UNIVERSIDAD PARA LA COOPERACION INTERNACIONAL

F-"

srsidad para |

eracion Internacional

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CEPAS DE Trichoderma
koningiopsis, PARA EL CONTROL DE Fusarium oxysporum EN TOMATE
CHERRY (Solanum lycopersicum)

LINA MARIA ARRIETA MERCADO

PROYECTO FINAL DE GRADUACION PRESENTADO COMO REQUISITO
PARCIAL PARA OPTAR POR EL TITULO DE MASTER EN GERENCIA DE
PROGRAMAS SANITARIOS EN INOCUIDAD DE ALIMENTOS

San José, Costa Rica

Marzo, 2023



UNIVERSIDAD PARA LA COOPERACION INTERNACIONAL

Este proyecto final de graduacion fue aprobado por la Universidad como requisito
parcial para optar por el titulo de Magister en Gerencia de programas sanitarios en
inocuidad de alimentos

PhD. Félix Canet Prades
PROFESOR TUTOR

Ing. Luis Matarrita Diaz. MSc
LECTOR

Lina Maria Arrieta Mercado
SUSTENTANTE



DEDICATORIA

A Dios, a mi familia, a mi hijo José Eduardo y a mi compariero de vida José
Félix por ser mis mayores motivadores, la fuerza que me hiciera continuar en los
momentos mas dificiles de este recorrido académico, sin su apoyo incondicional

nada de esto hubiese sido posible.



AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, a Dios Todopoderoso por ser mi guia y por ensefiarme el

camino a seguir, por todas sus bendiciones, infinitas gracias.

Expreso mis mas sentidos agradecimientos a mis directores de tesis, Dr.
José Félix Ortiz Lemus y Dr. Félix M Cafiet Prades, por su constante apoyo y
acompafamiento en el desarrollo del proyecto. Gracias por sus aportes,

sugerencias y dedicacion.

A la Universidad de Pamplona, por la financiacion del proyecto y por

permitirme desarrollar todas las fases de mi trabajo en sus instalaciones.

Al grupo de Investigacion en microbiologia y biotecnologia SIMBIO de la
Universidad de Pamplona, a los integrantes del mismo especialmente a la

estudiante Maria Gabriela Castillo por todo su apoyo.

A mi hijo José Eduardo Ortiz y mi esposo José Félix Ortiz por ser mi
motivacion cada dia para seguir adelante, quienes con su compafiia, apoyo y

amor fueron luz en todo momento.

A mi abuela Zobeida, a mi madre Kelly, a mi hermana Andrea y mi sobrino

Jerénimo por ser mi refugio sagrado en todo momento.

A la profesora Angela Cajiao, por brindarme sus ensefianzas y la
oportunidad de crecer como investigadora, por ser una mano amiga y un angel en

mi camino.

A la Universidad para la cooperacion internacional y a cada uno de mis

docentes que fueron mentores en esta etapa de mi vida y con sus conocimientos.

A todas las personas que de una u otra manera me apoyaron en este

proceso.

A todos mis mas profundos agradecimiento.



TABLA DE CONTENIDO

1 INTRODUGCCION .. .ot ee e eenens 12
1.1 ANTECEDENTES ... e 12
1.2 JUSTIFICACION ....ooouiieeeeeeeeeeeeeeeeee et 16
1.3 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION.......ccoeeveieecereeeieceeie e 19

1.3.1 ODbJetiVO gENETAl.........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 19
1.3.2 Objetivos eSPeCifiCOS ........cuuviiiiiiiieieiiee e 19

2 MARCO TEORICO ..ottt 20

2.1 TOMALE CREITY ..eeiiiiiiiiiiiiiieii bbb 20
2.1.1 Cultivo del tOMALE ........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiii e 20
2.1.2 Marchitamiento vascular del tomate.............cccccceeviiiiiiiiiiennnnnn. 21

2.2 Estrategias de manejo de Fusarium OXYSPOrum .........ccceeeeeeeeeennnnns 22
2.2.1 Bioplaguicidas como estrategia de mitigacion ......................... 23

2.3 MaArCO l€gal.........ouuuiiiiii e 24

3 METODOLOGIA ...ttt 28
3.1 Area de eStUIO ......covcveeveieeeeieeeee e, 28
3.2 Aislamiento del fitopatOgeNO ..........cceeiiiiiiiiiiiiee e, 29
3.3 ldentificacion fenotipica y genotipica del fitopatégeno aislado....... 30

3.3.1 Identificacion fenotipica presuntiva. .............ccccccuvemmneeneiinnnnnnnns 30
3.3.2 Identificacion genotipiCa. ...........uuuuuuurmmmmmniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaiiaaes 31

3.4 Aislamiento e identificacion del microorganismo biocontrolador. ... 34
3.4.1 Aislamiento y purificacion de las cepas de Trichoderma spp... 34

3.4.2 Identificacion fenotipica y genotipica de los aislados............... 35



3.5 Confrontacion in vitro de las cepas de Trichoderma spp. vs cepa

L100] 0= 10T [T o F- VPR UPPTPPPPPPPTT 35

3.6 Masificacion del microorganismo biocontrolador y determinacion de

la concentracion CONIAIAL. ............uuiiiiiiiie e 37
3.7 Evaluacion de la efectividad del biocontrolador ...............cccceeuveeee. 37

4 RESULTADOS Y DISCUSION ....ciiiiiiiiiiiii e 40

4.1 Aislamiento del fitopatdgeno ...........oovvvviiiiieiiieeeecee e, 40

4.2 Identificacion fenotipica presuntiva del aislado ................ccccevvveeen. 41

4.2.1 DescripCiOn MaCrOSCOPICA ......cevvvvrriiieeeeeeeeeeiiiiiiseeeeeeeeeeennnanns 41

4.2.2 DescripCiOn MICrOSCOPICA .....ccvvvvrrriiiiieeeeeeeeeeiiee e e e e 42

4.3 Identificacion genotipica del aislado.............cccccevvviiiiiiciiieeeiiiinn, 42

4.4 Aislamiento del microorganismo biocontrolador. ..............cc.c...uuuee.. 44

4.5 Confrontacion in vitro de las cepas de Trichoderma spp. vs cepa
L100] 0 T= 10T [T o F- VPP PPERRRR 46

4.6 Evaluacioén de la efectividad de Trichoderma koningiopsis frente a

Fusarium oxysporum en plantas de tomate cherry..........ccccccovviiiiiiiiiiiieieiiinnnnn. 51
S CONCLUSIONES. ... e 56
6 RECOMENDACIONES...... ..o e 57
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oovieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 58
8 ANEXO L oo 67

Vi



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Finca las Plazuelas: extension y delimitacidon por actividades .............. 28
Figura 2: Esquema de enfrentamiento dual ... 36
Figura 3: Aislamiento del fitopatdgeno de una planta enferma de tomate cherry. 40
Figura 4: Vista macroscopica del fitopatégeno aislado a los 3 dias (A) y alos 7
dias de incubacion 25°C en PDA (B) respectivamente. ..........cccooeeeevvvieiiiiiiineeeenn. 41
Figura 5: Vista microscoépica de las diferentes estructuras microscépicas de
Fusarium sp 40 X (A —B) Y 100 X (C) ceeeeeeeeeeeeeeeeeee e 42
Figura 6: Actividad antagonica de las cepas de Trichoderma spp sobre Fusarium
(0147257 010 (¥ [0 1 PP 47
Figura 7: Caracteristicas morfoldgicas del aislado “C1”. A crecimiento en medio
OGY, B crecimiento en medio OGY enriquecido con arroz, C crecimiento en medio
OGY enriquecido con avena, D crecimiento en medio YGC, E reverso del
crecimiento fungico en medio MEA (evaluado en tasa de crecimiento). F
Conidiéforo- microscopia (100x) obtenida del crecimiento de la cepa en el medio
A, G Conidi6foro- microscopia (100x) obtenida del crecimiento de la cepa en el
medio B, H- | Conidiéforos, conidios- microscopia (100x) obtenida del crecimiento
delacepaen el MedIiO. ..o 50
Figura 8: Efectividad de Trichoderma koningiopsis frente a Fusarium oxysporum

en plantas de tOMAte CREITY.........ooiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 53

vii


file:///C:/Users/LINA%20MARIA/Downloads/Tesis%20Lina%20María%20Arrieta%20Mercado%20(1).docx%23_Toc129446483
file:///C:/Users/LINA%20MARIA/Downloads/Tesis%20Lina%20María%20Arrieta%20Mercado%20(1).docx%23_Toc129446487
file:///C:/Users/LINA%20MARIA/Downloads/Tesis%20Lina%20María%20Arrieta%20Mercado%20(1).docx%23_Toc129446487
file:///C:/Users/LINA%20MARIA/Downloads/Tesis%20Lina%20María%20Arrieta%20Mercado%20(1).docx%23_Toc129446488
file:///C:/Users/LINA%20MARIA/Downloads/Tesis%20Lina%20María%20Arrieta%20Mercado%20(1).docx%23_Toc129446488
file:///C:/Users/LINA%20MARIA/Downloads/Tesis%20Lina%20María%20Arrieta%20Mercado%20(1).docx%23_Toc129446488
file:///C:/Users/LINA%20MARIA/Downloads/Tesis%20Lina%20María%20Arrieta%20Mercado%20(1).docx%23_Toc129446488
file:///C:/Users/LINA%20MARIA/Downloads/Tesis%20Lina%20María%20Arrieta%20Mercado%20(1).docx%23_Toc129446488
file:///C:/Users/LINA%20MARIA/Downloads/Tesis%20Lina%20María%20Arrieta%20Mercado%20(1).docx%23_Toc129446488
file:///C:/Users/LINA%20MARIA/Downloads/Tesis%20Lina%20María%20Arrieta%20Mercado%20(1).docx%23_Toc129446488
file:///C:/Users/LINA%20MARIA/Downloads/Tesis%20Lina%20María%20Arrieta%20Mercado%20(1).docx%23_Toc129446488
file:///C:/Users/LINA%20MARIA/Downloads/Tesis%20Lina%20María%20Arrieta%20Mercado%20(1).docx%23_Toc129446489
file:///C:/Users/LINA%20MARIA/Downloads/Tesis%20Lina%20María%20Arrieta%20Mercado%20(1).docx%23_Toc129446489

INDICE DE TABLAS

Tabla 1: Programacién PCR. 32
Tabla 2: Escala para evaluacion de la capacidad antagonica 37
Tabla 3: Tratamientos de inoculacion. 38
Tabla 4: Identificacién molecular 43

Tabla 5: Caracteristicas generales de las cepas nativas de Trichoderma spp.

Aisladas de suelos destinados para actividades agricolas 44

Tabla 6: Porcentaje de Inhibicion del crecimiento radial (PICR) de las cepas de

Trichoderma spp 46
Tabla 7: Micoparasitismo de Trichoderma koningiopsis sobre Fusarium oxysporum

48
Tabla 8: Identificacion molecular de la cepa 51

viii



ABREVIACIONES
ADN: Acido desoxirribonucleico
ASD: Agar Sabouraud dextrosa
ASPAGRO: Asociacion de productores agropecuarios de Pamplona
CYA: Agar Czapek con extracto de levadura
DNTP: Desoxirribonucleétidos
FAQO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
ICA: Instituto Colombiano Agropecuario
IDM: indice de marchitamiento
ITS: Espaciador transcrito interno
MEA: Agar extracto de malta
MAVDT: Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial
MV: Marchitamiento vascular
NCBI: Centro nacional de informacién biotecnologia
OGY: Agar oxitetraciclina, glucosa, extracto de levadura
PCR: Reaccion en cadena de polimerasa
PDA: Agar papa dextrosa
PICR: Porcentaje de Inhibicion del crecimiento radial
SIMBIO: Semillero de investigacion en microbiologia y biotecnologia

YGC: Agar extracto de levadura, glucosa y cloranfenicol



RESUMEN

Actualmente el uso excesivo de agroquimicos (fertilizantes, plaguicidas y
otros) en la agricultura, constituye una gran amenaza para la salud humanay de los
ecosistemas. Los sistemas de produccion agricola convencionales, centrados en
incrementar los rendimientos, han producido trastornos y problemas como la
pérdida de la fertilidad natural de los suelos y suerosidn, asi como graves

situaciones de emergencia de plagas.

Por lo tanto, se requiere de un cambio en el manejo tradicional de la sanidad
vegetal, que permita disminuir el alto impacto negativo generado por el uso excesivo
de plaguicidas con alternativas de manejo integrado y la inclusién de
microorganismos con el fin de regular bioldgicamente las poblaciones de plagas
agricolas, mejorar la calidad e inocuidad de los alimentos y restablecer el equilibrio

ambiental.

Dentro de las estrategias viables de la agricultura organica, para combatir
enfermedades causadas por fitopatdégenos, se encuentra el control bioldgico, el cual
se basa en la utilizacién de microorganismos antagonistas que ejercen su accion de
biocontrol por diferentes mecanismos. Por tal razon este trabajo tiene como objetivo
elaborar un biocontrolador a partir del microbiota presente de forma autéctona en el
cultivo de tomate cherry, para la sustitucion del uso de plaguicidas. Todo esto,
mediante ensayos de tamizaje (screening) de microorganismos con potencial
biocontrolador frente a microorganismos fitopatégenos, a través de herramientas

microbiolégicas y moleculares.

Los resultados obtenidos establecen a Trichoderma koningiopsis con
porcentaje de inhibicién de crecimiento radial (PICR) del 95,33% frente a Fusarium
oxysporum, con lo cual fue posible concluir que Trichoderma koningiopsis demostro
la capacidad biocontroladora sobre este hongo, reduciendo la incidencia de la

enfermedad de marchitez del tomate cherry en un 94%.



Palabras claves: Biocontrol, fitopatdgeno, Trichoderma, Fusarium.

ABSTRAC

Currently, the excessive use of agrochemicals (fertilizers, pesticides and
others) in agriculture constitutes a major threat to human and ecosystem health.
Conventional agricultural production systems, focused on increasing yields, have
produced disorders and problems such as the loss of natural soil fertility and soil

erosion, as well as serious pest emergencies.

Therefore, a change in traditional plant health management is required to
reduce the high negative impact generated by the excessive use of pesticides with
integrated management alternatives and the inclusion of microorganisms in order to
biologically regulate agricultural pest populations, improve food quality and safety,

and restore environmental balance.

Among the viable strategies of organic agriculture to combat diseases caused
by phytopathogens is biological control, which is based on the use of antagonistic
microorganisms that exert their biocontrol action by different mechanisms. For this
reason, the objective of this work is to elaborate a biocontroller based on the
microbiota present in cherry tomato crops, to substitute the use of pesticides. All this,
by means of screening tests of microorganisms with biocontrol potential against
phytopathogenic microorganisms, through microbiological and molecular tools.

The results obtained establish Trichoderma koningiopsis with a percentage
of inhibition of radial growth (PICR) of 95.33% against Fusarium oxysporum, with
which it was possible to conclude that Trichoderma koningiopsis demonstrated the
biocontrol capacity on this fungus, reducing the incidence of the cherry tomato wilt

disease in 94%

Keywords: Biocontrol, phytopathogen, Trichoderma, Fusarium

Xi
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1 INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES

Actualmente el uso excesivo de agroquimicos (fertilizantes, plaguicidas y
otros) en la agricultura, constituye una gran amenaza para la salud humanay de los
ecosistemas. Los sistemas de produccion agricola convencionales, que buscan un
incremento en los rendimientos, han producido trastornos y problemas como la
pérdida de la fertilidad natural de los suelos y suerosidn, asi como graves

problemas de plagas (FAO, s.f)

Estos problemas se han enfrentado como fendémenos aislados del

sistema agroecoldgico, mediante el uso intensivo de productos quimicos

sintéticos, que Si bien son simples de usary
efectivos, presentan un numero importante  de debilidades como  son
la destruccion de los controladores naturales, con pérdidas

de la capacidad de regulacion natural; la generacion de resistencia en algunas
plagas y la resurgencia de otras potenciales; costos crecientes debido
a la mayor incidencia y a laresistencia de las plagas; y,lo0 que no es menos
grave, problemas crecientes de contaminacion del medio ambiente, de los
trabajadores y habitantes del medio rural y de los productos destinados al consumo
(Torrado, 2011).

A raiz de esta situacion se buscan opciones tomando en cuenta un sistema
de produccién agricola de menor impacto ambiental o0 no contaminante, entre las
que esta el aumentar la eficiencia en el uso de fertilizantes bajo sistemas de riego
tecnificado, la plasticultura, y la agricultura organica o ecoldgica. En la actualidad la
agricultura organica es el sector productivo de mas rapido crecimiento (Willer y
Yussefi, 2001) a nivel mundial para sustituir la agricultura convencional o moderna,
ya que exige optar por otro sistema de produccion desde el punto de vista del

productor y por un producto diferente a nivel del consumidor.
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El Codex Alimentarius (FAO, 2013) define agricultura organica como un
sistema holistico de produccibn que promueve y mejora la salud del
agroecosistema, incluyendo la biodiversidad, los ciclos biologicos y la actividad
biologica del suelo, prefiriendo el uso de practicas de manejo dentro de la finca al
uso de insumos externos a la finca. Los sistemas de agricultura organica se basan
en la rotacion de cultivos, utilizacién de estiércol, incorporacién de leguminosas
fijadoras de nitrégeno (N), abonos verdes, residuos organicos originados fuera del
predio, minima o cero labranza, minerales naturales y aspectos de control biolégico
de plagas para mantener la estructura y productividad del suelo (Gomez, 2000);
todo lo anterior con la finalidad de aportar nutrientes para las plantas y prevenir o
controlar la incidencia de insectos, malezas y otras plagas, para de esta forma
proteger el medio ambiente y la salud humana.

Dentro de las estrategias viables de la agricultura organica, para combatir
enfermedades causadas por fitopatdégenos, se encuentra el control biolégico, el cual
se basa en la utilizacién de microorganismos antagonistas que ejercen su accion de

biocontrol por diferentes mecanismos (Cotes, 2019)

El tomate cherry (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) es originario de
América del Sur, se sabe que esta variedad se cultiva desde comienzos del 1800
en lugares como Ecuador, Peru y el Norte de Chile. A Europa llegé desde México,
aunque recién en el siglo XX su cultivo se extendi6é por todo el mundo. Su nombre
cientifico es Lycopersicum y pertenecen a la familia Solanaceas. Segun se sabe, es
la variedad mas ancestral pues la planta crece de forma espontanea en regiones

tropicales o subtropicales. (Gonzalez Gordillo, 2007)

El tomate cherry (Solanum lycopersicum var. Cerasiforme como alimento,
gue cuenta con propiedades benéficas para la salud del ser humano, como ser un
poderoso antioxidante, alto contenido de vitaminas, portar minerales de gran
importancia para la vision, piel, el envejecimiento, control de la diabetes y otras

cualidades de esa naturaleza. (Gonzalez Gordillo, 2007).
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Para el afio 2013 en Colombia se produjeron de 412.351,2 t, siendo Norte de
Santander el principal departamento productor con 119.787 t, seguido por Antioquia
con 47.110 t, Boyaca con 46.638 t, Santander con 42.924 t y Cundinamarca con
26.851 t.

El cardcter cosmopolita de la planta de tomate hace que se encuentre
expuesta a una alta diversidad de agentes patdgenos, muchos de los cuales se
hospedan en el suelo y causan importantes limitaciones en la produccién del cultivo.
Entre los patégenos del suelo mas importantes que afectan el cultivo de tomate son
Verticillium dahliae (Liu et al., 2013; Klosterman et al., 2011a), Rhizoctonia solani
(Matolepsza et al., 2017; Goudjal et al., 2014; Misawa y Kuninaga, 2010; Kuramae
et al., 2003), Ralstonia solanacearum (Tans-Kersten et al., 2004), los hematodos:
Meloidogyne spp. (Desaeger et al., 2017), ademas de Fusarium oxysporum que se
considera uno de los diez patégenos fungicos mas importantes en la agricultura a

nivel mundial (Dean et al., 2012).

Estos agentes originan pérdidas econdémicas para los agricultores y los llevan
al uso indiscriminado de plaguicidas para proteger las plantaciones y ofrecer un
producto aceptable en el mercado, sin embargo, el problema sigue existiendo y

muchas veces se vuelve de caracter incontrolable (Bickel, 2018).

Por otra parte, con base en investigaciones realizadas por diferentes
autores; Cubillos et al.,, (2009) afirman que: el género Trichoderma esta
compuesto por un grupo de especies de hongos saprofitos del suelo y de la
madera (Jensen & Wolffhechel, 1995) y es ampliamente conocido por el efecto
antagonico contra un amplio rango de hongos. Debido a su ubicuidad, facilidad
de aislamiento y cultivo, crecimiento rapido en un gran numero de sustratos, y al
hecho de no atacar a las plantas superiores, diferentes especies del género
Trichoderma se han utilizado para el control de hongos patdgenos del suelo,
principalmente de los géneros Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotium,

Colletotrichum, Pythium y Fusarium, entre otros (Gonzalez et al., 2002).
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Trichoderma esta entre los agentes mas promisorios de biocontrol por sus
propiedades antagonicas frente a los hongos patdgenos de plantas, sobre todo
porque ellos pueden estar en la rizosfera y colonizar y proteger las raices, asi
como también colonizar flores, semillas y/o hojas reduciendo dafios de
enfermedades en un amplio rango de cultivos.

Los hongos del género Trichoderma puede afectar distintas estructuras de
los hongos patdgenos: conidios, esclerocios e, hifas. Con la ventaja de que
pueden controlar, hongos de suelo que causan enfermedades radiculares y/o
vasculares, y hongos que producen manchas foliares, mildius o tizones (Sivila &
Alvarez, 2013).
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1.2 JUSTIFICACION

El uso de biocontroladores y bioinsumos contribuye tanto a favorecer la
sanidad, el rendimiento y la inocuidad de los productos agricolas, como a
disminuir el impacto ambiental causado por el uso fungicidas sintéticos para el
control de enfermedades en las plantas (Serrano Carreén y Galindo Fentanes,
2007).

Por lo tanto, se requiere de un cambio en el manejo tradicional de la
sanidad vegetal, que permita disminuir el alto impacto negativo generado por el
uso de plaguicidas quimicos sintéticos por alternativas de manejo integrado y la
inclusiébn de microorganismos con el fin de regular biolégicamente las
poblaciones de plagas agricolas, mejorar la calidad e inocuidad de los alimentos
y restablecer el equilibrio ambiental (Tangarife, 2021).

La produccion agricola mundial, ha presentado avances técnicos y
tecnologicos importantes en el control de plagas agricolas (insectos, hongos y
otros) ligados principalmente al uso de productos de sintesis quimica para la
proteccion de cultivos, para lograr mayores volimenes de produccion, con el fin
de cubrir la demanda de alimentos y materias primas. (Tangarife, 2021).

Sin embargo, aunque se ha logrado incrementar la produccién agricola,
esto ha generado un alto impacto negativo sobre la inocuidad y calidad de los
alimentos, la salud humana y, el medio ambiente, repercutiendo directamente en
el cambio global. ElI desconocimiento y uso indiscriminado de plaguicidas
sintéticos afectan todo el entorno, especificamente a especies silvestres,
provocando un desequilibrio en el ecosistema; esto, sumado al desconocimiento
técnico de las aplicaciones de plaguicidas como: dosis, frecuencias de aplicacion,
manejo y rotacién de grupos quimicos, sitio, mecanismo y modo de accion,
calidad de la aspersion o aplicacion (falta de calibracion de equipos) ),
condiciones que favorecen que esto se haya convertido en un problema complejo
a nivel social, econdmico y ambiental (Gutiérrez, Robles, Santillan, Ortiz, &
Cambero, 2013).
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Por lo anterior, la evolucion natural de los sistemas de produccion agricola
ha tenido que direccionarse de acuerdo a los gustos y preferencias de los
consumidores y a la vertiginosa demanda de productos naturales de alta
inocuidad y calidad, provenientes de sistemas productivos que implementan
métodos de control de plagas agricolas con vision mas respetuoso con el
ambiente y amigable con el pensamiento de desarrollo sustentable (Badii &
Abreu, 2006), teniendo como alternativa el conocimiento y uso de un gran grupo
importante y creciente de arvenses, insectos, hongos, bacterias, virus,
nematodos y otros patdgenos que presentan efectos antagdnicos con otros
microorganismos 0 insectos, y esta accion puede reducir el uso de plaguicidas
en pro de una agricultura sostenible.

Como ejemplo de esta situacién se menciona la finca “Las Plazuelas”, la
cual esta ubicada en el departamento de Norte de Santander- Colombia, en el
municipio de Pamplona en la vereda Chichira, esta cuenta con 60 ha, las cuales
estan dispuestas para la actividad agricola, piscicola y ganadera. Actualmente,
esta cuenta con cultivos de tomate Cherry, fresa, cebolla y papa.

Los proyectos agricolas son realizados en asociacion comunitaria con la
Asociacion de Productores Agropecuarios de Pamplona (ASPAGRO) y estos
estan destinados al consumo de familias y de la sociedad Pamplonesa en
general. La produccion de tomate Cherry se realiza bajo invernaderos, se
producen anualmente tres toneladas de éste.

Los productores de ASPAGRO, especialmente el duefio de la finca
Plazuelas a partir de la experiencia obtenida en el cultivo del tomate Cherry a lo
largo de los dltimos afos, ha observado que la produccion ha disminuido y que
la causa se debe posiblemente a la presencia de fitopatdgenos que afectan la
planta, induciendo el marchitamiento de la misma; por tal razén, han pensado en
la necesidad de realizar practicas que permitan dar manejo sostenible a la
presencia de plagas y enfermedades que anualmente acarrear grandes pérdidas

en las producciones, por lo tanto, se hace indispensable disponer de recursos
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biolégicos autdctonos que mitiguen el impacto econémico, social y de salud
publica generado por las enfermedades y plagas de los cultivos, asi como el
impacto ambiental generado por el uso de plaguicidas.

De esta forma el presente proyecto pretende caracterizar el agente
causante del marchitamiento vascular en las plantas de tomate Cherry y
establecer la eficacia de un posible biocontrolador para eliminar el uso de
plaguicidas y asi disminuir el impacto ambiental y los riesgos relacionados con la
calidad e inocuidad de los alimentos.
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1.3 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.3.1 Objetivo general

Elaborar un biocontrolador a partir del microbiota presente de forma autéctona en el
cultivo de tomate cherry, para la sustitucion del uso de plaguicidas quimicos

sintéticos.

1.3.2 Objetivos especificos

e Realizar el screening del microorganismo patdgeno y el microorganismo
biocontrolador, presentes en el cultivo del tomate cherry, mediante analisis
microbiolégicos para la identificacion del agente causal y el agente

controlador.

e Analizar la actividad antagonica de los microorganismos identificados,
mediante bioensayos in vitro, para el sondeo de su posible uso como

bioinsumo.

e Evaluar el comportamiento del biopreparado sobre el cultivo del tomate

cherry.
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2 MARCO TEORICO
2.1 Tomate cherry

El tomate cherry también conocido como cereza, es originario de la costa
oeste de Sudamérica, propio de climas tropicales y subtropicales. Con la llegada de
los espafioles a América, fue introducido en Europa como planta ornamental, hasta

gue descubrieron sus cualidades culinarias y comenzd a cultivarse como alimento.

En su lugar de origen es una planta perenne y en las zonas no tan célidas es
cultivada como planta anual. La planta es de tipo crecimiento indeterminado, con
tallo erguido y ramificado, recubierto en su totalidad por vellosidades, alguna de las
cuales son glandulares con sustancias de olor muy caracteristico. Las hojas son
alternas y compuestas, con margen dentado, y estan recubiertas de las mismas
vellosidades que el tallo. Posee una raiz pivotante de una estructura muy ramificada.
Las flores producen unas bayas globosas y carnosas de color rojo y forma variada,
cuando los frutos se agrandan llegan a quebrar la planta. Las semillas estan
inmersas en una pulpa bastante liquida de agradable sabor. En todas las especies
salvajes los frutos son muy pequefios (Warnock, 1988).

2.1.1 Cultivo del tomate

En la actualidad, el tomate es una de las hortalizas de mayor produccion a
nivel mundial, que afo tras afio ha incrementado su produccion siendo la mayor en
el afio 2017, con 182 millones de t en un area de 4.782,753 ha alrededor del mundo
(FAO, 2019). Para el afio 2017, en Colombia se produjeron 347.000 t, de las cuales
244 mil provinieron de invernadero, alcanzando rendimientos promedio de 78 t. ha
! posicionando al tomate como el primer producto horticola nacional (AGRONET,
2018); siendo Norte de Santander el principal departamento productor con 119.787
t, seguido por Antioquia con 47.110 t, Boyaca con 46.638 t, Santander con 42.924 t

y Cundinamarca con 26.851 t.
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Adicionalmente, el cultivo de tomate es altamente intensivo en el uso de
mano de obra, por lo que representa una importante fuente de empleo en el pais.
El sector hortofruticola es uno de los mayores aportantes, generando 527 mil
empleos directos (21% del empleo en sector agricola) para el afo 2016
(MinAgricultura, 2017).

2.1.2 Marchitamiento vascular del tomate

El caracter cosmopolita de la planta de tomate hace que se encuentre
expuesta a una gran diversidad de agentes patdgenos, muchos de los cuales se
hospedan en el suelo y causan importantes limitaciones en la produccion del cultivo.
Algunos de los patdégenos del suelo mas importantes que afectan el cultivo de
tomate son Verticilium dahliae (Liu et al.,, 2013; Klosterman et al., 2011a),
Rhizoctonia solani (Misawa y Kuninaga, 2010), Ralstonia solanacearum (Tans-
Kersten et al., 2004), ademas de, los nematodos: Meloidogyne spp. (Desaeger et
al., 2017) y Fusarium oxysporum que se considera uno de los diez patégenos

fungicos mas importantes en la agricultura a nivel mundial (Dean et al., 2012).

Fusarium oxysporum es un hongo ampliamente distribuido en el mundo,
formando un complejo de variantes (formae speciales) de acuerdo con su capacidad
de infectar determinados hospederos. En plantas, mas de 120 especies (ff. spp.)
han sido descritas ocasionando marchitez vascular y pudriciones en las raices
(Dean et al., 2012).

En tomate, F. oxysporum f. sp. lycopersici (Forl) y F. oxysporum f. sp. radicis
lycopersici (Forl), causan marchitez vascular y pudricion de la corona
respectivamente, ocasionando importantes pérdidas econdmicas en los cultivos
(Solanki et al., 2015). El patégeno permanece en el suelo de forma latente mediante
sus estructuras de supervivencia (clamidosporas) que pueden sobrevivir hasta por
20 afos, y germinan en cercania de la raiz del hospedero (Dean et al., 2012;
Michielse y Rep, 2009; Di Pietro et al., 2003)
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2.2 Estrategias de manejo de Fusarium oxysporum

El control de los patdgenos del suelo tiene implicaciones complejas, por lo cual, el
uso de fumigantes y fungicidas de sintesis quimica es la principal estrategia utilizada
por los productores en Colombia; con un promedio de uso de plaguicidas quimicos
para el afio 2015 fue de 14.7 kg. ha™. Esta cifra posiciona a Colombia como el tercer
pais del mundo en consumo de plaguicidas, con un uso varias veces mayor al del
promedio mundial para la produccién agricola, que se encuentra en 3.9 kg. ha*
(MinAgricultura, 2017).

La falta de implementacion de practicas integradas de manejo de plagas del
cultivo, hace que el uso de los plaguicidas de sintesis quimica como Unico recurso,
desencadene la presencia de residuos de sustancias nocivas para la salud de los
consumidores en el fruto de tomate (USDA, 2014) y favorezca la aparicion de
microorganismos resistentes por el uso continuo de las mismas moléculas activas,
haciendo mas dificil su manejo (Rubio-Reque et al., 2008; Gisi y Cohen, 1996). En
Colombia se ha reportado la presencia de residuos de 30 sustancias activas de
plaguicidas (organoclorados y organofosforados) que sobrepasan los limites
permitidos en tomates frescos, colectados en mercados para consumo, de las
cuales tres estan prohibidas por las autoridades reguladoras como el heptacloro,
aldrin y clordano (Gutiérrez y Londoiio, 2009; Castro et al., 2004). Asi mismo, Arias
et al., (2014) encontraron trazas de 15 plaguicidas en suelos de cultivos de tomate

en invernadero y a campo abierto.

En este contexto, los riesgos asociados a la salud, contaminacion ambiental
y costos en aplicaciones, disminuyen la viabilidad de los métodos quimicos de
control (USDA, 2014; Mandal et al., 2009).
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2.2.1 Bioplaguicidas como estrategia de mitigacion

Los bioplaguicidas se definen como productos naturales (sustancias
derivadas de microorganismos, de plantas superiores y de animales),
microorganismos (bacterias, hongos, nematodos y protozoos) y virus, que podrian
ayudar a reducir el impacto negativo de los agentes sintéticos utilizados para el
manejo de las plagas que atacan un cultivo. Estos bioplaguicidas no generan
residuos toxicos, tampoco favorecen el desarrollo de resistencia por parte de los
fitofagos y fitopatdgenos y no producen contaminacion ambiental por ser
biodegradables y menos toxicos para el ambiente (Yoon et al., 2013; Copping y
Menn, 2000).

En este contexto otros autores usan la palabra elicitor, para referirse a
componentes de origen biolégico, derivados de plantas o microorganismos e
incluyen también algunas sustancias que pueden ser generadas sintéticamente y
gue inducen un tipo de respuesta principalmente de resistencia (Walters et al.,
2013).

Entre los bioplaguicidas mas ampliamente usados se encuentran especies
del género Trichoderma, los cuales son habitantes del suelo. El uso frecuente de
este hongo se relaciona con su capacidad antagonica que implica mecanismos
como micoparasitismo, competicion, antibiosis, produccion de metabolitos
inhibidores de crecimiento de patdégenos y promocion de crecimiento de la planta.
Sin embargo, en los ultimos afios se ha incrementado su uso al demostrarse la
capacidad de induccién de resistencia sobre diversas especies de plantas
cultivadas (Howell, 2003; Van Wees et al, 2008; Walters et al, 2013; Sanchez et al.,
2015).

Se considera que Trichoderma spp., liberan al menos tres tipos de elicitores
gue interactian con las plantas en el proceso de colonizacion: enzimas o péptidos,

proteinas Avr y oligosacaridos de bajo peso molecular que son secretados por
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accion enzimatica sobre las paredes celulares del hongo o de las plantas (Woo et
al., 2006).

2.3 Marco legal

Con la constitucion politica colombiana de 1991, se constituye la
legislacion ambiental aplicable al subsector hortofruticola con el fin de establecer
las directrices y acciones de seguimiento y control ambiental por parte de los
productores, la comunidad y las autoridades ambientales. A partir de esto, y con
base en la Guia Ambiental Hortofruticola de Colombia creada por el Ministerio de
Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial (MAVDT, 2009), a continuacion, se
expondran las principales normas y leyes que deben ser tenidas en cuenta para

la presente investigacion.

De esta forma, el decreto 1449 de 1977 - Articulo 2, exige que se deben
implementar las normas que establece el Instituto Colombiano Agropecuario
(ICA) para proteger la calidad de los recursos, en materia de aplicaciéon de

productos agroquimicos y su manipulacion (MinAmbiente, 2022).

A su vez, la resolucion 693 de 2007 - Articulo 7, invita a seguir las
instrucciones de manejo seguro de los plaguicidas y residuos peligrosos
suministradas por el fabricante o importador, en las etiquetas de los productos.
Al mismo tiempo, ratificala necesidad de realizar la practica de triple lavado
a los envases que hayan estado en contacto con plaguicidas y entregar los
residuos, al mecanismo de devolucién que el fabricante o importador haya
establecido (MAVDT, 2007).

Finalmente, mediante el decreto 1843 de 1991 — Articulo 63, se establece
que la distribucion y expendio de productos clasificados dentro de las categorias
I y Il “extremadamente y altamente tdxicos”, excepto rodenticidas para uso

casero, tienen prescripcion de ingeniero agrobnomo, médico veterinario u otro
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profesional capacitado en las areas agropecuarias o de salud. Igualmente, el
decreto recalca la utilizacion de técnicas que prevengan los riesgos ambientales
de la aplicacién de plaguicidas, asi como pide respetar las franjas de seguridad
para la aplicacion de estos. Las cuales exigen no menos de 10 metros en
aplicacion terrestre y 100 metros en aplicacion aérea en relacion a cuerpos o
cursos de agua, poblacién humanay animal, carreteras troncales o cualquier otra

area que requiera proteccion especial (ICA, 2015).

Por otra parte, sobre la base de las facultades legales que conserva el
ICA, en virtud de la Resolucion 68370 de 2020 “se establecen los requisitos para
el registro de productor, productor por contrato, envasador, importador y
departamentos técnicos de ensayos de eficacia agronomica de bioinsumos para
uso agricola; asi como los requisitos para el registro de Bioinsumos para uso
agricola” (ICA, 2020). Es decir, se indican los términos de la solicitud de registro
y los documentos que deben ser presentados por las personas naturales o
juridicas que deseen registrar productos clasificados como bioinsumos o
produzcan, envasen, importen y/o ejecuten ensayos de eficacia agronémica de
bioinsumos para uso agricola dentro del territorio nacional, garantizando asi el

control efectivo del sector de bioinsumos para uso agricola en el pais.
Resoluciones del Instituto Colombiano Agropecuario

Ley 9 de 1979: de las sustancias peligrosas -plaguicidas- articulos
pirotécnicos (ICA, 1979).

Articulo 130°.- En la importacion, fabricacion, almacenamiento, transporte,
comercio, manejo o disposicion de sustancias peligrosas deberan tomarse todas
las medidas y precauciones necesarias para prevenir dafos a la salud humana,

animal o al ambiente, de acuerdo con la reglamentacién del Ministerio de Salud.
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Articulo 136°.- El Ministerio de Salud establecera las normas para la
proteccion de la salud y la seguridad de las personas contra los riesgos que se
deriven de la fabricacion, almacenamiento, transporte, comercio, uso 0

disposicion de plaguicidas.

Articulo 138°.- El registro que aprobare el Ministerio de Salud para
plaguicidas destinados a uso agropecuario no exime a los interesados del
cumplimiento de las disposiciones que para tales productos tengan establecidas

las autoridades de agricultura.

Articulo 139°.- El Ministerio de Salud podra realizar la importacion o
fabricacion de muestras de plaguicidas para fines de investigacion,
experimentacion o registro. Cuando la experimentacion con estos productos
pueda causar dafio a la salud de los trabajadores, de la poblacién o del ambiente
tal actividad debe someterse a la vigilancia de las autoridades de salud, las cuales
exigiran la adopcion de las medidas necesarias para prevenir o remediar tales

danos.

Articulo 144°.- Los residuos procedentes de establecimientos donde se
fabriquen, formulen, envasen o manipulen plaguicidas, asi como los procedentes
de operaciones de aplicacion no deberan ser vertidos directamente a cursos o

reservorios de agua, al suelo o al aire.

Ministerio de salud decreto 775 del 16 de abril de 1990: Por el cual se
reglamentan parcialmente los Titulos Ill, V, VI, VIl y Xl de la Ley 09 de 1979,

sobre uso y manejo de plaguicidas (MinSalud, sf).

Articulo 1° Del objeto del control y vigilancia epidemioldgica. El control y la
vigilancia epidemioldgica en el uso y manejo de plaguicidas, debera efectuarse
con el objeto de evitar que afecten la salud de la comunidad, la sanidad animal y

vegetal o causen deterioro del ambiente.
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Articulo 2° Régimen aplicable al uso y manejo de plaguicidas. El uso y
manejo de plaguicidas estaran sujetos a las disposiciones contenidas en la Ley
09 de 1979, el Decreto 2811 de 1974, Reglamento Sanitario Internacional, las
demas normas complementarias previstas en el presente Decreto y las que
dicten los Ministerios de Salud y de Agricultura o sus institutos adscritos
(MinSalud, sf).

Decreto 1376 de 2013: El cual reglamenta el permiso de recoleccion de
especimenes de especies silvestres de la diversidad biolégica con fines de
investigacion cientifica no comercial. En este decreto se toma espécimen de
especie silvestre como: organismo silvestre de la diversidad biolégica vivo o
muerto o sus productos, partes, en adelante. Para su recoleccion es importante
la referencia de informacion béasica inherente a los especimenes como la
taxonomia, localidad de colecta, fecha de colecta y colector, entre otras. También
se dictan disposiciones acerca de las Instituciones Nacionales de Investigacion
entre las cuales estan las Instituciones de educacion superior (MinAmbiente,
2013).
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3 METODOLOGIA
3.1 Areade estudio

El presente proyecto de investigacion se lleva a cabo en el municipio de
Pamplona, ubicado en el departamento de Norte de Santander Colombia. Municipio

cuya actividad economica se sustenta en su mayoria en actividades agricolas.

La finca “Las Plazuelas” (Figura 1) esta ubicada en la vereda Chichira en el
municipio de Pamplona, esta cuenta con 60 ha, las cuales estan dispuestas para la
actividad agricola, piscicola y ganadera. Actualmente, cuenta con cultivos de tomate

cherry, fresa, cebolla y papa.

Los proyectos agricolas son realizados en asociacidbn comunitaria con la
Asociacion de productores agropecuarios de Pamplona (ASPAGRO) y estos estan
destinados al consumo de familias y de la sociedad Pamplonesa en general. La
produccion de tomate cherry se realiza bajo invernaderos y se producen anualmente

un promedio de tres toneladas.

Fuente: miParamo

\
)y

‘/
miParamo

Figura 1: Finca las Plazuelas: extension y delimitacion por actividades
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3.2 Aislamiento del fitopatégeno

Se realiz6 el muestreo en los cultivos de tomate cherry emplazados en la
finca las Plazuelas, teniendo en cuenta los indicios de sintomatologia en las plantas
proporcionado por los cultivadores. Cada uno de los cultivos se recorrié en su
totalidad, en busca de plantas expresando sintomas de marchitez general,

amarillamiento y necrosis vascular.

Se realiz6 una inspeccién visual total del cultivo recorriéndolo e identificando
las plantas sintomaticas con amarillamiento y marchitez. Las plantas identificadas,
fueron cortadas transversalmente en el tallo, a 30 cm de la corona y se verifico la
coloracion marron caracteristica de la marchitez vascular. Las herramientas usadas
fueron desinfectadas luego de cada muestreo, usando etanol al 70%. Cada planta
fue extraida cuidadosamente con tallo y raiz; y depositada en bolsas de papel,

previamente esterilizadas y luego en bolsas plasticas debidamente rotuladas.

Las muestras se almacenaron y trasladaron en refrigeracion, hasta el
laboratorio de investigacion del grupo SIMBIO (Semillero de Investigacion en
Microbiologia y Biotecnologia) de la Universidad de Pamplona; para su

procesamiento.
Desinfeccion.

El material vegetal obtenido en campo y trasladado hasta el laboratorio, fue
agitado cuidadosamente para descartar la mayor cantidad posible de suelo adherido
a las raices. Posteriormente, las raices y tallos fueron lavados superficialmente con
agua potable. Usando unas tijeras podadoras limpias y desinfectadas con etanol al
70%, se recortaron y descartaron todas las raices secundarias de la planta, dejando

Gnicamente el tallo y la raiz principal.

Aislamiento y purificacion.
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Previamente, se elabor6 medio de cultivo PDA (Agar papa dextrosa)
adicionado con 0.01% de cloranfenicol para evitar el crecimiento de bacterias 'y 0.1%
de tritdbn para restringir la velocidad de crecimiento de las colonias de hongos
endofitos. Después de la desinfeccion de material traido de campo, se separaron a
la altura de la corona de la planta, una seccién de tallo y otra de raiz. Cada seccion
se proces6 de forma independiente, ya que la abundancia fangica presente en el
suelo puede arrojar ciertas poblaciones en la raiz y otras poblaciones diferentes en
lo alto del interior del tallo.

Las secciones fueron cortadas de forma transversal, en segmentos de 1 cm
de longitud, con el uso de una pinza estéril, se sembraron los segmentos en agar
PDA en orden ascendente en el caso del tallo y descendente en el caso de la raiz
(cada seccion en cajas separadas) con el fin de determinar la altura a la cual se
encontraba avanzando la infeccién. Las cajas de Petri fueron selladas y rotuladas,
y se incubaron a 25 °C + 2 en condiciones de luz constante.

Aproximadamente tres dias después del proceso de aislamiento, se tomé
una muestra de micelio aéreo en crecimiento sobre el tejido y se sembr6 en una
nueva caja de Petri conteniendo medio de cultivo PDA + cloranfenicol. Las nuevas
cajas fueron incubadas en iguales condiciones a las anteriormente descritas. En
caso de presencia de otros hongos contaminantes, se realizaron sucesivos pases
hasta obtener cultivos axénicos. Posteriormente los aislados fueron conservados en
glicerol al 20 % a -30 °C

3.3 Identificacion fenotipicay genotipica del fitopatdbgeno aislado.

3.3.1 Identificacion fenotipica presuntiva.

A partir de los aislados obtenidos en la etapa anterior se procedi6é a realizar
la identificacion fenotipica de cada uno de los aislados fungicos tanto

microscopicamente como macroscopicamente
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3.3.1.1 Descripcion macroscopica
Se procedi6 a describir macroscépicamente cada una de las cepas aisladas
y purificadas en cada uno de los muestreos, determindndose las caracteristicas de

color, textura, tamafo, borde, elevacion, diametro y luz trasmitida.

3.3.1.2 Descripcion y clasificacion presuntiva microscopica

Para una presunta identificacion de los aislados se utilizé el procedimiento
propuesto por Watanabe (2010), en el cual, es necesario realizar un repique en agar
PDA mediante puncién directa sobre el medio de crecimiento, incubandose a 25°C
durante 5 dias, posteriormente mediante microscopia bajo el método de la impronta
con cinta y azul de metileno y se hicieron las respectivas visualizaciones (40x-100x)
para la determinacién de estructuras flngicas, de esta forma fue posible una previa
identificacion.

Los aislados fueron identificados utilizando la clave taxonémica descrita por
Pitt y Hocking, la cual propone una identificacion basada en aspectos microscépicos
gue permiten la identificacion de las formas reproductivas y vegetativas. A partir de
los aislados obtenidos y conservados se procedié a realizar una siembra por
puncion sobre agar CYA y MEA, se efectuaron tres punciones simétricas en cada
caja de Petri, seguidamente se incub6 bajo tres temperaturas, 5°C, 25°Cy 37°C, e
incubandose durante 7 dias, durante el transcurso de este periodo se realizaron

mediciones a los diametros de cada aislado en los dias 4° y 7°.

Finalmente, a partir de los cultivos obtenidos, se procedié a la descripcion e
identificacion microscépica, mediante la observacion de las estructuras

reproductivas y vegetativas con la ayuda de un microscopio optico.
3.3.2 Identificacién genotipica
La caracterizacion genotipica se llevara a cabo mediante analisis de las

secuencias de ADN correspondiente a las regiones ITS, respectivas a los géneros

de los organismos aislados. Para lo anterior, las cepas seran analizadas en el
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laboratorio de genética y biologia molecular de la Universidad de Pamplona y

procesadas segun el método descrito a continuacion.

3.3.2.1 Extraccion y cuantificacion del ADN

La extraccion de ADN se realizara utilizando el kit comercial marca Zymo
research ® (https://zymoresearch.eu/), siguiendo las indicaciones del fabricante. La
cuantificacion del ADN se realizara utilizando el equipo Nanodrop 2000 y se
determinara la concentracion de ADN en ng/uL y las relaciones entre las densidades

Opticas medidas a 260nm/280nm y 260nm/230nm.

3.3.2.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés)

La reaccion de amplificacién se configurara utilizando el sistema MyTaq™
Red Mix (Bioline) siguiendo las indicaciones del fabricante y usando 50 ng de ADN
molde en la reaccion. La mezcla sera sometida a 35 ciclos segun se describe en la
tabla 1, usando para ello un termociclador ProFlex ™ 3x32-Well (Applied
Biosystems® https://www.thermofisher.com/co/en/home/brands/applied-
biosystems.html), con los primer correspondientes a cada marcador: Como control
negativo se configurard una reaccion sin ADN molde. Todo este anterior proceso y
los cebadores (primers) a utilizar van a depender de los organismos aislados

durante el procesamiento de las muestras.

Tabla 1: Programacién PCR.

Paso Temperatura °C Tiempo Repeticiones
iIZr)]iecsi2|<31turallzamon 94 2:00 1
Desnaturalizacion 94 0:30

Alineamiento 60 0:30 35
Elongacion 72 0:30

Elongacion final 72 10:00 1
Terminacion 4 - 1

Fuente: Elaboracion segun método
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3.3.2.3 Secuenciacion de fragmentos mediante el método de Sanger (Sanger,
1974)

Para llevar a cabo el proceso de secuenciacion de fragmentos, siguiendo la
metodologia de Sanger inicialmente se realizé una purificacidbn con la enzima
Exosap (Exonucleasa 1 + fosfatasa alcalina) la cual permitié eliminar grupos fosfato
de DNTP y cadenas sencillas de cebadores (primers); para este proceso se
seguiran las indicaciones del fabricante.

Posterior a esto, s e realizé la reaccion ciclica de secuencia (amplificacion y
marcaje con DNTP fluoromarcados) con el kit Bigdye Terminator version 3.1.
siguiendo las indicaciones del fabricante y se utiliz6 como molde el primer F del

cebador para las regiones previamente amplificada (ITS1).

Finalmente, se realiz6 la purificacién del producto de secuencia con el kit
BigDye Xterminator (marca Applied Byosistems
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4376486), el cual permitié
eliminar iones salinos, DNTP fluoromarcados y estabilizar la reaccion de secuencia.

De igual forma se siguieron las recomendaciones del fabricante.

Los productos fueron corridos en el equipo Secuenciador ABI 3500, de la
marca Applied Byosistems, a través del programa Data Collection software 3 y
finalmente visualizados en el programa Sequencing Analysis version 5.4, el cual
permitid6 evaluar los datos crudos (Raw view), los valores de probabilidad de
asignacion de bases (Quality Value) y el electroferograma, el cual permite graficar

las fluorescencias normalizadas de los datos analizados.

3.3.2.4 Andlisis Bioinformatico

Para el analisis orientado a conseguir la identificacion a nivel de especie,
cada cepa se sometié al protocolo de identificacion molecular; para esto, los
electroferogramas resultantes de la secuenciacion fueron transcritos a secuencias
FASTA empleando el programa Chromas version 2.6.6

(https://lchromas.software.informer.com/2.6/), posteriormente, se recortaron las
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secuencias ITS, y otros, a la longitud correspondiente a cada uno de los loci del
codigo de barras de referencia establecidos. Una vez obtenidas las secuencias
recortadas se procedid a realizar un analisis de similitudes entre las cepas de
consulta y las cepas de referencia disponibles en las bases de datos del Centro
Nacional de Informacion Biotecnoldgica (NCBI por sus siglas en inglés)
(https:/lwww.ncbi.nim.nih.gov/) y el MycoBank (https://www.mycobank.org/); para
comprobar el género, la similitud maxima de ITS debe ser _ (>) 76% y la especie
se determiné con una similitud méaxima para tefl del 97% y para rpb2 del 99% frente

a las secuencias de referencia.

3.3.2.5 Andlisis Filogenético

Se ejecutaron andlisis filogenéticos por separado para las secuencias de
acuerdo a los andlisis realizados a cada cepa, mediante el programa MEGA X
(Kumar et al., 2018) con los métodos de maxima verosimilitud, maxima parsimonia
y Neighbor Joining con 5.000 réplicas de bootstrap, ubicando las secuencias de

consulta y las secuencias de referencia mas similares (Dou et al., 2020).

3.4 Aislamiento e identificacion del microorganismo biocontrolador.

Con el objetivo de aislar cepas nativas de Trichoderma spp. se extrajeron
muestras de suelo de la finca “Las Plazuelas”. Con la ayuda de una barra y una pala
limpias, a una profundidad de 10-20 cm, se procedi6 a tomar submuestras de suelo,
las que fueron depositadas en un recipiente plastico limpio para formar asi una
muestra completa. A continuacion, se tomo 500 g de suelo, que fueron colocados

en fundas plasticas y etiquetados debidamente para su respectivo procesamiento.

3.4.1 Aislamiento y purificacion de las cepas de Trichoderma spp.

De cada muestra se tomaron 5 g de suelo que fueron colocados en fundas

estériles con 50 ml de solucion de cloruro de sodio al 1%. Se agitaron manualmente

por 15 minutos. De cada muestra se procedié a tomar 100 ./ y se inocularon en
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cajas Petri con medio Agar Sabouraud Dextrosa. Las cajas fueron selladas con
parafilme incubadas a 25°C durante 7 dias o hasta que aparecieron las colonias de
Trichoderma. Para la purificacion las colonias identificadas como Trichoderma se

realizo transferencia directa cajas Petri con medio PDA.

3.4.1.1 Mantenimiento de cepas de Trichoderma spp.

Para el mantenimiento de las cepas éstas fueron transferidas a tubos con
medio PDA. Los tubos fueron sellados con para film e incubados a 25°C durante 2
a 3 dias o hasta observar la aparicion de micelio y esporas. Se afiadi6é a los tubos
de glicerol, los mismos que fueron sellados y colocados en refrigeracion.

3.4.2 Identificacion fenotipica y genotipica de los aislados

La identificacion de los aislados se realizO mediante reconocimiento de
crecimiento de estructuras microscopicas (hifas, esporas y clamidosporas) y
macroscopicas (color de micelio, forma de micelio y crecimiento). Las caracteristicas
macro y microscopicas fueron cotejadas con las claves de identificacion de Pitt y
Hocking. Para la identificacion genotipica se procedid segun el protocolo antes

descrito.

3.5 Confrontacién in vitro de las cepas de Trichoderma spp. vs cepa

fitopatdégena.

Posterior a la identificacion del fitopatdgeno y de las cepas nativas de
Trichoderma spp (cepas biocontroladoras), se procedié a la seleccion de la cepa
con mayor actividad antagonica frente al fitopatdgeno aislado. Para evaluar la
actividad antagoénica, se utilizaron las 5 cepas de Trichoderma spp, aisladas e

identificadas anteriormente.

Para realizar el enfrentamiento de las cepas de Trichoderma spp frente al

fitopatdgeno se hizo necesario realizar el procedimiento de enfrentamiento dual. Las
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pruebas de enfrentamiento se realizaron en Agar Sabouraud Dextrosa (ASD) de
OXOID® pH 5,5, colocandose en un extremo de la caja de Petri un disco de Agar
de 4 mm de diametro con micelio del fitopatdbgeno, y en el extremo opuesto otro
disco de 4 mm con micelio de cada una de las cepas de Trichoderma sp (hativasy
comerciales utilizadas como control de referencia), a una distancia de 5 cm
aproximadamente entre ellos (Howell, 2003); posteriormente se incubaron bajo las
mismas condiciones del antagonista durante 10 dias (Figura 2), haciéndose
mediciones del crecimiento radial del micelio de la colonia de los hongos cada 24

horas con ayuda de un pie de rey.

Fuente: Elaboracién propia.
Figura 2: Esquema de enfrentamiento dual

*Nota: F: Fitopatégeno, C1: Cepa 1 de Trichoderma sp:

Para la evaluacion de la capacidad biocontroladora de los microorganismos
se empleo la escala utilizada por Ezziyyani (2004), tabla 2 y el calculo del porcentaje
de Inhibicidn del crecimiento radial (PICR). Este se obtiene a partir del crecimiento
de cada patdgeno en cultivo dual, junto con sus respectivos testigos, empleando la
férmula utilizada por Suéarez et al., (2008):

Ry — R,
PICR = ————=x100
Ry
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Donde R: es el radio mayor (radio patdégeno-testigo) y Rz es el radio menor

(radio del patégeno en cultivo dual)

Tabla 2: Escala para evaluacion de la capacidad antagonica

Grado Capacidad antagonica Potencial biocontrolador

0 Ninguna invasion de la superficie de | Muy malo
la colonia del hongo patdgeno.

1 Invasiéon de ¥ de la superficie de la | Malo
colonia del hongo patégeno

2 Invasion de %2 de la superficie de la | Deficiente
colonia del hongo patégeno

3 Invasion total de la superficie de la | Bueno
colonia del hongo patégeno.

4 Invasion total de la superficie de la | Muy bueno
colonia del hongo patdégeno
esporulacién sobre ella.

Fuente: Ezziyyani (2004).

3.6 Masificacion del microorganismo biocontrolador y determinacion de la

concentracién conidial.

A partir de la metodologia plasmada por Martinez (2007), en 5 cajas de agar
de PDA se realizaron repiques de la cepa axénica de Trichoderma sp, se llevé a
incubacion durante 5 dias a una temperatura de 25°C. Transcurrido el periodo de
incubacion se realizaron raspados sobre el crecimiento en la caja de Petri utilizando
como diluyente 2 ml de agua destilada estéril, luego con ayuda de una pipeta
Pasteur se tomo una gota del diluido y se determind la concentracion mediante el
recuento en camara de Neubauer de estructuras conidiales estableciendo asi la

concentracion por ml de estructuras reproductivas del hongo.

3.7 Evaluacion de la efectividad del biocontrolador

Seleccionada la cepa Trichoderma sp C1 por mayor eficiencia y por mayor

capacidad de inhibir el crecimiento micelial del fitopatdogeno, fue empleada en el
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experimento de control de la marchitez vascular (MV) en plantas de tomate cherry,
dichas plantas fueron germinadas en abono orgénico previamente esterilizado, bajo
condiciones controladas: a una temperatura de 16°C +- 2 °C, a 7.000 lux espectro
blanco/azul y riego diario, posteriormente al observar de 3 a 4 hojas verdaderas
fueron trasplantadas para la correspondiente inoculacion en cada uno de los

tratamientos (Tabla 3).

Tabla 3: Tratamientos de inoculacion.

Tratamiento | Descripcion Numero de plantas

1 Inoculacion de las plantas con el | 50 plantas
fitopatdgeno identificado

2 Inoculacion de las plantas con el | 50 plantas

fitopatdégeno identificado + la cepa de
Trichoderma sp. seleccionada.

3 Inoculacibn de las plantas con e
fitopatbgeno + una cepa comercial de
Trichoderma sp.

Fuente: Elaboracion propia.

50 plantas

La inoculacién en cada uno de los tratamientos se llevé a cabo, mediante
aspersion sobre la rizosfera de las plantas. La cepa de Trichoderma sp comercial
utilizada en el tratamiento 3 corresponde a biofungicida Trichoderma WP, como

agente activo: Trichoderma spp, a una concentracion de 1x108 esporas/g.

Posterior a la inoculacion, cada 5 dias se procedi6 a la evaluacién visual de
las caracteristicas externas de cada una de las plantas, en cada tratamiento
realizado. Transcurridos 45 dias después de la inoculacion, fue realizado un
muestreo destructivo donde las plantas fueron extraidas cuidadosamente y lavadas
Sus raices para retirar restos del sustrato; luego rotuladas y llevadas al laboratorio
de microbiologia de la Universidad de Pamplona, donde con un bisturi se hicieron
cortes longitudinales de los tallos y raices, finalmente, las plantas que presentaron

sintomas de marchitamiento fueron llevadas a camaras humedas durante 72
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horas para realizar un aislamiento del fitopatdgeno y comprobar el postulado de
Koch.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Aislamiento del fitopatégeno

En la Figura 3, se muestra una planta que presenté marchitamiento y
podredumbre casi en su totalidad, adicionalmente se puede observar crecimiento
micelial blanquecino en la raiz, lo que facilitd el aislamiento del fitopatdgeno

teniendo en cuenta las caracteristicas propias de la enfermedad.

Nota: A) Aislamiento del fitopatdgeno de una planta enferma de tomate - B)
Cepa axénica del fitopatdégeno aislado en Agar PDA

Fuente: elaboracion propia
Figura 3: Aislamiento del fitopatdgeno de una planta enferma de tomate cherry.

En la Figura 3B se puede observar el crecimiento axénico de la cepa aislada
en agar PDA, transcurridos 3 dias de incubacién a 25°C, la cual presenté

pigmentacién morada, con borden irregulares blancos y centro protuberante.



4.2 ldentificacion fenotipica presuntiva del aislado

4.2.1 Descripcion macroscopica
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En la Figura 4, se pueden apreciar colonias axénicas cultivadas en PDA del

hongo aislado a partir de las plantas de tomate cherry. Se destaca que a los 3 dias

de incubacion a 25°C las colonias adquirieron un color morado con bordes externos

blancos, centros protuberantes, textura dura aterciopelada y crecimiento lento.

Sin embargo, transcurridos siete dias de incubacién bajo las mismas

condiciones (Figura 4) el crecimiento fue acelerado, cubriendo en su totalidad de

manera micelial el didmetro de la caja de Petri.

A) Crecimiento en agar PDA con
3 dias de incubacion a 25°C.

B) Crecimiento en agar PDA con 7
dias de incubacion a 25°C

Fuente: Elaboracion propia

Figura 4: Vista macroscopica del fitopatégeno aislado a los 3 dias (A) y a los 7 dias
de incubacion 25°C en PDA (B) respectivamente.
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4.2.2 Descripcion microscopica

En la Figura 5, se pueden apreciar estructuras reproductivas obtenidas bajo
microscopia a 40 x y 100 x como: La fidlide generalmente fina, en forma de botella;
simple y ramificada; en su mayoria cortas y pocas largas; monofialidica (que
emergen esporas de un poro de la fidlide). Las macroconidias presentan forma de
medialuna, hialinas y septadas. Las microconidias son ovoides. De igual forma,
pueden observarse las clamidosporas caracteristicas con pared gruesa y lisa; de
manera aislada, teniendo en cuenta las claves taxondmicas descritas por Pitt y

Hocking; coinciden y son propias del género Fusarium spp.

A) Macroconidias, B) Fialides y microconidias, C) Clamidosporas

Fuente; Elaboracion propia

Figura 5: Vista microscopica de las diferentes estructuras microscopicas de
Fusarium sp 40 x (A —B) y 100 x (C)

4.3 Identificacion genotipica del aislado.

De las muestras de tejido vegetal provenientes del cultivo del tomate cherry
de la Finca las Plazuelas, se obtuvieron cuatro aislamientos del género Fusarium.
La caracterizacion molecular de los cuatro aislamientos, permitié identificar a
Fusarium oxysporum (Tabla 4) como el causante de la marchitez en las plantas de
tomate cherry con un porcentaje de similitud (segin NCBI) del 99,32%; incluyendo:
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codigo de los aislados, longitud de las secuencias de los marcadores moleculares

(ITS y EF1) y resultados de las busquedas en la base de datos NCBI.

Los ensayos de PCR con los marcadores ITS y EF1, asociados a la marchitez
del tomate cherry, confirmaron la presencia de Fusarium en los aislamientos
patogénicos. La amplificaciéon de la banda para cada primer utilizado fue la
esperada. Para el primer par de primers ITS1-ITS4 amplific6 a 514 pb y para los
primers EF 1 se produjo un fragmento esperado de 798 pb; y la comparacién entre
las secuencias obtenidas para el aislamiento con las secuencias almacenadas en
la base de datos GenBank, procesados con la herramienta informatica BLAST
posibilité determinar la presencia de Fusarium en el cultivo de tomate cherry; ahora
bien, teniendo en cuenta la base de datos de la NCBI se obtuvo como resultado un

porcentaje de identidad del 99,32 para Fusarium oxysporum.

Tabla 4: Identificacién molecular

AISLAMIENTO Fr
ITS- Longitud de la secuencia 514 pb
) ) Fusarium oxysporum
Microorganismo.
Resultados ITS hongos vy
material de referencia NCBI
% ldentidad 100- 100
% Cobertura 100- 91
EF1- Longitud de la secuencia 798 pb
Microorganismo Fusarium oxysporum
Resultados nr/nt NCBI -
% Identidad 99, 32
% Cobertura 100
Género Fusarium
CONCLUSION Especie oxysporum

Fuente: Elaboracién propia



44

En el muestreo realizado a las plantas tomate cherry con sintomas de
enfermedad que incluian marchitamiento, podredumbre y decoloracion, fue posible
obtener como resultado el aislamiento de un fitopatégeno, el cual, segun la
identificacion fenotipica y genotipica corresponde a Fusarium oxysporum, como ha
sido también reportado por Srinivas et al. (2019).Fusarium oxysporum es el
patégeno contribuyente significativo de la marchitez vascular del tomate, causando
sintomas en raices, tallos y hojas, tales como pudriciones radicales, pudriciones
secas, necrosis del tallo y de las hojas, marchitez y defoliaciones.

4.4 Aislamiento del microorganismo biocontrolador.

Teniendo en cuenta, la clave taxondmica, se identificaron 5 aislados con
caracteristicas macroscopicas y microscépicas especificas de especies
pertenecientes al género Trichoderma, las cuales se observan en la Tabla 5, se
evidencia diferencia en sus caracteristicas macroscopicas en cada uno de los

aislados.

Tabla 5: Caracteristicas generales de las cepas nativas de Trichoderma spp. Aisladas de
suelos destinados para actividades agricolas

Cepas Crecimiento en agar PDA/ Descripcion
Cédigo 25°C- 7 Dias.
C1 La coloracion del micelio es verde,

presentando un rapido crecimiento y
abundantes esporas transcurridos 5

dias de incubacién a 25°C.
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Cc2 Presentd una coloracon verde con
micelio  esporulado blanquecino,
tornandose a coor naranja
transcurridos siete dias de incubacion

a 25°C.

C3 El color del micelio es blanco
transcurridos 5 dias de incubacion,
presentado crecimiento acelerado y
un leve viraje en su coloracién a

amarillo en la parte central.

C4 El color del micelio es blanco, sin
cambio en la coloracion durante la

esporulacion.

C5 El color del micelio es blanco
transcurridos 5 dias de incubacion en
agar PDA a 25°C, presentando un
crecimiento rapido, posterior a este
periodo se pudo apreciar un ligero

color verde oscuro después de la

esporulacion.

Fuente: Elaboracién propia

Las especies del género Trichoderma se caracterizan por ser una microbiota
fungica de amplia distribucion en los suelos, en especial en los suelos con fines
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agricolas, por ello el aislamiento de este tipo de hongo es relativamente facil y de
gran aplicacion por su capacidad biocontroladora sobre diversos fitopatogenos
como ha sido reportado por Samaniego F Luz, en el 2018.

Ahora bien, segun lo establecido por Kredics et al. 2014, estos hongos, con
uso potencial para la agricultura, se pueden encontrar en el suelo, madera en
descomposicion y material vegetal y existe amplia diversidad dentro y entre

especies.

4.5 Confrontacion in vitro de las cepas de Trichoderma spp. vs cepa

fitopatégena.

Se obtuvieron los porcentajes de inhibicién de crecimiento radial (PICR) de
las colonias de Fusarium spp frente a los aislados de Trichoderma spp, (Tabla 6).
Los resultados indicaron que todos los aislados redujeron significativamente el
tamafio de las colonias del agente fitopatdgeno, e invadiendo su area de crecimiento
y desarrollo; de manera consistente el aislamiento C1 present6 el PICR mas alto
(95,33%).

Tabla 6: Porcentaje de Inhibicién del crecimiento radial (PICR) de las cepas de
Trichoderma spp

Cepa PICR (%) Grado. Capacidad Potencial
antagonica segun biocontrolador
Ezziyyani (2004).

Cl 95,33 4 Muy bueno

C2 86,66 3 Bueno

C3 50,00 2 Deficiente

C4 58,33 2 Deficiente

C5 93,50 4 Muy bueno

Fuente: Elaboracion propia
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Adicionalmente, teniendo en cuenta, la medicidon de los diametros (Figura 6)
se pudo determinar la cepa C1 de Trichoderma sp como un biocontrolador con alta
capacidad antagdnica.

Actividad antagonica de las cepas aisladas
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Fuente: Elaboracién propia

Figura 6: Actividad antag6nica de las cepas de Trichoderma spp sobre Fusarium
oxysporum

El género Trichoderma comprende varias especies de hongos filamentosos
gue han sido usados como agentes de biocontrol en enfermedades de importancia
para la agricultura y constituyen una alternativa al control quimico (Bhale et al.,
2013; Ghazanfar et al., 2018);

La actividad antagbénica de las especies de Trichoderma involucran
mecanismos de accién como micoparasitismo (Tabla 7), antibiosis, competencia por
nutrientes, entre otros (Ghazanfar et al., 2018; Mungole y Chaturvedi, 2011).

Pudiendo confirmar lo anterior con el estudio realizado por Alfonso Luna, et al. 2019.


https://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0187-73802019000300235#ref3
https://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0187-73802019000300235#ref3
https://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0187-73802019000300235#ref8
https://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0187-73802019000300235#ref8
https://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0187-73802019000300235#ref21
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Tabla 7: Micoparasitismo de Trichoderma koningiopsis sobre Fusarium oxysporum

Fotografia. Observacion al Estereoscopio

Descripcién

Trichoderma sp

Fusarium sp.

Ensayo de enfrentamiento dual entre
Trichoderma sp y  Fusarium
oxysporum

Se observa la capacidad
micoparasitica de Trichoderma sp
sobre el fitopatbgeno, que se
evidencia en evitar su crecimiento
siendo capaz de extenderse y
colonizar sobre la colonia de
Fusarium oxysporum, enrollando sus

hifas sobre este.

Fuente: elaboracion propia.

Una vez seleccionada la cepa que posee mayor potencial, es decir, mayor

capacidad antagonica frente a Fusarium oxysporum, se hizo necesario realizar la

identificacion genotipica (Tabla 7) de esta cepa para asegurar con altos niveles de

confianza la naturaleza de la cepa biocontrol.

Adicionalmente al realizar los respectivos repiques de este microorganismo

en diferentes medios modificados para establecer las caracteristicas propias del

género Trichoderma (Figura 8) a nivel fenotipico, se evidencio una coincidencia total

con lo descrito por Pitt y Hocking (2009).
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Fuente: Elaboracién propia

Figura 7: Caracteristicas morfolégicas del aislado “C1”. A crecimiento en medio
OGY, B crecimiento en medio OGY enriquecido con arroz, C crecimiento en medio OGY
enriquecido con avena, D crecimiento en medio YGC, E reverso del crecimiento flngico en
medio MEA (evaluado en tasa de crecimiento). F Conidiéforo- microscopia (100x) obtenida
del crecimiento de la cepa en el medio A, G Conidi6foro- microscopia (100x) obtenida del
crecimiento de la cepa en el medio B, H- | Conidiéforos, conidios- microscopia (100x)

obtenida del crecimiento de la cepa en el medio.

Las caracteristicas morfolégicas que presentdé la cepa nativa C1
corresponden al género Trichoderma con hifas hialinas y conidiéforos hialinos muy
ramificados no verticilados, fialides individuales o en grupos, de 3.5-7.5u x 2.5-3.8u
de largo por ancho, fuertemente constrefiidas en su base, conidias unicelulares,
subglobosas, ovoides o elipsoidales, el largo y ancho oscil6 entre 3.3 p x 2.9 o, color
verde fuerte a verde olivo; clamidosporas intercalares, terminales o solitarias de 5u
a 13u de diametro (Pitt y Hocking 2009).

La identidad de las especies se confirmd con la identificacibn molecular
mediante la comparacion de secuencias con el banco de genes, lo que confiere

confiabilidad en los resultados obtenidos.

Resultados de la identificacion molecular de la cepa (Tabla 8), incluye: codigo
de los aislados, longitud de las secuencias de los marcadores moleculares (ITS y

EF1) y resultados de las busquedas en la base de datos NCBI.

La amplificacién de los productos de PCR de la region 16S del ADNr con los
primers ITS generaron fragmentos de aproximadamente 566 pb, y para el caso de
EF1 874 pb. Una vez realizada la secuenciacion a partir de la amplificacion de la
region espaciadora de transcrito interno (ITS) del ADN de cada cepa con la ayuda
de los primer ITS, se exportaron las secuencias de proteinas o nucleotidos con el
uso del programa BLAST y estas se compararon con todas las secuencias

contenidas en la base de datos del NCBI (GenBank) con el fin de encontrar
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similitudes u homologias de nuestras secuencias problemas con otras secuencias
ya registradas. Un valor de similitud aproximado al 100% indicaria que era una
secuencia conocida con anterioridad. El analisis de secuencias de nucleotidos,
reveld que el microorganismo presenta un porcentaje de identidad de 99,66% con

Trichoderma koningiopsis.

Tabla 8: Identificacion molecular de la cepa

AISLAMIENTO Fr
ITS- Longitud de la secuencia
566 pb
Trichoderma
Resultados ITS hongos y dorotheae
material de referencia .
NCBI Microorganismo Trichoderma
9 koningiopsis
% Identidad 100- 100
% Cobertura 100- 91
EF1- Longitud de la secuencia 874 pb
Microorganismo Trichoderma
Resultados nr/nt NCBI koningiopsis
% Identidad 99,66
% Cobertura 100
Geénero Trichoderma
CONCLUSION Especie koningiopsis

Fuente: Elaboracion propia

4.6 Evaluaciéon de la efectividad de Trichoderma koningiopsis frente a

Fusarium oxysporum en plantas de tomate cherry

La evaluacion de la efectividad del biopreparado (Trichoderma koningiopsis)

dio como resultado un porcentaje de efectividad del 94% (Figura 8) , teniendo en
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cuenta el porcentaje de mortalidad de las plantas causada por la inoculacion de
Fusarium oxysporum y Trichoderma koningiopsis, lo cual indica un alto nivel de
actividad biocontroladora, sin embargo es importante resaltar que en el experimento
en donde se inoculé Fusarium Oxysporum con una cepa comercial de Trichoderma
el porcentaje de efectividad fue del 98% siendo este mayor en un 4% al del

biopreparado de la cepa nativa.

El biocontrol de enfermedades tiene como propadsito cambiar el equilibrio a
favor del ecosistema, mediante un incremento artificial de microorganismos
benéficos contra poblaciones patégenas con la finalidad de favorecer la produccion
agricola (Harman, 2006). Las especies de Trichoderma muestran accion
biorreguladora de forma indirecta, promueven mecanismos de defensa fisioldégicos
y bioquimicos en la planta para inducir resistencia sistémica a enfermedades, lo que
mejora su crecimiento y desarrollo (Ghazanfar et al., 2018; Guzman-Guzman et al.,
2019); lo que coincide con el numero de plantas vivas obtenidas en el experimento

2 (Fusarium oxysporum / Trichoderma koningiopsis).

Porcentaje de efectividad
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Tratamiento 1 | Inoculacion de las plantas con Fusarium oxysporum
(x108 conidios/ ml)

Tratamiento 2 | Inoculacion de las plantas con Fusarium oxysporum
((x108 conidios/ ml) + la cepa de Trichoderma koningiopsis.
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Tratamiento 3 | Inoculacion de las plantas con Fusarium oxysporum
(x108 conidios/ ml) + una cepa comercial de Trichoderma

sp.

Fuente: Elaboracion propia

Figura 8: Efectividad de Trichoderma koningiopsis frente a Fusarium
oxysporum en plantas de tomate cherry

Se encontré que el aislamiento de Trichoderma koningiopsis, obtenido a
partir del suelo del tomate cherry presenté actividad antagénica frente a Fusarium
oxysporum, lo cual lo convierte en un excelente agente biocontrolador de este
fitopatdgeno, lo que redundaré en la seguridad e inocuidad de los cultivos del
tomate cherry ya que su introduccion en la practica productiva permitira reducir o
eliminar el uso de fungicidas sintéticos, lo que se corresponde con la normativa
colombiana Ley 9 de 1979: de las sustancias peligrosas, plaguicidas y articulos
pirotécnicos (ICA, 1979), en su articulo 130 sobre la importacion, fabricacion,
almacenamiento, transporte, comercio, manejo o disposicion de sustancias
peligrosas deberan tomarse todas las medidas y precauciones necesarias para
prevenir dafios a la salud humana, animal o al ambiente, de acuerdo con la

reglamentacion del Ministerio de Salud.

Asi como también el decreto 775 del 16 de abril de 1990 del Ministerio de
salud en su articulo 1 sobre el control y la vigilancia epidemioldgica en el uso y
manejo de plaguicidas, el cual, debera efectuarse con el objeto de evitar que
afecten la salud de la comunidad, la sanidad animal y vegetal o causen deterioro

del ambiente.

Trichoderma koningiopsis ha mostrado ser eficaz en el control de patdgenos
foliares (Moreno y Cotes, 2007) y patégenos del suelo (Cotes et al., 2001; Cotes et
al., 2007); este microorganismo constituye el principio activo de una formulacion
(WG) que también ha demostrado alta eficacia (Cotes et al., 2007). En estudios

previos Cotes et al., 1996, y Clavijo y Cotes, 1998, encontraron que este hongo
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estimuld la actividad de proteinas relacionadas con la patogénesis, del tipo B-1,3-
endoglucanasas y endoquitinasas en plantas de frijol y tomate respectivamente,
sugiriendo un efecto inductor de respuestas de defensa. Asi mismo, Castillo et al.,
2007, mediante la técnica de microarreglos, encontraron que plantas de tomate
tratadas con Trichoderma expresaron 42 genes diferenciales, en contraste con
plantas no tratadas, lo que coincide con el porcentaje de efectividad de la cepa

utilizada en el tratamiento dos frente a Fusarium oxysporum.

A nivel mundial, las pérdidas econdmicas en los cultivos, debido al dafio
causado por fitopatdgenos, son considerables. De los métodos de control, el
quimico ha demostrado ser eficiente, pero sus efectos secundarios han sido
cuestionados por su impacto ambiental, a la salud humana y la resistencia que
desarrollan los microorganismos, lo cual ha generado una creciente y justificada
preocupacion por la contaminacion, el deterioro ambiental, la inocuidad y seguridad
alimentaria y el desequilibrio de los ecosistemas (Torres y Capote, 2004), por lo
tanto se hacen indispensable herramientas amigables y seguras que provean por el
bienestar de la poblacibn y del medio ambiente, tales como el uso de

microorganismos controladores que hacen parte de los mismos ecosistemas.

La habilidad de esta cepa nativa de Trichoderma koningiopsis para parasitar
y sobrecrecer a Fusarium oxysporum es de importancia para futuras estrategias
para el manejo de la marchitez del tomate. En la actualidad, existen en la region
productos comerciales a base de Trichoderma spp. que se promocionan para
reducir diferentes enfermedades; sin embargo, el empleo de cepas nativas mas
adaptadas a las condiciones agroecoldgicas de la regiébn es mas ventajosa. La
presencia de Fusarium oxysporum como agente causal de la marchitez de tomate
cherry, coincide con lo establecido por Carmona y Burbano (2020) que realizaron la
caracterizacion de aislados patdogenos y no patdégenos de Fusarium
oxysporum asociados a cultivos comerciales de tomate en la region Andina de

Colombia, donde se evidencio la presencia de 120 aislados fangicos en cuatro de
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sus departamentos, los cuales correspondian a diferentes especies de Fusarium

segun la identificacidbn molecular realizada.

Ahora bien, la presencia de Trichoderma spp en el suelo de uso agricola en
el municipio de Pamplona, reafirma la presencia cosmopolita y ubicua de este
hongo, adicionalmente la introduccion de métodos evolutivos moleculares resultd
en la expansion exponencial de la taxonomia de Trichoderma, con hasta 50 nuevas
especies reconocidas por afio, como lo expone Feng Cai y Irina Druzhinina, en
donde se establece que para la identificacion molecular de Trichoderma sp se hace
necesario el analisis de los tres cédigos de barras de ADN (ITS, tefly rpb2) y
posterior a esto se utilizan todas las cepas de Trichoderma secuenciadas del
genoma completo que estan disponibles en bases de datos publicas, para
proporcionar ejemplos practicos versatiles de identificacion molecular, lo cual es la
base fundamental para el protocolo de identificacion molecular y coincide con el
utilizado en este estudio en donde se identifico a Trichoderma koningiopsis como la

cepa nativa aislada del suelo del cultivo de tomate cherry.

Este estudio representa una contribucién al conocimiento de la interacciéon
local entre tomate cherry y F. oxysporum en Colombia, adicionalmente la capacidad
antagonica de una cepa nativa de la region de Trichoderma sp como posible agente
biocontrolador con grandes porcentajes de efectividad frente a Fusarium

oxysporum.
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5 CONCLUSIONES

Se logré aislar e identificar a Fusarium oxysporum, como el agente causal
del marchitamiento en las plantas de tomate cherry en la finca las

Plazuelas del municipio de Pamplona Norte de Santander.

En la poblacidén fangica aislada a partir del suelo del cultivo de tomate
cherry se lograron identificar cinco cepas de Trichoderma sp como

posibles agentes biocontroladores.

Se demostro que las cepas C1 y C5 de Trichoderma spp presentaron un
muy buen potencial biocontrolador con un porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial (PICR) de 95,33 % y 93,5% respectivamente.

La caracterizacién genotipica de la cepa autdctona C1 indicaron un
porcentaje de identidad del 99,66% con Trichoderma koningiopsis.

Se demostro que la cepa C1 de Trichoderma koningiopsis, present6 una
capacidad biocontroladora sobre Fusarium oxysporum, lo que permitio
reducir la incidencia de la enfermedad de marchitez del tomate cherry en
un 94%.
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6 RECOMENDACIONES

e Continuar con las pruebas in vivo en el cultivo de tomate Cherry

¢ Iniciar los trabajos de produccién masiva de Trichoderma koningiopsis y
proporcionar a los productores el bioinsumo para que pueda ser utilizado

a gran escala y de esta manera reducir el uso de agroquimicos

e Aplicar caracterizacion molecular en los procedimientos de identificacion
de agentes fitopatdgenos del género Fusarium y de cepas autoctonas de

Trichoderma.
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8 ANEXO1

ACTA (CHARTER) DEL PROYECTO FINAL DE GRADUACION (PFG)

Nombre y apellidos: Lina Maria Arrieta Mercado
Lugar de residencia: Cr 2 N° 13-78 Casa 5-Los Alpes. Pamplona, Norte de Santander.

Colombia
Institucion: Universidad de Pamplona

Cargo / puesto: Microbidloga/ Coordinacidon de Laboratorio de microbiologia y Control de

calidad.

Informacion principal y autorizacion del PFG

Fecha: 15-08-2022

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION
DE CEPAS DE Trichoderma
koningiopsis, PARA EL CONTROL DE
Fusarium oxysporum EN TOMATE
CHERRY (Solanum lycopersicum)

Fecha de inicio del proyecto: 15-08-2022

Fecha tentativa de finalizacion: -30-12-2022

Tipo de PFG: Tesina

Objetivos del proyecto

Objetivo General

Objetivos especificos

Elaborar un biocontrolador a partir de la
microbiota presente de forma autdctona en
el cultivo de Tomate Cherry, para la
sustitucién del uso de agroquimicos

--Realizar el screening del microorganismo
patégeno y el microorganismo
biocontrolador, presentes en el cultivo del
tomate cherry mediante analisis
microbiol6gicos para la identificacion del
agente causal y el agente controlador

-- Analizar la actividad antagénica de los
microorganismos identificados, mediante
bioensayos in vitro, para el sondeo de su
posible uso como bioinsumo
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-Evaluar el comportamiento del
biopreparado sobre el cultivo del tomate
cherry para el establecimiento de su uso en
el manejo agropecuario de este cultivo.

Descripcidn del producto:

El control biolégico es el uso de organismos (o de sus metabolitos o subproductos) que
son enemigos naturales de una plaga o patdgeno, con el fin de reducir o eliminar sus
efectos dafinos en las plantas o sus productos (Serrano Carredn y Galindo Fentanes,
2007).

Esta herramienta de manejo se sustenta en microorganismos beneficiosos que
establecen interacciones directas de tipo antagonista con el patdgeno y de tipo indirectas
como la estimulacion de defensas del huésped (Harman, 2000). Los mecanismos de
efecto directo incluyen la competencia por el espacio y los nutrientes, la inactivacion de
los sistemas de ataque del patdgeno, la modificacién de la rizosfera, la secreciéon de
metabolitos con efecto antibiético y el ataque directo a otros hongos (micoparasitismo)
(Rincon et al., 2008).

Teniendo en cuenta, lo antes mencionado, se puede establecer que los biocontroladores
son productos, de origen biolégico, que actian como antagonistas frente a
microorganismos patdégenos que producen dafio en los cultivos. Este tiene la
caracteristica de no dejar residuos, y no ser perjudiciales para la salud humana, como
tampoco para el medio ambiente.

El producto que se pretende obtener a partir de aislados autéctonos, debe ser una
suspension en concentraciones adecuadas de microorganismos en soluciones inertes
para la dispersion del agente biolégico y su potencial accion antagonica frente a agentes
fitopatdgenos que actualmente estan causando pérdidas en la produccion del Tomate
Cherry

Necesidad del proyecto:

La finca “Las Plazuelas” esta ubicada en el departamento de Norte de Santander-
Colombia, en el municipio de Pamplona en la vereda Chichira, la finca cuenta con 60
hectareas, las cuales estan dispuestas para la actividad agricola, piscicola y ganadera.
Actualmente, esta cuenta con cultivos de tomate Cherry, fresa, cebolla y papa.

Los proyectos agricolas son realizados en asociacion comunitaria con ASPAGRO* y
estos estan destinados al consumo de familias y de la sociedad Pamplonesa en general.
La produccion de tomate Cherry se realiza bajo invernaderos, se producen anualmente
tres toneladas de éste.

Los socios de ASPAGRO han pensado en la necesidad de realizar practicas que permitan
dar manejo sostenible a la presencia de plagas y enfermedades que anualmente acarrear
grandes pérdidas en las producciones, por tal razén se hace indispensable disponer de
recursos biolégicos que mitiguen el impacto econémico, social y de salud publica
generado por las enfermedades y plagas de los cultivos, asi como el impacto ambiental
generado por el uso de plaguicidas.
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Justificacion de impacto del proyecto:

El uso de biocontroladores y bioinsumos contribuye tanto a favorecer la sanidad, el
rendimiento y la inocuidad de los productos agricolas, como a disminuir el impacto
ambiental causado por el uso frecuente de productos quimicos para el control de plagas
y enfermedades de las plantas (Serrano Carre6n y Galindo Fentanes, 2007).

Se requiere de un cambio en el manejo tradicional de la sanidad vegetal, que permita
disminuir el alto impacto negativo generado por el uso de pesticidas con alternativas de
manejo integrado y la inclusion de microorganismos con el fin de regular biol6gicamente
las poblaciones de plagas agricolas, mejorar la calidad e inocuidad de los alimentos y
restablecer el equilibrio ambiental.

La producciéon agricola mundial ha presentado avances técnicos y tecnolégicos
importantes en el control de plagas agricolas (insectos, enfermedades y arvenses)
ligados principalmente al uso de productos de sintesis quimica para la proteccion de
cultivos, conocidos como plaguicidas, pesticidas o agroquimicos, para lograr mayores
volimenes de produccion, con el fin de cubrir la demanda de alimentos y materias primas.
Aunque se ha logrado incrementar la produccion agricola, esto ha generado un alto
impacto negativo sobre la inocuidad y calidad de los alimentos, la salud humana vy, el
medio ambiente, repercutiendo directamente en el cambio climético. El desconocimiento
y uso indiscriminado de plaguicidas afectan todo el entorno, especificamente a especies
silvestres, provocando un desequilibrio en el ecosistema; esto, sumado al
desconocimiento técnico de las aplicaciones de agroquimicos como lo son: dosis,
frecuencias de aplicacién, manejo y rotacion de grupos toxicolégicos y quimicos, sitio,
mecanismo y modo de accion, calidad de la aspersion o aplicacion (falta de calibracion
de equipos) ), condiciones que favorecen que esto se haya convertido en un problema
complejo a nivel social, econémico y ambiental (Gutiérrez, Robles, Santillan, Ortiz, &
Cambero, 2013).

Por lo anterior, la evolucién natural de los sistemas de produccién agricola ha tenido que
direccionarse de acuerdo a los gustos y preferencias de los consumidores y a la
vertiginosa demanda de productos naturales de alta inocuidad y calidad, provenientes de
sistemas productivos que implementan métodos de control de plagas agricolas con vision
mas respetuoso con el medio ambiente y amigable con el pensamiento de desarrollo
sustentable (Badii & Abreu, 2006), teniendo como alternativa el conocimiento y uso de
un gran grupo importante y creciente de insectos, hongos, bacterias, virus y nematodos
gue presentan efectos antagénicos con otros microorganismos 0 insectos, y esta accion
puede reducir el uso de agroquimicos en pro de una agricultura sostenible.

Teniendo en cuenta, lo antes mencionado, se hace necesario producir un biocontrolador
a partir de la microbiota presente de forma autdctona en el cultivo de tomate Cherry, para
sustituir el uso de agroquimicos.

Restricciones:
Costos de produccién
Manejo del tiempo en la germinacion de plantulas para ensayos in vitro
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Entregables:

-Avances periédicos del desarrollo del PFG al tutor (a).
- Entrega del documento aprobado al lector (a) para su revision y para su posterior
aprobacién y calificacion.

-Tribunal evaluador tutor(a) y lector (a)

Identificacion de grupos de interés:

Cliente(s) directo(s): ASPAGRO Universidad de Pamplona

Cliente(s) indirecto(s): Consumidores

Aprobado por director MIA: Firma:

Félix Modesto Cariet Prades
Aprobado por profesora Seminario | Firma:
Graduacion:

MIA. Ana Cecilia Segreda Rodriguez
Estudiante: Firma

Lina Maria Arrieta Mercado )
_th Q&o «Aﬂiz‘(}

*ASPAGRO: Asociacion de productores agropecuarios de Pamplona
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