianum que anteriormente
se habia aislado en medio PDA. Los medios se incubaron a 27+1°C por 8 dias,
transcurrido este tiempo se midi6 el radiocrecimiento de la colonia del hongo con un
calibrador tomando tres datos por cada caja de Petri. Posteriormente se
promediaron los datos para obtener un resultado por tratamiento al cual se le aplico
la formula 1.

La determinacibn de compatibilidad con el controlador bioldégico se realizd
basandose en la metodologia planteada por la IOBC (Boller, 2005). La Figura 4,
explica los niveles de compatibilidad basados en el dafio generado por un producto
sobre los controladores biologicos. En este sentido, en condiciones de laboratorio,
productos que generen una inhibicion menor al 30% pueden ser considerados
compatibles.
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+ Field and semi-field test data:

N* = harmless or slightly harmful| M* = moderately harmful T#* = harmful
(Reduction 0-50%) (Reduction 51-75%) (Reduction = 75%)

+  (Classification of laboratory test results

Laboratory 1 (<30%) N
Laboratory 2 (30-79%) M (up to 79%)
Laboratory 3 (80-99%) T
Laboratory 4 (>99%) T

Figura 4. Niveles de compatibilidad de agroinsumos sobre controladores
biol6gicos. Tomado de IOBC (Boller, 2005).

Seleccién de los fungicidas mas eficaces sobre Fusarium oxysporum y mas
compatibles con Trichoderma harzianum.

Se eligio el fungicida de origen vegetal, el bioldgico y el quimico que fueran mas
eficaces para controlar el hongo patégeno y al tiempo fueran mas compatible con el
hongo benéfico. Se escogié uno para cada tipo de origen de fungicida considerando
que cumpliera ambos criterios. Teniendo en cuenta que, de los cuatro fungicidas
quimicos evaluados, ninguno fue compatible debido a porcentajes de inhibicion por
encima del 90%, se decidi6 seleccionar el que presentara el valor mas bajo entre
ellos para poder incluirlo en las pruebas in vivo.

7.3. Evaluacion del control de F. oxysporum en plantas de tomate al integrar
los tres tipos de origen de fungicidas mas compatibles con T. harzianum.

Para este ensayo se utilizaron el fungicida biolégico, el quimico y el extracto vegetal
seleccionados en el numeral 7.2. Con los estos, se realizaron tres (3) pruebas en el
tiempo a fin de evaluar el control de la enfermedad al integrar T. harzianum con
estos ingredientes activos.

Tratamientos a evaluar por prueba:

Los tratamientos evaluados para cada prueba se muestran en Tabla 3. Se tomo
como unidad experimental una planta de tomate sembrada en materas de 11 cm de
diametro y 12 cm de altura con sustrato de turba + fibra de coco en relacion 1:1.
Para la prueba 1, las plantas tenian dos meses de crecimiento y se habian
trasplantado al mes. Para cada tratamiento se tomaron seis (6) plantas que
corresponden a las repeticiones. Para la prueba 2, las plantas tenian un mes y 15
dias de crecimiento. Para cada tratamiento se tomaron siete (7) plantas que
corresponden a las repeticiones. Finalmente, para la prueba 3, las plantas tenian un
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mes y 8 dias de crecimiento. Para cada tratamiento se tomaron cinco (5) plantas
gue corresponden a las repeticiones.

Tabla 3. Tratamientos para la evaluacion del control de F. oxysporum con los
productos més compatibles con T. harzianum y mas efectivos frente al

fitopatogeno.
Prueba Tratamiento Descripcion
TO: Control Plantas infestadas con F. oxysporum + T.
harzianum.

T1: Tratamiento 1 | Plantas afectadas con F. oxysporum + T.
harzianum + fungicida de origen vegetal

ly2 (Extracto de citricos)

T2: Tratamiento 2 | Plantas afectadas con F. oxysporum + T.
harzianum + fungicida biolégico (Bacillus
subtilis)

T3: Tratamiento 3 | Plantas afectadas con F. oxysporum + T.
harzianum + fungicida quimico (Flutriafol)

T4: Tratamiento 4 | Plantas afectadas con F. oxysporum + T.
harzianum + fungicida quimico +fungicida
biolégico + extracto vegetal

TO: Control Plantas sanas (sin la enfermedad)
absoluto
T1: Control Plantas infestadas con F. oxysporum
negativo
3 T2: Tratamiento 2 | Plantas afectadas con F. oxysporum + T.
harzianum + fungicida extracto vegetal
(Extracto de citricos)

T3: Tratamiento 3 | Plantas afectadas con F. oxysporum + T.
harzianum + fungicida biolégico (Bacillus
subtilis)

T4: Tratamiento 4 | Plantas afectadas con F. oxysporum + T.
harzianum + fungicida quimico (Flutriafol)

T5: Tratamiento 5 | Plantas afectadas con F. oxysporum + T.
harzianum + fungicida quimico +fungicida
biol6gico + extracto vegetal

Descripcion de las pruebas

La descripcion de las pruebas se muestra en la Tabla 4. Para cada una de ellas se
indican caracteristicas como: numero de la prueba y su respectiva duracion.
Adicionalmente se mencionan las actividades que se realizaron en cada una de
ellas, que son las siguientes: inoculacion del patdgeno F. oxysporum, aplicacion de
T. harzianum, aplicacién fungicidas + T. harzianum, aplicacion fungicidas, cantidad

35



de mediciones, mediciones realizadas, montaje material vegetal, montaje sustrato y
analisis estadistico. Para cada actividad y caracteristica se menciona la descripcion
y/o dia en el que fue realizada (cronograma) cada prueba.

Para las pruebas 1y 2 no se realiz0 la aplicacion de fungicidas de manera individual
si no que se hizo en conjunto con el hongo benéfico. Para la prueba 3 se hizo la
aplicacion del hongo benéfico y de los fungicidas de manera individual, no se hizo
en combinacion. También es importante resaltar que para la prueba 1, el analisis
estadistico del dafio foliar se hizo con los datos del dia 40 y no con los del dia 54
como en la mayoria. Esto debido a que al final de la evaluacion los foliolos llegaron
a 100% de dafo, por lo tanto, en ese momento no se observaban diferencias
significativas, de tal manera que se escogio un dia cercano al final de la evaluacién
donde se evidenciaban diferencias importantes entre los tratamientos.

Tabla 4. Descripcion de las tres pruebas a realizar para evaluar el control de F.
oxysporum con los productos mas compatibles con T. harzianum y mas efectivos
frente al fitopatégeno

Caracteristicas de la
pruebay actividades
realizadas

Descripcion y/o cronograma

Numero de la prueba 1 2 3
Duracion prueba 56 dias 56 dias 30 dias
Inoculacion del Dia 1 Dia 1 Dia 8
patégeno F. oxysporum
Aplicaciéon T. Dia8y 16 Dia 24 Dia 1, 9, 15, 22
harzianum y 29
Aplicacion fungicidas + | Dia 24, 32y 40 Dia 32y 40 No se realiz6
T. harzianum
Aplicacién solo No se realiz6 No se realiz6 Dia 12, 18y 26
fungicidas
Cantidad de 6 mediciones, una |6 mediciones, una |7 mediciones,
mediciones por semana, | por semana | dos semanales
iniciando desde el dia | iniciando desde el |cada tres a
16 cuando se | dia 16 cuando se | cuatro dias,
esperaba que el |esperaba que el |iniciando en el
hongo fitopatégeno | hongo fitopatégeno | dia 12 cuando
estaba establecido. estaba establecido. | se esperaba
que el hongo
fitopatdogeno
estaba
establecido.
Mediciones realizadas | Porcentaje de dafio | Estado general de la | Porcentaje de
del tallo, porcentaje | planta, incidencia y | dafio de un
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de dafio foliar (para 3

severidad de la

foliolo del tercio

foliolos), incidencia y | enfermedad. medio, el
severidad de la estado vital de
enfermedad la planta,
incidencia y
severidad de la
enfermedad.
Adicionalmente,
para la Ultima
medicion se
determino el
porcentaje de
dafio del tallo.
Montaje material En el dia 16y 48 No se realiz6 Dia 30
vegetal
Montaje sustrato En el dia 48 En el Dia 16 Dia 30
Andlisis estadistico Dafio del tallo: se | Estado general: se | Para el dafio

tomaron los datos del
dia 54

tomaron los valores
hallados en el dia 56.

foliar, dafo del
tallo y estado

Dafio  foliar:  Se general se

tomaron los datos del tomaron los

dia 40. datos de la
altima
medicion.

Inoculacion del patégeno:

Este procedimiento se realiz6 para establecer la enfermedad de la marchitez
vascular en las plantas de tomate donde se evaluaran los tratamientos.

Para esto, en primera instancia se observo el estado del hongo patégeno en el
microscopio y sus estructuras por medio de la realizacién de una impronta, con el
fin de verificar que el hongo utilizado corresponde a la especie de F. oxysporum.
Esto se realizé con ayuda de cinta pegante transparente con la cual se tomé una
muestra del micelio aéreo del hongo en medio PDA, haciendo un leve toque sobre
este con la parte adherente de la cinta. Luego se coloc6é esta muestra sobre un
portaobjetos al que previamente se le habia colocado una gota de azul de lactofenol
(este se utiliza como colorante). Finalmente, el portaobjeto se observd bajo
microscopio en aumento 40 X.

Posteriormente se preparo el inéculo, esto a partir de tres (3) cajas de Petri que
tenian el hongo Fusarium oxysporum con 8 dias de crecimiento. A cada una de las
cajas se les afladié 25 mL de agua destilada estéril y tres gotas de tween 100%.
Luego se raspo6 cuidadosamente con una espatula metalica el micelio del hongo en
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toda la caja, el contenido obtenido se traspasé a un recipiente de vidrio.
Adicionalmente se realiz6 el conteo de los conidios en camara de Neubauer para
determinar la concentracion del inoculo como se describidé en 7.2, y asegurar que
esta no fuera menor a 1X10* que es la concentracién minima a la que se puede
realizar la inoculacion.

A cada planta se le aplicaron 2 mL del in6culo preparado directamente al sustrato
cerca de la raiz con una micropipeta de 1 a 10 mL, esto se realizé de la misma forma
para las tres pruebas.

Aplicaciéon de Trichoderma harzianum:

Se utilizé un producto comercial, que fue el mismo empleado en las pruebas de
compatibilidad de los fungicidas para la obtencion del hongo benéfico. El producto
se prepar6 segun la dosis comercial recomendada por el fabricante (1cc/L). A cada
planta se le aplicaron 2 ml de la preparacion directamente al sustrato cerca de la
raiz con una micropipeta de 1 a 10 mL, esto se realizé de la misma manera para
todas las aplicaciones de las pruebas 1y 2, pero la para la prueba 3 se adicionaron
30 mL para la aplicacion 2, 3, 4y 5.

Aplicacién de fungicidas:

Los tres fungicidas seleccionados fueron preparados segun las dosis comerciales
recomendadas por las casas comerciales (Tabla 2). A cada planta se le aplicaron
30 mL del fungicida correspondiente a cada tratamiento, la cantidad aplicada fue
recomendada por uno de los productores de fungicidas. Para el caso del
Tratamiento 4 se adicionaron en conjunto los tres tipos de origen de fungicidas
segun la dosis correspondiente de cada uno sobre 1 litro de agua.

Verificacion de la presencia de Fusarium oxysporum y Trichoderma
harzianum en el tejido vegetal de plantas de tomate.

Se realiz6 un montaje de material vegetal de una planta. Para lo cual se cort6 de
ella la base del tallo, se observo si tenia la coloracion tipica que el hongo genera al
invadir el tallo (haces vasculares de coloracion marrén). Posteriormente se cortd
una secciéon de aproximadamente 3 mm de grosor del tallo cortado. Este se cortd
en varios pedazos mas pequefios y se depositaron en un vaso de vidrio para realizar
el lavado del material. El procedimiento del lavado se muestra en el Diagrama 1.
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Diagrama 1. Procedimiento de lavado para montaje de material vegetal.

Después del lavado, se dejo secar el material cerca de un mechero por 15 minutos
para después colocar los trozos en forma de reloj en cajas de Petri con medio
Komada (Este medio fue utilizado para este montaje debido a que sus componentes
nutricionales (K2HPO4, KCL, MgS04,H20, L-asparagina, entre otros) permiten el
crecimiento selectivo de especies de Fusarium sp.) (Sandle, 2019). EI medio se llevo
a incubar a una temperatura de 27+1°C por 8 dias y transcurrido este tiempo se
revisaron los resultados, reportando presencia del hongo al observar crecimiento de
la colonia en alguno de los pedazos de material vegetal.

Adicionalmente se realiz6 una impronta (como se describié anteriormente) para
observar el hongo patégeno bajo microscopio, tomando micelio del hongo con ocho
dias de crecimiento en el medio Komada.

Este montaje de material vegetal para la prueba 1 se realizé en una sola planta de
las 35 que fueron evaluadas, y para la prueba 3 se hizo tomando una planta de cada
uno de los tratamientos analizados, es decir que en total fueron seis. Para la prueba
2 no llevé a cabo debido a que las plantas estaban muy pequefas.

Verificacion de la presencia de Fusarium oxysporum y Trichoderma
harzianum en sustrato de plantas de tomate.

Para este montaje se tom6 10 g de sustrato de una planta de tomate y se
depositaron en un frasco de 90 ml de solucion salina 0,085%. Se homogenizo la
mezcla y a partir de esta solucién se realizaron diluciones seriadas de 10° a 104,
tomando inicialmente 500 pL de la mezcla anterior y disponiéndolos en un tubo de
4,5 ml de solucién salina 0,085%.

Se depositaron 100 pL de las diluciones 102, 10 y 10* en los medios PDA vy
Komada rastrillando para homogeneizar la muestra de cada dilucion en toda la caja,
para cada medio se realizaron dos repeticiones. Se incubaron los medios a 27°C
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por 8 dias y posterior a estos se evaluaron los resultados, contando la cantidad de
colonias encontradas en la ultima dilucion donde se observe su crecimiento.

Este montaje de sustrato se realiz6 para todas las pruebas, sin embargo, para la
prueba 1 solo se tomd la muestra de una sola planta tomada al azar de todas las
existentes, y para las pruebas 2 y 3 se tomé un pufiado de sustrato de cada planta
de cada tratamiento y se unificaron para obtener una sola muestra por tratamiento.

Mediciones para determinar el control de los fungicidas frente Fusarium
oxysporum al ser integrado junto con T. harzianum en plantas de tomate.

Para cada planta se determiné el porcentaje de dafio del tallo, porcentaje de dafio
foliar, estado general, incidencia y severidad de la enfermedad, no obstante, en
cada prueba se realizaron unas variaciones sobre las mediciones realizadas.

Control de la enfermedad a nivel del tallo:

Se midio la coloracion oscura desde la base de la planta hasta 10 cm arriba del tallo.
El porcentaje fue determinado teniendo en cuenta que 10 cm es el 100%.

Para el caso de la prueba 3, este parametro se midié teniendo en cuenta la
coloracion observada al final de la evaluacion. Para esto se corto por la mitad el tallo
de cada planta y segun su coloracién se clasificd en la escala que se muestra en la
Figura 5 (Estupifian & Ossa, 2007). Teniendo en cuenta esto, se asigné un
porcentaje de 0 a 100% dependiendo del grado de decoloracion observado para
cada tallo, este valor se asigné a consideracion visual por el evaluador.

GRADO _ DESCRIPCION CARACTERISTICAS
DECOLORACION
VASCULAR
0 Ninguno I |
1 Ligera | |
2 Intermedia | |
3 Severa —

Figura 5. Escala para medir decoloracion vascular. Fuente: Estupifian & Ossa,
2007.
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Control de la enfermedad a nivel foliar:

El porcentaje de dafio se determind a consideracion visual por el evaluador a partir
de la observacién de coloracién amarilla y marchitamiento del foliolo teniendo en
cuenta que 100% de dafio se estima cuando no se ve ninguna coloracion verde, es
decir que todo el foliolo es amarillo o esta marchito.

Esto se realizo para la prueba 1 y 3, para la primera se escogieron y marcaron tres
foliolos de cada planta, uno perteneciente al tercio bajo, uno del tercio medio y uno
del tercio alto, los cuales fueron evaluados semanalmente. Para el caso de la prueba
3, solo se tomo un foliolo perteneciente al tercio medio.

Control de la enfermedad segun el estado general de las plantas.

Para cada planta se registr0 el estado general que presentaba, el cual fue
determinado visualmente. Los niveles o estados de la clasificacion estan asociados
a la severidad de la infeccion observada de manera general en cada planta como
se indica en la Figura 6, en esta se muestran los cuatro estados que presentaron
las planta, unailustracion de como se observaron dichos niveles y en la parte inferior
la descripcion de cada estado para determinar como clasificar a cada planta. Esta
clasificacion fue tomada y modificada de la escala del CIAT (1986).
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Estado 1 Estado 2 Estado 3 Estado 4

" ‘-‘;-.;\—"tg- el St - 3

<10% del Entre el 10 Entre el 26 y 70% del la planta estd muerta o
follaje esta y 25% del follaje presenta severamente infectada,
marchito y/o area foliar marchitamiento o mostrando entre el 71 y
clorético estd clorosis 100% de su follaje
marchita o marchito, con clorosis,
clordtica necrosis yfo defoliacion

prematura

Figura 6. Clasificacion de estado vital general de plantas de tomate.

Incidencia de la enfermedad:
Para la incidencia se evalu6 el numero de plantas por tratamiento con sintomas de
la enfermedad utilizando la siguiente formula (Férmula 3):

Numero de plantas infectadas
X100

Formula 3: Incidencia ( -
Mumero total de plantas

Este parametro se determiné para cada uno de los tratamientos en las tres pruebas.

Severidad de la enfermedad:

La severidad se determiné en las plantas analizadas tanto a nivel foliar, como del
tallo y del estado general. Esto se realiz6 teniendo en cuenta la siguiente escala de
dafio (Tabla 5) o porcentaje de area afectada (% AFA):

42



Tabla 5: Escala de dafio o porcentaje de area afectada (Townsend & Heuberger,

1943).
Severidad %AFA
0 0
1 1 al 25
2 26 al 50
3 51 al 75
4 76 al 100

Posteriormente, los valores de la escala se convirtieron a porcentaje de dafio
(Severidad de la enfermedad) usando la Férmula 4 sugerida por Townsend &
Heuberger (1943) que se muestra a continuacion:

Formula 4:

[3(valor de la escala){No. de ind en esa escala){100) )

Severidad (9( (No. total de ind)(4)

Con base los datos obtenidos se realiz6 el andlisis estadistico para ver las
diferencias entre los tratamientos. Basado en esto, se realiz6 la comparacion de
datos para determinar en qué tratamiento fue mejor el control de la enfermedad.

Andlisis de datos

Para el analisis estadistico se utilizd el programa estadistico R, The R Foundation
for Statistical Computing, Version 3.6.1 (2019). En dicho programa se realizaron
pruebas de normalidad de los datos mediante la prueba de Shapiro-Wilks. Con base
en estos resultados se realizaron pruebas paramétricas 0 no paramétricas segun
sea el caso aplicando pruebas de comparacion y analisis de varianza. Para las
pruebas paramétricas se realizé Anova para determinar las diferencias entre los
tratamientos y la prueba de Tukey para identificar donde estan estas. Para las
pruebas no paramétricas se utilizo la prueba de Kruskal-wallis para determinaciéon
de existencia de diferencias significativas y la prueba de Mann-Whitney agrupacion
entre tratamientos. Estas pruebas se realizaron para los datos de eficacia y
compatibilidad de los fungicidas, y para los datos del dafio tallo, dafio foliar y estado.

8. RESULTADOS:

8.1. Eficacia de los fungicidas sobre Fusarium oxysporum en condiciones in
vitro.
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La tabla 6, presenta los porcentajes de inhibicién generados por los ocho fungicidas
sobre el hongo patdégeno, con la aplicacion de la formula de Abbott (Mortalidad
corregida). A partir de lo anterior se determino que en los fungicidas menos eficaces
fueron T1 (Bacillus pumilis) con 2% y T3 (Melaleuca alternifolia ) con 14%. Mientras
gue los que mayor porcentaje de inhibicion generaron fueron: T6 (flutriafol) con 93%,
T7 (mancozeb+ cymoxanil+ hidroxido de cobre) y T8 (prochloraz) con 99% cada
uno.

Tabla 6. Porcentaje de inhibicion de tratamientos evaluados sobre Fusarium

oxysporum.
Porcentaje
: . (%) de
Tratamiento Ingredlent_e Onge_n_del inhibicion
activo (dosis) fungicida = -
usarium
oxysporum
To N/A N/A 0
Bacillus pumilis
s (3 cclL) Biolégico ’
Bacillus subtilis (2 g
T2 25
cc/l)
Melaleuca
T3 alternifolia 14
(3,5 cc/l) Extracto
Extracto de vegetal
T4 citricos 20
(0,3 cclL)
Pyrimethanil
™ (0,8 cclL) "
Flutriafol
6 (0,15 cc/l) 93
Mancozeb+
cymoxanil+ Quimico
T hidréxido de 99
cobre (2g/L)
Prochloraz
8 (0.6 cc/l) 99

Con base en estos resultados, se identific6 como fungicida vegetal méas efectivo el
Extracto de citricos con 20%; como biolégico el Bacillus subtilis con 25% y como
guimico el mancozeb+ cymoxanil+ hidréxido de cobre y prochloraz ambos con 99%.
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Con los datos hallados de cada tratamiento sobre el radiocrecimiento del hongo
fitopatdgeno se realiz6 el analisis estadistico. Mediante la prueba de Shapiro-Wilks
con una confianza del 95%, los datos evaluados no tienen una distribucién normal
(Valor-p=5.147x101?), razén por la cual se procedio a realizar la prueba de Kruskal-
Walllis confirmando la presencia de diferencias significativas entre los tratamientos
analizados (Valor-p=0.002641). Finalmente, mediante la prueba de Mann-Whitney
se confirmo que los Unicos tratamientos que no tienen diferencias son el control (To)
con Bacillus pumilis (T1); y prochloraz (T8) con mancozeb+ cymoxanil+ hidréxido
de cobre (T7). Esto se debe a que el fungicida bioldgico mencionado genera un bajo
porcentaje de inhibicidn (2%) sobre el hongo fitopatégeno logrando resultado similar
al del control (0%), por otro lado los fungicidas quimicos indicados generan el mismo
porcentaje de inhibicién de 99%.

Los demas tratamientos son diferentes entre si, ya que tienen valores-p menores a
0,05 con un rango de 3,012x10° a 0,0294. El menor valor corresponde al control
con prochloraz (Valor-p= 3,012x10%), lo que indica la mayor diferencia y esto se
debe a que este fungicida quimico fue uno de los que mayor inhibicion gener6 al
hongo fitopatégeno. EI mayor valor se atribuye a Melaleuca alternifolia con el
Extracto de citricos (P-valor: 0,0294), lo cual indica que las diferencias entre los dos
fungicidas son bajos, esto es debido a que la inhibiciébn generada por los dos
extractos es similar pues generan porcentajes de 14% y 20%, respectivamente.

Teniendo en cuenta los resultados hallados se concluye que tanto los extractos
vegetales como los fungicidas biol6gicos generan efectos inhibitorios bajos
(menores a 30%) sobre F. oxysporum, esto en comparaciéon con los fungicidas
quimicos, que en general inhiben parcial o completamente al hongo patégeno con
porcentajes inhibitorios de 77% a 99%.

8.2. Compatibilidad de fungicidas con Trichoderma harzianum en condiciones
in vitro.

Control de calidad

La concentracion de conidios encontrada en el producto utilizado fue de 1,16 X 10°
el cual fue cercano al reportado por el fabricante del producto (2,0 X 10°). En cuanto
a pureza, como se puede observar en la Figura 7, no hubo crecimiento de otros
hongos diferentes al deseado en el medio PDA ni se observo crecimiento de
bacterias en el medio Agar nutritivo. Finalmente, el conteo de UFC en el medio Rosa
de Bengala indico una concentraciéon de > 1X10 “de T. harzianum. Estos resultados
indican que el producto esta limpio y es viable, y por lo tanto cumple con las
condiciones adecuadas para ser usado.
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Figura 7. Control de calidad realizado a un producto comercial con ingrediente
activo T. harzianum usado en el presente estudio para las pruebas de
compatibilidad.

Compatibilidad

El efecto de los fungicidas sobre el crecimiento de T. harzianum se muestra en la
Tabla 7. A partir de esto se puede evidenciar que los fungicidas que menor
porcentaje de inhibicion generan sobre el hongo benéfico son el extracto de citricos
(1%) y Bacillus pumilis (4%). Por su parte, los que mayor efecto producen son el
mancozeb+ cymoxanil+ hidroxido de cobre (98%), asi como, pyrimethanil y flutriafol
ambos con 99%.

Tabla 7. Porcentaje de inhibicion de los fungicidas evaluados sobre Trichoderma
harzianum y clasificacion en los niveles de compatibilidad de la IOBC (Boller,

2005).
Tratamiento | Ingrediente | Origen Porcentaje (%) de | Clasificacion
activo del inhibicion de
fungicida Trichoderma compatibilidad
harzianum
To N/A N/A 0 N/A
T1 , 4 N (inofensivo o
Bacillus .
i ligeramente
pumilis dafino/
(3 cclL) e anino
Bioldgico Compatible)
T2 . 18 N (inofensivo o
Bacillus ligeramente
subtilis geran
(2 cclL) damnp/
Compatible)
T3 Melaleuca 12 N (inofensivo o
alternifolia ligeramente
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(3,5 cc/L) dafino/
Extracto Compatible)
T4 Extracto de vegetal 1 N _(inofensivo o]
- ligeramente
citricos dafino/
(0.3 ce/l) Compatible)
T5 Pyrimethanil 99 T (Dafino/
(0,8 cc/L) incompatible)
T6 Flutriafol 97 T (Dafino/
(0,15 cc/L) incompatible)
T7 Mancozeb+ | Quimico 98 T (Dafiino/
cymoxanil+ incompatible)
hidroxido de
cobre (2g/L)
T8 Prochloraz 99 T (Daiino/
(0,6 cc/L) incompatible)

Se determind la compatibilidad de los fungicidas con T. harzianum clasificando el
porcentaje de inhibicidon generado por cada uno sobre el hongo benéfico, a partir de
la clasificacién propuesta por la IOBC (Boller, 2005). En este sentido, se encontro
que los fungicidas compatibles (Tabla 7) con T. harzianum fueron aquellos que
generaron un porcentaje de inhibicion inferior al 30% como el extracto de citricos
(1%), Bacillus pumilis (4%), Melaleuca altenifolia (12%) y Bacillus subtilis (18%), los
cuales son catalogados como bioinsumos y extractos vegetales. Por su parte, los
fungicidas incompatibles fueron flutriafol (97%), mancozeb+ cymoxanil+ hidréxido
de cobre (98%), prochloraz (99%) y pyrimethanil (99%), siendo los cuatro de sintesis
quimica. Con base en estos resultados, se determiné que el extracto vegetal mas
compatible fue el extracto de citricos, el fungicida biolégico mas compatible fue
Bacillus pumilis y el quimico mas compatible fue flutriafol; este dltimo se escogid
aunque su porcentaje inhibitorio fuera mayor a 90%, ya que fue el de menor
porcentaje entre los cuatro ingredientes activos de sintesis quimica y era necesario
seleccionarlo para la siguiente fase del proyecto.

Con los datos obtenidos de cada tratamiento sobre el crecimiento del hongo
benéfico se realizd el analisis estadistico. Inicialmente se realizé la prueba de
Shapiro-Wilks con 95% de confianza determinando que los datos no son normales
(Valor-p= 5,147x10*?). Teniendo en cuenta este resultado se realiz6 la prueba de
Kruskal-Wallis la cual establecié que existen diferencias significativas entre los
tratamientos evaluados (Valor-p=0,002747). Posteriormente se realizo la prueba de
Mann-Whitney la cual indico que casi todos los tratamientos son diferentes entre si
ya que la mayoria muestra valores-p mayores a 0,05, esto a excepcion del control
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con el extracto de citricos (valor-p= 0.2869), pyrimethanil con prochrloraz (valor-p=
0.176), y mancozeb+ cymoxanil+ hidréxido de cobre con prochloraz (valor-p=
0.5055) donde no hubo diferencias significativas. Esto se debe a que el extracto
vegetal genera un porcentaje de inhibicidén bajo (1%) que es cercano al control (0%),
por otro lado, a que los fungicidas quimicos inhiben por completo el hongo benéfico
generando porcentajes inhibitorios similares que son mayores a 90%.

Considerando lo anterior, los bioinsumos (extractos vegetales y biolégicos) son
compatibles con T. harzianum y pueden usarse en conjunto con el hongo benéfico.
En contraste, los fungicidas quimicos evaluados son incompatibles con el
controlador biol6gico de estudio lo que indica que no deberian ser usados
simultaneamente ya que afectarian por completo su actividad controladora.

Determinacion de los fungicidas mas eficaces sobre F. oxysporum y mas
compatibles con T. harzianum.

Teniendo en cuenta los resultados de las tablas 6 y 7 se eligié el extracto vegetal,
el biolégico y el quimico que cumplieran los criterios de compatibilidad y eficacia
para ser utilizados en las pruebas in vivo. En este sentido, los fungicidas elegidos
fueron el extracto de citricos, Bacillus subtilis y flutriafol.

8.3. Evaluacion de control de F. oxysporum en plantas de tomate con T.
harzianum y los fungicidas determinados como compatibles.

8.3.1. Prueba 1l

Verificacion de la presencia de Fusarium oxysporum y Trichoderma
harzianum en el tejido vegetal de plantas de tomate.

Los resultados del montaje del material vegetal (Figura 8) indicaron la presencia de
Fusarium oxysporum y Trichoderma harzianum desde el inicio (A) hasta el final de
la prueba (B). Por otro lado, se pudo observar que el crecimiento de T. harzianum
en el tallo de la planta al final de la evaluacién fue menor que al inicio y para F.
oxysporum sucedi6 lo contrario, siendo mayor al final. Esto indica que no hubo
control del hongo fitopatégeno por parte del hongo benéfico al terminar la prueba.
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Figura 8. Montajes del material vegetal de plantas de tomate de la prueba 1. (A)

Montaje realizado al inicio de la evaluacion en los medios PDA y Komada. (B)
Montaje realizado al final de la evaluacion en el medio Komada.

Verificacion de la presencia de Fusarium oxysporum y de Trichoderma
harzianum en el sustrato de la planta de tomate evaluada.

El montaje realizado en la muestra de sustrato de una planta tomada al azar al final
del tratamiento (Figura 9) indic6 que para F. oxysporum la concentracién es de
2x10° UFC/ g y para T. harzianum es de 3x10° UFC/g. De esta manera se influye
gue la concentracion del hongo benéfico en el sustrato era mayor que la del hongo
patdgeno.
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Figura 9. Montajes de sustrato de planta de tomate de la prueba 1. En la parte

superior se muestra el montaje realizado en medio PDA y en la parte inferior el

montaje en medio Komada (KOM) cada uno con su respectiva dilucion. En rosa
(PDA) y blanco (KOM) se diferencia F. oxysporum y en verde (PDA) T. harzianum.

Control de la enfermedad a nivel del tallo

El Grafico 1 muestra la severidad de la enfermedad en el tallo de plantas de tomate
de los tratamientos evaluados en la prueba 1. En el eje Y se encuentra el porcentaje
de severidad y en el eje X el tiempo en el que fue evaluado este parametro (54 dias).
Los tratamientos evaluados con su respectivo ingrediente activo y dosis se indican
con colores en la parte inferior.

100
S0
80
70
a0
50
40
30
20
10

0

Severidad (%)

Tiempo (Dias)

T0 (solo T. harzianum)
T1(B. subtilis 2cc/L + T. harzianum)
T2 (extracto de citricos 0,3 cc/L + T. horzignum)
T3 (flutriafol 0,15 cc/L T. harzianun)
= T4 (B. subtilis+ extracto de citricos+ flutriafol+ T. harzianum)

Grafico 1. Porcentaje de severidad de la enfermedad evaluada en el tallo de
plantas de tomate en la prueba 1.

Al comparar el efecto de los tratamientos para controlar Fusarium oxysporum
teniendo en cuenta la severidad en el tallo, se puede ver que el resultado fue
variable para todos. Sin embargo, el tratamiento que mejores resultados mostro fue
flutriafol + T. harzianum el cual gener6 el menor porcentaje de severidad del tallo
desde el inicio hasta los 48 dias y al final de la evaluacion fue uno de los que menor
porcentaje tuvo (59%). Esto seguido por extracto de citricos + T. harzianum el cual
mostro el mismo porcentaje de severidad que el tratamiento anterior hasta los 30
dias (17%), después tuvo un aumento hasta los 48 dias (59%) y al final de la
evaluacion el resultado se mantuvo siendo igual que el flutriafol.
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En cuanto al resultado para el tratamiento de la combinacién de los tres tipos de
origen de fungicidas + T. harzianum, se encontraron los mayor porcentajes de
severidad en este parametro desde los 16 dias (14%) hasta el final de la evaluacion
(86,3%). Para el caso del control (TO), el porcentaje de severidad fue el menor de
todos los tratamientos desde los 16 hasta los 24 dias (12%), después de esto tuvo
un aumento constante hasta el final de la prueba donde tuvo el porcentaje mas alto
junto con la combinacion de los tres tipos de origen de fungicidas.

El andlisis estadistico de los datos del porcentaje de severidad en el tallo al final de
la prueba indic6 que los datos no tienen una distribucion normal (Prueba de Shapiro-
Wilks P-value =0,0003059), adicionalmente por medio de la prueba de Kruskall-
Wallis no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos evaluados
(P-value=0,3453). Esto indica que el dafio generado en el tallo de las plantas de
cada fungicida al final de la prueba fue similar y no es estadisticamente diferente lo
gue se debe a que en ese momento de la evaluacién al comparar el resultado del
porcentaje obtenido en cada uno de los tratamiento, las diferencias no son mayores
a 16%.

Control de la enfermedad a nivel foliar:

En el grafico 2, se muestra la severidad de la enfermedad evaluada en la parte foliar
de los tratamientos evaluados. El eje Y indica el porcentaje de severidad y el eje X
el tiempo en el que fue evaluado este parametro que corresponde a 54 dias. Los
tratamientos analizados se muestran con colores en la parte inferior. La linea roja
ubicada en el dia 40 indica el momento a partir del cual las plantas empezaron a
morir hasta llegar a un porcentaje de severidad del 100%, razén por la cual el
analisis descriptivo y estadistico se hicieron hasta ese dia.

100

Porcentaje Severidad (%)

Tiempo (Dias)

TO (solo T. harzignum)
T1 (8. subtilis 2cc/L + T. harzianum)
T2 (extracto de citricos 0,3 cc/L + T. horzianum)
T3 (flutriafol 0,15 cc/L T. harzianunt)
= T4 (B. subtilis+ extracto de citricos+ flutriafol+ T. harzianum)
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Gréfico 2. Porcentaje de severidad de la enfermedad evaluada en la zona foliar de
plantas de tomate de la prueba 1. Las letras sobre las lineas indican el
agrupamiento dado en la prueba de Tukey.

Al comparar los resultados del control de los fungicidas sobre F. oxysporum
considerando el porcentaje de severidad en los foliolos, se puede observar que el
mejor tratamiento fue la combinacion de los tres tipos de origen de fungicidas + T.
harzianum, el cual mostré el menor dafio foliar desde el dia 16 (6%) hasta el dia 40
(7%). De manera similar, Bacillus subtilis + T. harzianum mostrd bajos porcentajes
de dafio en el dia 16 (6%) y hasta el final (11%). Para el extracto de citricos + T.
harzianum se evidenciaron los porcentajes de severidad mas altos a partir del dia
24 (9%) hasta el dia 40 (100%), adicionalmente fue el primero en llegar a 100% de
dafio foliar.

Al realizar el analisis estadistico de los datos se evidencio una distribucion normal
para estos (Prueba de Shapiro-Wilks valor-p=0,2999), mediante el analisis de
varianza (ANOVA) se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos
evaluados (valor-p= 0.0162). Finalmente se efectué una prueba de Tukey para
identificar dichas diferencias. Los resultados se muestran en el Grafico 2, donde las
letras sobre cada linea indican el agrupamiento dado por esta prueba. De esta
manera se muestra que dichas discrepancias se encuentran en el tratamiento de
extracto de citricos + T. harzianum y la combinacién de los tres fungicidas + T.
harzianum (agrupados con a y b respectivamente) ambos respecto a los demas
tratamientos. En contraste, flutriafol + T. harzianum, Bacillus subtilis + T. harzianum
y el control no muestras diferencias por lo tanto estan agrupados bajo la misma letra
(ab).

La incidencia de la marchitez vascular en las plantas de tomate se observo desde
los 16 dias hasta el final de la evaluacion como se muestra en la Tabla 8 Los
resultados indican que durante toda la prueba el 100% de las plantas evidencio la
presencia de la enfermedad mostrando sintomas de la infeccion.

Tabla 8. Incidencia de F. oxysporum en plantas de tomate de la prueba 1.

Tiempo (Dias)
Tratamientos 16 24 32 40 48
TO (Control) 100% 100% 100% 100% 100%
T1 (B. subtilis 2 cc/L + T. harzianum) 100% 100% 100% 100% 100%
T2 (Extracto de citricos 0,3 cc/L + T. 100% 100% 100% 100% 100%
harzianum)
T3 (Flutriafol 0,15 cc/L + T. harzianum) 100% 100% 100% 100% 100%

T4 (Combinacién de ingredientes 100% 100% 100% 100% 100%
activos de los tres tipos de origen de
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fungicidas: Bacillus subtilis + extracto
de citricos + flutriafol + T. harzianum)

8.3.2. Prueba 2.

Verificacion de la presencia de F. oxysporum y T. harzianum en el sustrato de
plantas de tomate.

La verificacion de la presencia de los dos hongos en el sustrato de las plantas
evaluadas realizado a los 16 dias de evaluacion (Figura 10 y Tabla 9) indica que en
ese momento, el hongo benéfico se encontraba en mayor concentracion que el
hongo patdgeno en los tratamientos control (TO) y extracto de citricos + T.
harzianum (T2). En contraste, en los tratamientos Bacillus subtilis + T. harzianum
(T1) y flutriafol + T. harzianum (T3), fue mayor la concentracion del hongo
fitopatdgeno. Finalmente, en el tratamiento de la combinacién de los tres fungicidas
+ T. harzianum (T4), la concentracion de los dos hongos fue la misma.
Adicionalmente como se observar en la figura, el sustrato estaba contaminado con
otros organismos no identificados que eran diferentes a los dos hongos de
evaluacion (microorganismos con coloracion amarilla y blanca) lo que pudo ocurrir
por el uso de un sustrato no estéril.

Tabla 9. Concentracion de T. harzianum y F. oxysporum en el sustrato de los
tratamientos evaluados a los 16 dias en la prueba 2.

Tratamiento Concentracion de Concentracion de F.
T. harzianum oxysporum (UFC/g)
(UFC/g)
TO (Control) 1x10° 1x10%
T1 (B. subtilis 2 cc/L + T. 1x104 2x103
harzianum)
T2 (Extracto de citricos 0,3 cc/L + 3x103 2x104
T. harzianum)
T3 (Flutriafol 0,15 cc/L + T. 2x104 2x103
harzianum)
T4 (Combinacién de ingredientes 1x103 1x103

activos de los tres tipos de origen
de fungicidas: Bacillus subtilis +
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extracto de citricos + flutriafol + T.
harzianum)

Figura 10. Montaje de sustrato de plantas de tomate de los tratamientos
evaluados en la prueba 2. En la parte inferior se indica el tratamiento evaluado y
en el costado izquierdo la dilucién correspondiente a cada caja de petri con medio
PDA.

Control de la enfermedad segun el estado general de las plantas.

Los resultados del control de los fungicidas sobre F. oxysporum considerando el
porcentaje de severidad segun el estado general de plantas de tomate se indica en
el Grafico 3. En el eje Y se encuentra el porcentaje de severidad y en el eje X el
tiempo en el que fue evaluado este parametro que corresponde a 54 dias. Los
tratamientos analizados se muestran con colores en la parte inferior. A partir de esto
se observa que, el tratamiento que mejores resultados exhibié en este parametro
fue el control (TO) ya que mostr6 el menor porcentaje de severidad de la enfermedad
desde los 16 dias (0%) hasta los 48 dias (58,9%). Por otro lado, los tratamientos
gue mostraron menor control de la enfermedad en esta variable fueron flutriafol + T.
harzianum (T3) y el extracto de citricos + T. harzianum (T2), los cuales presentaron
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los mayores porcentajes de severidad durante el transcurso de la prueba, siendo
este ultimo el de mayor severidad entre los tratamientos (de 62 a 100%).

100

23838

30

Severidad (%)

30
20
10

16 24 32 40 43 54
Tiempo (Dias)
TO (solo T. harzianum)
T1 (8. subtilis 2cc/L + T. harzianum)
T2 (extracto de citricos 0,3 cc/L + T. harzianum)
T3 (flutriafol 0,15 cc/L T. harzianun)
= T4 (B. subtilis+ extracto de citricos+ flutriafol+ T. harzianum)

Grafico 3. Porcentaje de severidad de la enfermedad evaluada al nivel del estado
general de plantas de tomate en la prueba 2.

La estadistica de los datos del control de la enfermedad a nivel del estado general
de las plantas en el dia 54, a través de la prueba de Shapiro-Wilk indicé que los
datos no son normales (Valor-p=2.417e-05), adicionalmente la prueba de Kruskal-
Walllis indic6 que existen diferencias significativas entre los tratamientos (Valor-
p=0,04301). Finalmente se realizd la prueba de Mann-Whitney para identificar en
gue tratamientos se encuentran las diferencias. Para lo cual se encontré que al final
de la evaluacion, dichas discrepancias se determinaron solo para el control y
flutriafol + T. harzianum (valor-p=0,01139), los demas tratamientos son
estadisticamente similares.

La incidencia de la enfermedad en las plantas de tomate se muestra en la Tabla 10,
a través de esta se puede evidenciar que a los 16 dias ningun tratamiento
presentaba sintomas de la enfermedad. Sin embargo, a partir del dia 24 hasta el
final de la evaluacién todos los tratamientos mostraron 100% de incidencia de la
enfermedad, indicando que todas las plantas mostraban sintomas de infeccién de
F. oxysporum.
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Tabla 10. Porcentaje de Incidencia de la enfermedad de F. oxysporum en plantas
de tomate en la prueba 2.

Tiempo (Dias)

Tratamientos 16 24 32 40 48
TO (Control) 0% 100% 100% 100% 100%
T1 (B. subtilis 2 cc/L + T. harzianum) 0% 100% 100% 100% 100%
T2 (Extracto de citricos 0,3 cc/L + T. 0% 100% 100% 100% 100%
harzianum)
T3 (Flutriafol 0,15 cc/L + T. harzianum) 0% 100% 100% 100% 100%
T4 (Combinacion de ingredientes activos 0% 100% 100% 100% 100%

de los tres tipos de origen de fungicidas:
Bacillus subtilis + extracto de citricos +
flutriafol + T. harzianum)

Prueba 3.

Verificacion de la presencia de F. oxysporum y T. harzianum en tejido
vegetal de plantas de tomate.

El montaje del tejido vegetal de una planta tomada al azar de cada tratamiento de
la prueba 3, evaluado a través del medio de cultivo PDA se muestra en la Figura 11.
A través de esto se determiné que, tanto en el control (T0), como en Bacillus subtilis
+ T. harzianum (T3) y en la combinacion de ingredientes activos de los tres tipos de
origen de fungicidas + T. harzianum (T5) solo se encontraba el hongo benéfico. En
cambio, en el control negativo (T1), en el extracto de citricos + T. harzianum (T2) y
en flutriafol + T. harzianum hubo presencia de los dos hongos. Sin embargo, aunque
en los ultimos tres se haya encontrado ambos hongos se observa que T. harzianum
se encuentra en mayor proporcion. Estos resultados indican que la incidencia de F.
oxysporum de manera general, fue menor en los tratamientos evaluados y que por
su parte, T. harzianum dominé en todos los tratamientos a pesar de que no debia
haberse encontrado en el control absoluto ni en el control negativo. Es posible que
lo anterior haya sucedido debido a que los tratamientos se encontraban muy cerca
unos de otros.
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Figura 11. Montaje de material vegetal de plantas de cada tratamiento evaluado
en la prueba 3.

Verificacion de la presencia de F. oxysporum y T. harzianum en sustrato de
plantas de tomate.

Al determinar la concentracion de los dos hongos en el sustrato de las plantas de
cada tratamiento evaluado se observé que, el control negativo fue el que mayor
concentracion de F. oxysporum tuvo con respecto a los demas (Tabla 11). Por su
parte los tratamientos con extracto de citricos + T. harzianum, flutriafol + T.
harzianum y la combinacién de ingredientes activos de los tres tipos de origen de
fungicidas + T. harzianum mostraron una cantidad similar del hongo patégeno
(1x10* UFCI/g), y el que menor concentracion de F. oxysporum present6 fue el
control (1x10° UFC/g). En cuanto al hongo benéfico, el tratamiento con Bacillus
subtilis + T. harzianum fue el que mayor cantidad de este obtuvo (3x10° UFC/g)
seguido de extracto de citricos + T. harzianum (3x10* UFC/g). Por otro lado, el
control negativo no tuvo presencia del hongo benéfico. A partir de este montaje se
pudo evidenciar también que el suelo estaba contaminado ya que como se observa
en la figura 8, hay crecimiento de otros organismos diferentes a los estudiados lo
cual pudo deberse a que se usé un sustrato estéril.

Tabla 11. Concentracién de T. harzianum y F. oxysporum en sustrato de los
tratamientos evaluados a los 30 dias en la prueba 3.

Tratamiento Concentracion de T. Concentracion de F.
harzianum (UFC/q) oxysporum (UFC/g)
TO (Control 4x103 1x103
absoluto)
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T1 (Control negativo 0 1x10°
)

T2 (Extracto de 3x10% 1x104
citricos 0,3 cc/L + T.

harzianum )

T3 (B. subtilis 2 cc/L 3x10° 2x103
+ T. harzianum )

T4 Flutriafol 0,15 1x104 1x104
cc/L+ T. harzianum)

T5 (Bacillus subtilis 1x104 1x104

+ extracto de
citricos + flutriafol +
T. harzianum)

T3 {Bacillus subtilis) | T2 {Extracto de citricas) | T1 {Control negativol | Y0 {Control)

T4 {Futriafol)

[ 7a (combinacion}
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Figura 12. Montaje de sustrato de plantas de tomate de cada tratamiento
evaluado a los 30 dias en la prueba 3.

Control de la enfermedad a nivel del tallo

Al comparar el control de los fungicidas teniendo en cuenta la severidad causada
por F. oxysporum en el tallo de las plantas evaluadas, se observo que el control
absoluto tuvo el menor porcentaje de dafio (1%) y el control negativo el mayor (62%)
(Gréfico 4). Entre los tratamientos que contenian fungicidas se encontré que el que
mejor resultado mostré fue Bacillus subtilis + T. harzianum generando el menor
porcentaje de severidad (10%) y en el que mayor severidad se evidencio fue en
flutriafol + T. harzianum (17%). Esto quiere decir que en este caso hubo un mejor
control por parte del fungicida biolégico que por el quimico.

T5 (B. subtilis+ extracto de citricos+ flutriafol+ T.
harzignum)

T4 (flutriafol 0,15 ccfL 7. horzionum)

T3 (B. subtilis 2ccfL + T. horzignwm)

T2 {extracto de citricos 0,3 cofL + T. harzianum)

Tratamientos

T1{control negativo) G

TO {control abscluto) |

O 20 40 60 B0 100
Severidad (%)

Grafico 4. Porcentaje de severidad de la enfermedad evaluado a nivel del tallo de
las plantas de tomate de los tratamientos a los 30 dias de evaluacion en la prueba
3.

El andlisis estadistico de los datos indicO que estos no siguen una distribucién
normal (Shapiro-wilks valor-p =3.904X10°) y que existen diferencias entre los
tratamientos (Kruskal-Wallis valor-p= 0.03692). La identificacion de las diferencias
a través de la prueba de Mann-Whitney sefial6 que, estas se encuentran entre el
control absoluto y el control negativo al ser comparados con los demas tratamientos
ya que exhiben valores p mayores a 0,05. Esto anterior con la excepcion del control
absoluto comparado con B. subtilis + T. harzianum (Valor-p= 0.05735).
Adicionalmente las mayores diferencias se encontraron al comparar el control
absoluto con el control negativo (Valor-p= 0.009467), con flutriafol + T. harzianum
(Valor-p= 0.009467) y con la combinacion de los tres fungicidas + T. harzianum
(Valor-p= 0.009467). Los demas tratamientos no muestran diferencias entre si.
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Estos resultados indican que, si bien de manera general la comparacioén de los
tratamientos con los fungicidas no muestra diferenciales significativas al controlar la
enfermedad de la marchitez vascular, si se observa un leve contraste por parte del
fungicida bioldgico (T3) ya que al no tener diferencias con el control esta indicando
que tuvo bajo porcentaje de dafio en el tallo y por lo tanto muestra mayor control
sobre F. oxysporum que los demas. Adicionalmente se pudo determinar que el
control por parte del fungicida de extracto vegetal es similar al del quimico y la
combinacion de ingredientes activos de los tres tipos de origen de fungicidas.

Control de la enfermedad a nivel foliar:

La comparacion del control de la marchitez vascular por parte de los tratamientos
evaluados considerando el dafio foliar que se muestra en el Gréfico 5 indicé que,
como se esperaba el control negativo mostré el mayor valor (45%) y el control
absoluto el menor en todos los dias de evaluacion (de 0 a 2 %). Por otro lado, a
través de la grafica se puede observar que las diferencias entre los tratamientos en
todo el tiempo de evaluacién no son mayores a 3%, lo cual se pudo corroborar con
el andlisis estadistico que a través de la prueba de Kruskal-Wallis indico que no
existian diferencias significativas entre ellos (Valor-p =0.8067). Estos resultados
indican que el control de la enfermedad por parte de los tratamientos con fungicidas
fue bueno mostrado porcentajes de dafio foliar bajos parecidos al control con lo que
se puede inferir que el extracto vegetal y el fungicida biolégico son similares a los
fungicidas quimicos en cuanto a efectividad sobre F. oxysporum.
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Tiempo (Dias)
TO (control absaluta)
T1 {control negativa)
T2 {extracto de citricos 0,3 cc/L + T. horzianum)
T3 (B. subtilis 2cc/L + T. harzianum)
e T4 [flutriafol 0,15 cc/L T. harzianum)
TS (B. subtilis+ extracto de citricos+ flutriafol+ T. harzianum)

Gréfico 5. Porcentaje de severidad de la enfermedad evaluado a nivel foliar en
plantas de tomate estudiadas por 30 dias en la prueba 3.
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Control de la enfermedad segun el estado general de las plantas.

Al comparar los resultados de control de la enfermedad por parte de los tratamientos
considerando el estado general de la planta que se muestra en el gréfico 6, se pudo
observar que el control negativo mostré los mayores porcentajes de severidad
(49%) y el control absoluto los menores durante el tiempo de evaluacién (de 5 a
6%). Por otro lado, el control por parte de los tratamientos que tienen los fungicidas
no mostré grandes diferencias entre ellos, lo cual pudo verificarse con el analisis
estadistico. Este indicd que los datos no son normales (Prueba de Shapiro-Wilks
valor-p = 0.003965) y a través de la prueba de Kruskal-Wallis se determind que no
existen diferencias significativas entre los tratamientos. (Valor-P= 0.05831).
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TO (control absaluta)
T1 (control negativa)
T2 (extracto de citricos 0,3 ccfL + T. horzianum)
T3 (B. subtilis 2cc/L + T. harzianum)
e T4 (flutriafol 0,15 ccf/L T. harzionum)
TS (B. subtilis+ extracto de citricos+ flutriafol+ T. harzianum)

Gréfico 6. Porcentaje de severidad de la enfermedad evaluado a nivel del estado
general de plantas de tomate estudiadas durante 30 dias en la prueba 3.

Por otro lado, al evaluar la incidencia de la enfermedad (Grafico 7) se observé que
los tratamientos con fungicida Bacillus subtilis + T. harzianum (T3) y la combinacion
de los tres fungicidas + T. harzianum (T5) mostraron los mejores resultados desde
los 8 dias (0%) hasta el dia 15 (0%). Después de este tiempo, el fungicida biolégico
(T3) es el que muestra los menores porcentajes de incidencia hasta el dia 22 (20%),
lo cual es seguido de un aumento hasta el dia 26 (60%) que se mantiene hasta el
final de la evaluacion (60%). Por su parte la combinacion de los tres fungicidas + T.
harzianum (T5) a partir del dia 15 exhibe un aumento constante de la incidencia
hasta el final de la evaluacion (80%). En contraste, el control negativo (T1) fue el
gue mostré los mayores porcentajes en todos los dias de evaluacién (0, 20, 60 y
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100%) y el control absoluto (TO) mantuvo el porcentaje de incidencia en 20% desde
el dia 12 hasta el final de la evaluacion. Estos resultados indican que, teniendo en
cuenta la incidencia de la enfermedad en los 30 dias de evaluacion, el tratamiento
con Bacillus subtilis + T. harzianum fue el que mejor control6 la enfermedad en
comparacion a los demas tratamientos.
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Grafico 7. Porcentaje de incidencia de la enfermedad en plantas de tomate de los
tratamientos evaluados por 30 dias en la prueba 3.

9. DISCUSION DE RESULTADOS

9.1 Eficacia de los fungicidas sobre Fusarium oxysporum en condiciones
in vitro

Los resultados obtenidos indican que los bioinsumos a base de extractos vegetales
y de origen biolégico producen porcentajes de inhibicion menores al 30% sobre el
crecimiento del hongo patégeno. Estos datos se han encontrado en otros trabajos
como el de Rodriguez & Montilla (2002) en el que evaluaron un extracto de citricos
sobre F. oxysporum el cual inhibié al hongo con 24%, resultado que fue similar al
extracto usado en el presente estudio con 20% (Tabla 5). Adicionalmente la
investigacion mencionada indica que la dosis tiene un efecto significativo en la
reduccion del hongo patdégeno ya que a mayores dosis se generan los mejores
efectos y a medida que se reduce la concentracion asimismo se reduce el
porcentaje de inhibicion. Esto es una posible explicacion de los bajos porcentajes
de inhibicion obtenidos para los fungicidas de extractos vegetales y los bioldgicos,
ya que solo se evalu6 una dosis y en el caso del extracto de citricos fue baja (0,3
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ml/L) en comparacioén a la investigacion nombrada. Adicionalmente el modo de
accion de los extractos vegetales se limita al rompimiento de la pared celular y el
citoplasma del hongo, lo cual no es igualmente devastador que los fungicidas
quimicos ya que estos afectan ademas funciones enzimaticas de respiracion,
reproduccion y obtencion de energia (Alteo S.A.S, 2019).

Por su parte, el extracto de Melaleuca alternifolia generd una inhibicién sobre el
hongo patdgeno menor al otro extracto evaluado la cual fue de 14%. Dicho resultado
es contradictorio al de otros estudios en donde se han generado inhibiciones de
69,50% sobre Fusarium oxysporum (Barbosa & Meza, 2009). No obstante, el
anterior estudio indica que el fungicida botanico es menos eficaz para controlar al
hongo patégeno que los productos quimicos, lo cual fue comprobado en este
trabajo. Lo anterior puede estar asociado al modo de accién del ingrediente activo
que, de manera similar al extracto de citricos, interfiere con las estructuras de la
pared y la membrana celular del hongo patégeno, y afecta su citoplasma. Esto,
suprime la actividad de la respiracion mitocondrial lo que en teoria le atribuye alta
eficiencia en el control de enfermedades fungicas. Sin embargo, el extracto muestra
una desventaja y es que es altamente volatil lo cual hace que no perdure en el
ambiente y su accion se vea limitada (Stockton LTD, 2018). Es probable que la
diferencia en el tiempo de duracion en el ambiente de los dos tipos de extractos
genere las discrepancias en sus porcentajes de inhibicion generados.

En cuanto a los estudios de eficacia asociados a especies de Bacillus sp. se ha
demostrado que generalmente los porcentajes de inhibicion producidos por estas
bacterias sobre Fusarium sp. son mayores al 70% (Ariza & Sanchez, 2012;
Rodriguez et al, 2016; Rodriguez et al, 2016), lo cual es contradictorio en
comparacién a lo encontrado en el presente estudio, ya que los porcentajes
generados por las dos especies de Bacillus sp. evaluadas no superan el 25% y una
de ellas solo obtuvo 2% de inhibicion (Tabla 5). Estas discrepancias con la literatura
pueden atribuirse a la dosis de evaluacion, ya que se utilizaron dosis de 2y 3 cc/L,
que si bien son las indicadas por los fabricantes de los productos, son bajas
comparadas a las de otros estudios (10 g/L en Somani & Arora, 2010). En relacion
a lo anterior, se ha determinado que este factor genera una respuesta diferencial
para el porcentaje de inhibicién, donde los mejores resultados inhibitorios se han
encontrado a las mayores dosis (Liu et al, 2010; Lépez, 2012; Mamani, 2017).

Por otra parte, se encontraron diferencias en los porcentajes de inhibicion de las
dos especies de bacterias, donde para Bacillus subtilis fue mayor con 25% y para
Bacillus pumilis fue de 2%. Dichas discrepancias pueden deberse a divergencias en
factores genéticos que hace que estas puedan exhibir distintas capacidades para
generar toxinas e inhibir el crecimiento de los fitopatégenos (Mojiaca-Marin et al,
2009), lo cual se evidencia en sus mecanismos de accion. B. pumilus genera un
aminoazucar que bloquea el metabolismo celular y rompe las paredes celulares de
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los patdégenos. Mientras que B. subtilis produce lipopéptidos ciclicos antibioticos
(CLPS) que interactian con la membrana de las células diana del hongo patégeno
cambiando su permeabilidad, composicion y produciendo vesiculas, de tal manera
que restringen el crecimiento del micelio y el desarrollo del hongo fitopatogeno
(Mojica-Marin et al, 2009; Bayer S.A, 2019).

Sobre los fungicidas quimicos, se encontr6 que fueron altamente efectivos sobre el
hongo fitopatdgeno in vitro puesto que inhibieron a F. oxysporum con porcentajes
de 77% a 99%, siendo mancozeb+ cymoxanil+ hidroxido de cobre y prochloraz los
mas efectivos entre ellos (Tabla 5). Resultados similares de inhibicion se han
encontrado en otros trabajos, reportando porcentajes de 62% a 100% sobre el
mismo hongo en condiciones de laboratorio (Hibar et al, 2007; Song et al, 2004,
Ivic et al, 2015). Dicha eficacia sobre F. oxysporum puede estar atribuida a los
mecanismos de accion de los ingredientes activos quimicos que en general
erradican el hongo, al afectar procesos bioquimicos de respiracion a nivel
enzimatico (mancozeb); anular la germinacién de esporangios, la liberacién de
zoosporas y obstruir la produccion de acidos nucleicos (cymoxanil); evitar la
germinacion y destruir paredes celulares (hidroxido de cobre), alterar la biosintesis
del ergesterol ocasionando el colapso de las paredes celulares y la inhibicion del
desarrollo de las hifas (flutriafol y prochloraz), inhibir la biosintesis de metionina
que afecta la produccion de proteinas y la divisibn  celular
(pyrimethanil).Adicionalmente estos fungicidas tienden a persistir por largos
periodos de tiempo en el ambiente, lo cual contribuye a su alta eficacia (Adama,
2015; Adama, 2016; Adama, 2019).

Teniendo en cuenta la literatura consultada y el presente estudio, se pudo
confirmar que en la mayoria de los fungicidas quimicos se observa mayor
eficacia para controlar especies de Fusarium sp. en comparacion con los
extractos vegetales. Estas diferencias encontradas entre los tipos de origen de
fungicidas se asocian en primera instancia a los contrastes en los mecanismos de
accion que en el caso de los quimicos afectan en mayor medida al hongo
fitopatdgeno pues no solo perturban membranas celulares, sino que también
intervienen en funciones enzimaticas de obtencién de energia, reproduccion y
respiracion. Por su parte, se ha demostrado que el mecanismo en los extractos
evaluados se reduce al rompimiento de membranas lo que puede generar efectos
menos dafinos en los hongos. En segunda instancia, se puede atribuir a la
persistencia que los ingredientes activos poseen, ya que los extractos vegetales
tienen a durar menos tiempo en el ambiente por su alta volatilidad mientras que los
quimicos persisten por largo tiempo. Adicionalmente se debe resaltar que el
resultado obtenido para las dos especies de bacterias evaluadas principalmente
para Bacillus subtilis, difiere de lo encontrado en la literatura, por lo tanto es
importante verificar este resultado.
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Se concluyo6 también cuales fueron los ingredientes activos mas eficaces de cada
tipo de origen del fungicida, estos fueron: Extracto de citricos como fungicida
botanico, B. subtilis como fungicida biolégico, mancozeb+ cymoxanil+ hidroxido de
cobre y prochloraz como fungicidas quimicos. Las diferencias entre ingredientes
activos del mismo origen de fungicida, se deben segun lo mencionado anteriormente
a discrepancias en tiempos de persistencia en el ambiente y a factores genéticos
para el caso de los biolégicos.

9.2 Compatibilidad de los fungicidas con T. harzianum en condiciones in
vitro.

Los resultados permitieron observar que los bioinsumos y extractos evaluados
(extracto de citricos, Melaleuca alternifolia, Bacillus pumilis y Bacillus subtilis) fueron
compatibles con el hongo benéfico generando porcentajes de inhibicion que no
sobrepasan los 19% (tabla 7). Al comparar lo anterior con la literatura, se encontré
que la mayoria de los extractos vegetales son altamente compatibles con las
especies de Trichoderma sp. con inhibiciones menores a 35% lo cual es similar a lo
encontrado en el presente estudio, sin embargo estos resultados son dependientes
de las dosis evaluadas ya que a altas dosis los extractos tienden a generar mayor
disminucion en el crecimiento del hongo benéfico (Sarkar et al, 2008; Bagwang,
2010; Mukesh, 2014).

Para el extracto de citricos se encontrd un porcentaje de inhibicion de 1% (tabla 7)
indicando que, de los fungicidas evaluados, este es el mas compatible con el hongo
benéfico. El resultado anterior es similar al encontrado por Infante et al (2013) donde
no se generd ninguna inhibicion por parte de un aceite esencial del citrico Citrus
cinensis evaluado sobre una especie de Trichoderma sp. De manera similar BioEco
(2014) indica que Melaleuca alternifolia es altamente compatible con Trichoderma
sp. generando porcentajes de inhibicién que varian 0 a 30%, lo cual concuerda con
el resultado de 12% hallado en el presente estudio para este extracto (tabla 7). La
compatibilidad del hongo benéfico con los dos extractos posiblemente esta asociado
a laresistencia que T. harzianum exhibe a diferentes fungicidas lo cual esta atribuido
a su alta capacidad saprofitica competitiva que le permite crecer en diferentes
sustratos (Chet & Inbar, 1994). Sumado a esto, como ya se menciond, los
mecanismos de accion de los extractos vegetales evaluados no generan efectos
devastadores en los hongos y su alta volatilidad hace que dicho efecto se vea
reducido en mayor medida, estos factores permiten que el hongo benéfico pueda
desarrollarse sin mayor afectacion.

En cuanto a las dos especies de Bacillus sp. evaluadas, se encontraron inhibiciones
de 4% para B. pumilis y de 18% para B. subtilis (tabla 7) lo cual indica que ambas
bacterias son compatibles con el hongo benéfico, pero que B. pumilis muestra
mayor compatibilidad. Al comparar lo anterior con otros estudios, se ha encontrado
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gue en su totalidad las especies del género Bacillus sp muestran alta compatibilidad
con distintas especies de Trichoderma sp. También se muestra que no solo no hay
inhibicion u antagonismo entre los dos microorganismos, si ho que el hongo
benéfico muestra un crecimiento 6ptimo en los bioensayos. (Abeysinghe, 2009;
Somani & Arora, 2010; Latha et al, 2011; Marwoto & Muharam, 2013; Ocafa et al,
2015). La compatibilidad entre los dos microorganismos sugiere una posible
interaccion positividad entre ellos (Zafiga et al, 2019), dicho efecto positivo se ha
evaluado principalmente entre Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum, indicando
que se debe a que ambos organismos tienen diferentes mecanismos de accion y
requerimientos nutricionales, por lo tanto. no tienen que competir para obtener
recursos, ya que cada uno puede alimentarse de un modo y de una sustancia
distinta permitiendo el desarrollo mutuo. Lo anterior representa una posible
explicacion a los resultados obtenidos (Guetsky et al, 2002).

Acerca de la inhibicién del crecimiento del hongo benéfico, se encontré6 que
pyrimethanil fue una de los fungicidas que mas afecté a T. harzianum inhibiéndolo
en 99%. Resultados similares se han encontrado en otros estudios donde
determinan que el ingrediente activo nombrado es altamente toxico para especies
de Trichoderma sp. con porcentajes de inhibicion que van del 55 al 100% (Villasefior
& Sandoval, 2004; Makatini, 2014). Prochloraz también reporté un alto porcentaje
de inhibicion (99%), que al comparado con la literatura concuerda completamente
ya que se han evidenciado las mismas inhibiciones (99% a 100%) y se ha indicado
gue no es compatible con T. harzianum (Rivera, 2004; Roberti et al, 2006; Khalko
& Pan, 2009). Los altos efectos inhibitorios de los fungicidas quimicos mencionados
pueden atribuirse a los mecanismos de accion que ya han sido descritos
anteriormente y que de manera general erradican al hongo con el que entran en
contacto, es decir que no son especificos para patdgenos. Estos ingredientes
activos no discriminan entre especies de hongos, por lo tanto, dado a que fueron
altamente efectivos frente al hongo patégeno, de la misma manera era posible que
inhibiran al hongo benéfico (Mason, 2015).

Para flutriafol se establecié una inhibicién de 97% lo que indica que no es compatible
con T. harzianum, al enfrentar lo anterior con otros estudios se han encontrado
resultados contradictorios. Para el ingrediente activo se han determinado
porcentajes de inhibicion que varian de 41,11% y 53,78% a altas dosis, y a bajas
concentraciones los porcentajes son bajos y suele ser compatible con el hongo
benéfico. De esta manera se evidencia que la compatibilidad del fungicida es
dependiente de la dosis evaluada y es posible que explique las discrepancias
encontradas (Sharma & Singh, 2017; Cavero, 2011; Figueras-Roca et al, 1996). Por
otra parte, si bien este fungicida se escogio para evaluarlo en la siguiente fase por
mostrar un porcentaje de inhibicion mas bajo que los demas quimicos evaluados,
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no se puede dejar a un lado el hecho de que el valor es muy alto y puede ser
altamente toxico para el hongo benéfico.

En cuanto a mancozeb+ cymoxanil+ hidroxido de cobre se encontré un porcentaje
de inhibicién de 99% indicando que no es compatible con el hongo benéfico, lo cual
no concuerda con lo consultado en la literatura debido a que los estudios revisados
indican poca sensibilidad con especies de Trichoderma sp y también que existe
compatibilidad. de los ingredientes activos, principalmente a bajas concentraciones
(Mc Lean et al, 2000; Tewari et al, 2005; Bagwan et al, 2010; Sarkar et al, 2010;
Sepulveda, 2015; Valarmathi et al, 2013; Dhanya et al, 2017). Adicionalmente se ha
determinado que el resultado de la compatibilidad es dependiente de la dosis
evaluada, ya que a bajas concentraciones tienden a ser compatibles pero en altas
dosis la inhibicién varia entre 70 a 100% (Rivera, 2004; Gonzéalez, 2015;Dhanya et
al, 2017). Hay que tener en cuenta que los trabajos consultados no evaltan los tres
fungicidas en combinacion, si no que en general se analizan individualmente o
combinando solo dos de ellos. Considerando esto, es posible que la combinacién
de los tres agroquimicos genere algun tipo de variacion en las propiedades de estos
y por consiguiente en los resultados de la inhibicion sobre el hongo benéfico, ya que
como es mencionado por productores que generan fungicidas a base de estos
ingredientes activos, al encontrarse mezcladas las tres sustancias cada una
aportara un mecanismo de accion diferente, por lo tanto tiene mas posibilidades de
afectar al hongo en mayor medida ( Adama, 2016).

Teniendo en cuenta los estudios consultados y los resultados obtenidos, se puede
concluir que no se corroboro la hipotesis planteada acerca de que existe al menos
un ingrediente activo de cada tipo de origen de fungicida que sea compatible con el
hongo benéfico, ya que, aunque si hubo compatibilidad por parte de los fungicidas
biolégicos y los extractos vegetales, ningun ingrediente activo quimico fue
compatible con el hongo benéfico. Ademas, se determind que el extracto de citricos
y B. pumilis fueron los fungicidas mas compatibles con el hongo benéfico, estos
resultados se deben posiblemente a que T. harzianum muestra alta resistencia a
algunos productos fitosanitarios, también a la alta volatilidad del extracto que genera
gue su efecto no sea pronunciado y a la interaccidn positiva que se ha demostrado
entre la bacteria y el hongo. En cuento a la nula compatibilidad de los ingredientes
activos quimicos, se determin6 que puede estar asociado a que dichos
agroquimicos son altamente eficaces para la erradicacion de varios hongos y su
efecto no es discriminatorio entre especies fungicas, pudiendo de esta forma afectar
al hongo benéfico de la misma manera que inhibié al hongo patégeno.

Adicionalmente se debe resaltar, en vista de las diferencias obtenidas de los
resultados del presente estudio con la literatura, que es necesario evaluar de
manera completa la compatibilidad in vitro para tener resultados mas confiables que
permitan indicar adecuadamente si un fungicida puede ser usado en conjunto con
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Trichoderma harzianum. De manera que, se podria evaluar una primera fase de
compatibilidad segun la metodologia propuesta por Sylla et al (2013), y después
hacer una segunda fase donde se tengan en cuenta otros factores importante
ademas del efecto en el crecimiento, como la germinaciéon y los cambios
morfologicos de la colonia.

9.3 Evaluacion del control de F. oxysporum en plantas de tomate con T.
harzianum y los fungicidas determinados como compatibles.

El control de la enfermedad vascular en plantas de tomate al integrar T. harzianum
a los cuatro tratamientos que contienen los diferentes tipos de origen de fungicidas
de evaluacion, mostraron resultados variables para las tres pruebas realizadas en
el presente trabajo. Considerando esto, es importante recalcar que cada prueba fue
diferente una de la otra y por lo tanto tuvo variantes en cuanto a la aplicacioén de los
tratamientos y de la inoculacion de los dos hongos de estudio. De esta manera, es
posible que los resultados de cada ensayo se hayan visto influenciados.

Respecto a lo anterior, en la prueba 1 el hongo patégeno tuvo tiempo de
establecerse por una semana pues en este tiempo no fue adicionado T. harzianum
ni otro fungicida. Ademas, el hongo benéfico actu6 por dos semanas sin la
interaccién con otro fungicida. Es posible que esto haya generado el dificil control
de la enfermedad al final de la evaluacion, lo que provocé la mortalidad de las
plantas evidenciandose en severidades (grafica 2) e incidencias de 100% (tabla 8).
En cuanto a la prueba 2, el hongo fitopatdégeno tuvo tiempo de establecerse por tres
semanas Yy el hongo benéfico actudé por una semana sin la interaccion con otro
producto. Esto, al igual que la prueba 1 es probable que haya sido la causa de las
mortalidades masivas al final del estudio evidenciadas en incidencia (tabla 10) y
severidad de 100% (grafico 3).

Adicionalmente para las dos pruebas mencionadas se aplicé T. harzianum y el
fungicida correspondiente a cada tratamiento en el mismo dia y al mismo tiempo.
Sumado a eso, el hongo benéfico se aplicaba a una cantidad menor (2 ml) que cada
fungicida (30 ml) en cada planta. En contraste, en la prueba 3 el hongo patégeno
solo tuvo un dia para establecerse. Ademas T. harzianum se aplicé tanto de manera
preventiva (antes de la aplicacion del patdgeno a una cantidad de 2 ml) como
curativa (un dia después de aplicar el patdgeno a una cantidad de 30 ml). En suma,
los fungicidas de cada tratamiento no se adicionaban al tiempo con el hongo
benéfico, se intercalaban las aplicaciones dejando entre tres a cuatro dias para a
cada uno. Finalmente, la cantidad aplicaba de T. harzianum y de los fungicidas
correspondiente fue igual, de 30 ml. Es posible que el poco tiempo de
establecimiento del patdégeno y las diferencias de tiempo de aplicacion de fungicidas
y el hongo benéfico hayan generado un mejor tratamiento para la enfermedad de la
marchitez vascular en la prueba 3.
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Prueba 1

Para el primer ensayo se encontraron resultados diferentes al evaluar la severidad
de F. oxysporum a nivel del tallo y a nivel foliar. Para el primer parametro (tallo) se
observé un mejor control de la enfermedad por dos de los tratamientos que son:
flutriafol + T. harzianum (T3) y el extracto de citricos + T. harzianum (T2). En
contraste, la combinacion de los tres fungicidas + T. harzianum (T4) mostré6 menor
reduccion de la severidad de la enfermedad (Gréfico 1). Para el segundo parametro
(foliar) el mejor tratamiento fue la combinacion de los tres fungicidas + T. harzianum
y el menos eficaz fue el extracto de citricos + T. harzianum (Gréfico 2).

Para dar una posible explicacion a los resultados variables dados por los fungicidas
en los dos pardmetros evaluados, se debe tener en cuenta el patron de infeccion de
F. oxysporum. En este, el hongo comienza a penetrar en las raices y coloniza el
tallo de la planta, seguido a esto invade todo el sistema vascular llegando finalmente
a afectar el area foliar. Lo anterior sucede en plantas con avanzado estado de
infeccion del patdégeno (Forero et al, 2015). Considerando esto, se puede inferir que,
el fungicida va a mostrar una respuesta diferente tanto en el tallo como en las hojas
dependiendo de su capacidad de trastocarse o de controlar efectivamente la
enfermedad en ambas partes de la planta. De manera que, si un fungicida solo
controla al hongo establecido en la raiz y no se trasloca en sentido acropetalo, no
podra controlar el hongo establecido en los haces vasculares y se vera mayormente
afectada el area foliar de la planta.

Sobre el extracto de citricos + T. harzianum se obtuvo buen control de la
enfermedad en el tallo, pero no hubo control en el area foliar. Este resultado se ha
demostrado en otros estudios donde un extracto de citrico evaluado en plantas de
tomate infestadas con F. oxysporum muestra un efecto mayormente positivo cuando
se aplica en suelo (reduce la marchitez en 85%) que cuando se aplica de manera
foliar (42%). Esto sugiere una posible translocacion del extracto desde la parte foliar
hacia la base de la planta por los vasos del floema y desde la raiz hacia los vasos
del xilema, lo cual puede ser una explicacion de que el extracto pueda ser mas
efectivo en la parte del tallo que en el area foliar (Rodriguez & Montilla, 2002).

La anterior posible explicacion de los resultados puede respaldarse teniendo en
cuenta que se ha determinado que plantas infectadas con F. oxysporum tratadas
con el fungicida nombrado no exhiben la generacion de calosas en el tallo, y
considerando que la deposicion de calosas es una defensa constitutiva que la planta
genera contra el ataque de un hongo fitopatégeno, dicha ausencia de las calosas
esté indicando que el extracto esta controlando efectivamente el hongo fitopatégeno
en ese lugar (Guédez et al, 2001; Gonzalez,2012; Villa-Martinez et al, 2015).

En cuanto a lo observado sobre flutriafol + T. harzianum (T3) que mostré buen
control de la enfermedad en el tallo (grafico 1), es posible que el ingrediente activo
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guimico haya actuado solo debido a que se manifesto en este estudio que a la dosis
evaluada el fungicida no es compatible con el hongo benéfico. Adicionalmente, se
ha demostrado que el fungicida quimico en cuestidén es un inhibidor del ergesterol
que no es discriminatorio en especies de hongos. Por lo tanto, asi como en
condiciones de laboratorio fue efectivo para reducir a Fusarium oxysporum e
incompatible con el hongo benéfico, es probable que de la misma manera afecte al
hongo biocontrolador en campo (Mason, 2015). La eficacia para controlar la
marchitez vascular in vivo del ingrediente activo nombrado encontrada en este
estudio, también se ha demostrado en otros trabajos donde se indica que las plantas
tratadas con el fungicida quimico reducen significativamente la infeccion de la
enfermedad producida por especies de Fusarium sp. (Ntushelo & Boshoff, 2002;
Hibar, 2007; Shunzhang, 2009). Como ya se menciond, el 6ptimo control del hongo
fitopatdgeno se debe a su mecanismo de accion por inhibir una gran variedad de
objetivos dentro de la ruta biosintética de los esteroles y por su capacidad de
traslocacibn que generalmente ocurre acropetalamente, es decir de manera
ascendente desde su aplicacion en el suelo (Mason, 2015).

En lo que respecta al tratamiento que combina los tres tipos de origen de fungicidas
+ T. harzianum (T4) se encontrd eficacia en el control de la marchitez vascular a
nivel foliar (grafico 2), dicha eficacia generada puede explicarse por posibles efectos
positivos dados por medio de la combinacion de los fungicidas. Este resultado se
ha obtenido en otros trabajos donde la combinacién de productos fitosanitarios
exhibe mayores efectos de control del hongo fitopatdgeno como disminucion de la
severidad casi por cuatro veces, que dichos productos evaluados individualmente.
Ademas, se ha observado una interaccion positiva donde se mejora el
funcionamiento de cada fungicida evaluado y afecta positivamente a la planta. Dicha
eficacia puede atribuirse a que cada ingrediente activo tiene un mecanismo de
accion diferente y por lo tanto su accién conjunta afectara el patbgeno en mayor
proporcién y de diversas formas (Serrano et al, 2011; Camargo, 2019)

Teniendo en cuenta esto anterior, es posible que de manera similar en el presente
trabajo haya ocurrido una interaccion positiva entre los fungicidas y es por eso que
se observaron mejores resultados en el control de la enfermedad a nivel foliar por
parte del tratamiento cuatro. Sin embargo, es necesario realizar mas estudios donde
se combinen de diferentes formas los fungicidas mencionados para determinar si
realmente existe interaccion entre ellos. Lo anterior considerando que la interaccion
y la compatibilidad de productos de sintesis quimica con los productos bioldgicos,
va a tender a variar dependiendo tanto de los ingredientes activos usados, las
concentraciones gque se evallen y la metodologia con la que esto se lleve a cabo
(Ribas, 2010).

No obstante, se debe resaltar que a que al final de esta prueba se alcanzaron altos
porcentajes de severidad tanto en el tallo como a nivel foliar en todos los

70



tratamientos, y por lo tanto se puede decir que no hubo control del hongo
fitopatdgeno al finalizar la evaluacion lo cual se puede atribuir a que la enfermedad
estaba muy avanzada en estas plantas. De esta manera es necesario replantear la
metodologia de esta prueba para replicas posteriores y no se recomienda utilizar
esta para futuros estudios.

Prueba 2.

En este ensayo solo se considero la severidad evaluada en el estado general de la
planta, para esto se concluyo que el mejor tratamiento fue el control (TO) y el menos
eficaz el extracto de citricos + T. harzianum (T2) (Gréfica 3). En lo que respecta al
tratamiento de extracto de citricos, es posible que, como ya se explico
anteriormente, éste sea mas efectivo a nivel de tallo. De manera que si la
enfermedad a tratar estd avanzada, lo cual se pudo corroborar porque al final del
ensayo todas las plantas murieron alcanzando el 100% de severidad foliar, entonces
el tratamiento de la infeccion mas arriba del tallo no podra ser adecuadamente
controlada, de esta manera la severidad en la parte foliar va a ser mayor. Teniendo
en cuenta lo anterior era de esperar que el extracto haya mostrado menor eficacia
debido a que en esta prueba solamente se evalu6 una variable que en su mayoria
esta asociada a la parte foliar. Por otro lado, en este ensayo se demostré que el
suelo estaba contaminado por otros microorganismos (como hongos y bacterias) lo
cual pudo haber interferido en los resultados del pardmetro evaluado.

En cuanto a la eficacia evidenciada por el tratamiento TO, se debe resaltar que este
era un control de la enfermedad por parte del hongo benéfico ya que el bioensayo
constaba de plantas infectadas con F. oxysporum tratadas Unicamente con T.
harzianum. Teniendo en cuenta esto, se comparé con estudios que estén asociado
con lo anterior. Para lo que se encontr6 que la eficacia ha sido ampliamente
estudiada en laboratorio tanto para el género como para la especie, indicando en
casi todos los casos un eficiente control sobre Fusarium oxysporum que varia entre
30y 65,91%. Dicha eficacia esta asociada con los mecanismos de accion que tiene
el hongo biocontrolador, que principalmente son dos: el primero es competencia por
espacio y nutrientes donde coloniza mas rapidamente el espacio que el patdgeno.
El otro es por parasitismo, donde enrolla sus hifas sobre el patdgeno inhibiéndolo
en 80% (Barbosa & Meza, 2009; Michel-Acevedes. 2009; Guédez et al, 2012). En
suma, los estudios en campo son mas reducidos, pero en su mayoria también
muestran alta eficacia por parte del hongo benéfico evidenciada en porcentajes de
incidencia de la enfermedad bajos y retardo en aparicion de los sintomas (Borda &
Arbelaez, 1993; Elias et al, 1993; Pérez et al, 2009). Considerando los estudios
mencionados, se evidencia la eficacia que el hongo biocontrolador ha mostrado en
diferentes bioensayos como el presente, la cual ha sido explicada a través de su
mecanismo de accion observado in vitro que principalmente conlleva parasitismo y
competencia por nutriente y espacio.
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Por otro parte también se ha observado que dos productos comerciales distintos
con ingrediente activo de T. harzianum muestran resultados diferentes en incidencia
y severidad, indicando que la misma especie puede mostrar resultados desiguales
en un mismo ensayo (Mora et al, 2001). Las discrepancias en el biocontrol de
Trichoderma harzianum dependen de su interaccion con los componentes bidticos
del medio ambiente y del suelo (Bae & Knudsen, 2005). Esto representa una posible
explicacion al hecho de que en la prueba 1, TO halla exhibido bajo control de la
enfermedad pero que en la prueba 2 el control haya sido bueno.

Para finalizar, es importante resaltar que en esta prueba al igual que en la prueba
1, las plantas de todos los tratamientos alcanzaron el 100% de severidad, indicando
que no hubo control de la enfermedad. Es por eso que se debe replantear la
metodologia de esta prueba para posteriores replicas.

Prueba 3.

En este ensayo se observé un control éptimo de la enfermedad de la marchitez
vascular en los tres pardmetros analizados (tallo, area foliar y estado general de la
planta) por parte de los tratamientos que contenian los fungicidas de evaluacion (T2,
T3, T4 Y T5). Adicionalmente se determiné mayor ocurrencia del hongo benéfico ya
que domino tanto en tejido vegetal como en suelo en todos los tratamientos.

Por otra parte, aunque estadisticamente no hubo diferencias entre los tratamientos
en los distintos niveles de severidad (tallo, area foliar y estado) )de la enfermedad
evaluados al final del estudio, se pudo observar que Bacillus subtilis + T. harzianum
(T3) fue el tratamiento que destaco entre los demas ya que revel6 menores
porcentajes de severidad en el tallo (10%) que fueron cercanos al control
absoluto(1%) (Grafica 4). Adicionalmente evidenci6 menores porcentajes de
severidad en area foliar (de 0 a 3%) y estado general (de 5 a 8%).

Es posible que dichos resultados se hayan dado por la interaccién de T. harzianum
con la bacteria, lo cual se ha demostrado en varios estudios indicando que la
combinacion de los dos microorganismos disminuye el porcentaje de infeccién y
aumenta la tasa de supervivencia de la planta, también que disminuye la incidencia
de la enfermedad entre 8 a 12% en comparacion al efecto individual de cada
microorganismo. Adicionalmente se menciona que el 6ptimo control de la
enfermedad resultado de la combinacién, revela una sinergia entre los
microorganismos de control, la cual puede deberse a diferentes modos de accion
de los antagonistas fangico y bacterianos. Tal efecto sinérgico sugiere que existe
una posible modulacién en la actividad metabdlica del hongo y la bacteria en co-
cultivo que modificaria la generacién de compuestos antifungicos (Morsy et al, 2009;
Somani & Arora, 2010; Zuiiga et al, 2019). Estas consideraciones son una posible
explicacion de los 6ptimos resultados encontrados para el tratamiento que combina
a B. subtilis con T. harzianum in vivo.
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Teniendo en cuenta la literatura citada y los resultados obtenidos en el presente
estudio se puede concluir que para la prueba 3, la eficacia en el control de la
enfermedad de la marchitez vascular principalmente evidenciada en el tratamiento
de B. subtilis + T. harzianum se fundamenta en la interaccion de los dos
microorganismos que puede generar efectos sinérgicos entre los dos donde la
bacteria ayude a incrementar la capacidad del hongo para inhibir los patégenos,
obtener nutrientes minerales y modificar el crecimiento de las raices de plantas
permitiendo asi un control eficiente de F. oxysporum en plantas de tomate (Cano,
2011).

Por otro lado, el analisis de sustrato al final de la evaluacion indico6 dominancia del
hongo benéfico en todos los tratamientos (Figura 12 y Tabla 11). Este resultado
puede indicar que la manera de aplicacién de los fungidas y del biocontrolador que
se planted en la prueba 3, generd un 6ptimo control de la enfermedad y un menor
efecto adverso sobre el hongo benéfico que pudo cumplir su funcion biocontroladora
adecuadamente, lo que se verificd con los bajos porcentajes de severidad de la
enfermedad evaluada a nivel foliar (grafica 4), de tallo (grafica 5) y del estado
general de la planta (grafica 6). Considerando lo anterior, se puede concluir que la
prueba 3 es la mejor manera de aplicacion de los fungicidas (de las evaluadas en el
presente estudio) junto con el hongo benéfico y por lo tanto se sugiere para un
manejo integrado de la marchitez vascular en plantas de tomate.

Lo anterior es importante ya que como se observo en este estudio las variaciones
metodoldgicas en cuanto a aplicacién de fungicidas y el hongo benéfico son
determinantes para obtener un adecuado control de la marchitez vascular. De
manera que, la metodologia planteada en la prueba 3 representa una opcién
importante para el control del hongo fitopatégeno que los productores de tomate
pueden seguir para mejorar el rendimiento del cultivo. Y si para controlar la
enfermedad utilizan un tratamiento con B. subtilis + T. harzianum, obtendran
mejores resultados, ademas al usar dos microorganismos que al utilizarse en
conjunto potencian sus capacidades controladoras, también ayudan a reducir la
contaminacion ambiental ya que no seria necesario el uso de agroquimicos.

10. CONCLUSIONES

Los fungicidas biolégicos (B. subtilis y B. pumilus) y los extractos vegetales
(Melaleuca alternifolia y extracto de citricos) evaluados in vitro en el estudio fueron
menos eficaces frente al control de F. oxysporum con respecto a los agroquimicos,
pero completamente compatibles con Trichoderma harzianum. Lo contrario sucedi6
con los fungicidas quimicos (prochloraz, pyrimethanil, flutriafol y mancozeb+
cymaxinil+ hidroxido de cobre) siendo eficaces contra el hongo patégeno en mas de
90% y no compatibles con el hongo benéfico. Estos resultados pueden deberse a
los mecanismos de accion de cada ingrediente activo, puesto que los de sintesis
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guimica en general tienden a afectar al hongo benéfico hasta erradicarlo, ya que
pueden perturbar no solo estructuras de la membrana celular sino que también sus
funciones enzimaticas de obtencion de energia, reproduccion y respiracion. En
cambio, los extractos evaluados Unicamente afectan la membrana celular y son mas
volatiles lo que hace que su eficacia sea menor. Ademas, se ha demostrado que la
inhibicion que se genere frente a T. harzianum y F. oxysporum es dependiente de
la concentracion a la que se evalule el fungicida.

En cuanto a las tres pruebas realizadas in vivo se evidenciaron diferencias
significativas entre ellas que pueden atribuirse a las variaciones en la metodologia
presentadas por cada una, las cuales se atribuyen a los tiempos de aplicacion entre
los fungicidas y el hongo benéfico. Al respecto, las variaciones dadas en las pruebas
1y 2 estan asociadas al avanzado estado de infeccion de las plantas lo que hizo
dificil el control por parte los fungicidas, haciendo que su respuesta efectiva frente
a la enfermedad no fuera igual en los parametros evaluados.

Por otro lado, se destaca la prueba 3 con el tratamiento B. subtilis + T. harzianum
que mostro los mejores resultados en control de la enfermedad generando menores
porcentajes de severidad foliar de 0 a 3%, de tallo a 10% y de estado general de 5
a 8% y por lo tanto se propone como un manejo integrado de la marchitez vascular
en plantas de tomate. Adicionalmente se resalta la importancia de realizar
aplicaciones de los tipos de origen de fungicidas y del biocontrolador de manera
separada, dejando tres dias entre la aplicacion de cada uno, esto teniendo en
cuenta que fueron las variaciones dadas para la prueba tres y es posible que haya
sido lo que genero los 6ptimos resultados evidenciados. En suma, se debe resaltar
que se evidencian mejores resultados sobre el control de la enfermedad si se
realizan aplicaciones preventivas y curativas, y no solo curativas, lo cual reducira la
incidencia y severidad de al enfermedad en el tiempo. Esto se debe tener el cuenta
a la hora de tratar la enfermedad de la marchitez vascular, ya que como se observé
el la prueba 3, se generan optimos resultados y puede ser (til para los productores
de tomate para que mejoren el rendimiento del cultivo.

11. RECOMENDACIONES

Para posteriores réplicas de este estudio, se recomienda usar suelo o sustrato
estéril para ubicar las plantas que van a ser evaluadas, evitando asi la presencia de
otros organismos que alteren los resultados. Si a pesar de esto, al realizar los
bioensayos se encuentra presencia de otros organismos deben identificarse para
determinar si es posible que estos estén generando interaccién. También se sugiere
realizar montajes de sustrato o suelo y vegetales cada semana para observar
concentracion y estado de los hongos de estudio.

Adicionalmente, analizar mayor cantidad de fungicidas para determinar su
compatibilidad con el hongo benéfico y hacerlo a diferentes dosis y por mas tiempo,
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ya que estos resultados tienden a cambiar en el transcurso de los dias de
evaluacion. Esto tanto in vitro como in vivo.

Por dltimo, se recomienda realizar estas pruebas en campo, en cultivos reales ya
que los resultados pueden variar dependiendo de las condiciones ambientales.
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