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Resumen

Este estudio se centrd en la caracterizacion morfologica detallada de 15 cepas de hongos
(14 Trichoderma spp. y 1 Gliocladium sp.) y en la evaluacion de su capacidad antagonista in
vitro contra una cepa de Fusarium sp., patogénica del platano. Todas las cepas mostraron
actividad antagonista contra la cepa de Fusarium sp., con lo que se destaco la competencia por el
espacio y los nutrientes en 11 cepas y por el micoparasitismo en 4 cepas (N3, N4, N12, N15);
ademas, 3 cepas (N3, N4, N12) produjeron pigmentos en la zona de interaccion. Por otra parte, la
cepa N15 parasito sin pigmentacion aparente y se destacd por producir clamidosporas
inusualmente grandes, tanto en formas globosas (& = 11.94 £ 1.14 um) como en formas
irregulares con dimensiones de 16.01 +2.75 x 10.88 + 1.48 um. Adicionalmente, se observo una
aceleracion en la esporulacion de Trichoderma en presencia de Fusarium. Asi, se concluyo que
estos aislados poseen un significativo potencial para futuros estudios de biocontrol contra
Fusarium spp.

Palabras clave: Trichoderma, Fusarium, control bioldgico, caracterizacién morfolégica,

antagonismo fangico, Gliocladium, confrontacion dual, tallo de platano, Panama.



Abstract

This study focused on the detailed morphological characterization of 15 fungal strains (14
Trichoderma spp. and 1 Gliocladium sp.) and the evaluation of their in vitro antagonistic
capacity against a pathogenic Fusarium sp. strain affecting bananas. All strains exhibited
antagonistic activity against Fusarium sp., with 11 strains showing competition for space and
nutrients, and 4 strains (N3, N4, N12 and N15) demonstrating mycoparasitism; furthermore, 3
strains (N3, N4, and N12) produced pigments within the interaction zone. Notably, strain N15
parasitized without apparent pigmentation and was distinguished by the production of unusually
large chlamydospores, both in globose forms (& = 11.94 £ 1.14 um) and irregular shapes with
dimensions of 16.01 + 2.75 x 10.88 + 1.48 um. Additionally, an acceleration in the sporulation
of Trichoderma was observed in the presence of Fusarium. With this, it was concluded that these
isolates possess significant potential for future biocontrol studies against Fusarium spp.

Keywords: Trichoderma, Fusarium, biological control, morphological characterization,

fungal antagonism, Gliocladium, dual confrontation, banana stem, Panama.
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Introduccidén

Trichoderma constituye un hongo filamentoso versatil con multiples aplicaciones
agricolas. Entre sus propiedades destaca la capacidad de controlar enfermedades fungicas
mediante la inhibicion del crecimiento, la esporulacion y la germinacién de esporas de patdgenos
(Mesa et al., 2019). Numerosos estudios se han orientado al analisis del potencial biologico y al
desarrollo de formulaciones basadas en especies de Trichoderma spp. con actividad inhibitoria
frente a microorganismos patogenos (Marchuk et al., 2024; Alvarez, 2023; Colquehuanca y
Blanco, 2021; Sinha et al., 2018; Garcia et al., 2017; Thangavelu y Gopi, 2015; De Souza et al.,
2009). Ademas de inhibir patdgenos vegetales, este hongo favorece el crecimiento de las plantas
y mejora la calidad del suelo, lo que lo convierte en una herramienta valiosa para la agricultura
sostenible (Marchuk et al., 2024). Su eficacia se explica por diversos mecanismos de accién,
entre los que se incluyen la produccion de antibioticos, la competencia por recursos y la
activacion de defensas en las plantas. Asimismo, muchas especies de Trichoderma presentan
capacidad de endofitismo en diversas plantas (Harman, 2024; Ramirez et al., 2022).

Las enfermedades fungicas causadas por Fusarium spp. constituyen una amenaza
significativa para la agricultura en Panama. Estas infecciones ocasionan pérdidas econémicas
importantes y afectan la seguridad alimentaria (Martinez et al., 2020; Damodaran et al., 2020;
Medina et al., 2019). Entre los cultivos susceptibles se encuentra el platano, el cual resulta
vulnerable a este patdgeno de rapida propagacion. La enfermedad que lo afecta se denomina
fusariosis del banano, también conocida como “Mal de Panama”. Esta enfermedad fungica ataca
el banano a escala global y recibe su nombre debido a que Panama fue el pais donde se identifico
por primera vez. El hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense, agente causal de esta enfermedad,

fue descrito en la década de 1950 en territorio panamefio, como lo indicé su denominacion
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comun (Stover, 1962, como se cito en Ploetz, 1994). Sin embargo, la enfermedad se observo por
primera vez en 1890 en Costa Rica y Panama. Posteriormente, se expandid con rapidez hacia
gran parte de América tropical y Africa (Ploetz, 1994).

Aunque existe un informe previo de Bancroft (1876, como se citd en Ploetz, 1994) sobre
una enfermedad similar en la cafia de azUcar (azucar seda) en Australia, la mayor parte de las
investigaciones iniciales sobre el Mal de Panama se concentré en la variedad de banano Gros
Michel (Stover, 1962, como se citd en Ploetz, 1994). Este interés investigativo respondio al
impacto que la enfermedad produjo en el comercio de exportacion de banano. Los actores
vinculados a este sector resultaron gravemente afectados por la rapida propagacion del patégeno
y por la severidad de los dafios en los cultivos. En consecuencia, gran parte del conocimiento
inicial sobre la enfermedad de Panama provino de un segmento relativamente reducido de la
produccion mundial de banano (Ploetz, 1994).

En la actualidad, el manejo de la fusariosis en plantaciones de platano y banano no
depende de una Unica estrategia, sino de un conjunto de practicas. Entre estas se incluyen la
aplicacion de fungicidas quimicos y bioldgicos, el uso de bacterias promotoras del crecimiento
vegetal, la eliminacién de plantas enfermas, la incorporacion de microelementos y el desarrollo
de resistencia genética (Lopez y Castafio, 2019). No obstante, el uso excesivo de fungicidas
quimicos puede generar consecuencias negativas a largo plazo. Un amplio sector industrial ha
adoptado esta estrategia para combatir el patdégeno, lo que ha suscitado preocupacién tanto por su
impacto ambiental como por la aparicién de resistencia en los patdgenos (Cortés et al., 2024;
Gonzalez et al., 2022; Rodriguez, 2019). En este contexto, surge la necesidad de desarrollar
alternativas de control sostenibles y ambientalmente responsables para el manejo bioldgico de

Fusarium spp. (Ismaila et al., 2023).
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El empleo de Trichoderma spp. como biofungicida constituye una alternativa
prometedora para reducir la dependencia de fungicidas quimicos. Investigaciones como la de
Caballero (2011) demostraron el potencial de este género en el manejo integrado de la fusariosis.
Asimismo, Harman (2024) profundizé en su capacidad para incorporarse a la rizosfera y actuar
como enddfito, lo que refuerza su funcién de protecciéon y promocién del crecimiento vegetal.
Ademas, la baja incidencia en el desarrollo de resistencia por parte de los patégenosy su
reducido impacto ambiental, aspectos destacados por Corteés et al. (2024), posicionan a
Trichoderma como una alternativa sostenible para el manejo de enfermedades en cultivos.

A pesar de los avances, Fusarium spp. continla como un problema persistente a escala
global en los cultivos de banano y platano. Esta situacion exige el perfeccionamiento continuo de
las medidas de control dirigidas a este patdgeno. El control bioldgico basado en cepas
antagonicas de Trichoderma spp. ha mostrado potencial dentro del manejo integrado de esta
enfermedad (L6pez y Castafio, 2019). Sin embargo, todavia se requiere mayor validacion
mediante ensayos de laboratorio y de campo.

Asimismo, no todas las cepas de Trichoderma resultan adecuadas para su aplicacion
agricola (Harman, 2024; Parmar et al., 2015; Michel et al., 2019). Por esta razon, se requiere la
evaluacion de la actividad antagonica frente a patdgenos especificos. Este proceso debe priorizar
el uso de cepas nativas adaptadas a las condiciones locales y correctamente caracterizadas.

El presente estudio se orienta a la evaluacion de 15 cepas de Trichoderma aisladas de
distintas localidades y sustratos en Panama, entre las que se incluyen endéfitos de platano. Se
espera que los resultados contribuyan a la seleccion de las cepas mas eficaces para el control

bioldgico de Fusarium oxysporum bajo estudio y para su incorporacion en el manejo integrado



de esta enfermedad. De esta manera, se favorece la adopcion de practicas agricolas mas

sostenibles y se fortalece la seguridad alimentaria.
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Objetivos

Objetivo General

Evaluar cepas de Trichoderma spp. aisladas de distintos sustratos y localidades en

Panama y analizar su capacidad antagonista in vitro contra la cepa experimental de Fusarium sp.

Obijetivos Especificos

1. Caracterizar e identificar morfolégicamente las cepas de Trichoderma spp.
2. Aislar e identificar morfolégicamente la cepa de Fusarium sp.
3. Determinar la actividad antagonista in vitro de las cepas de Trichoderma spp. contra

la cepa de Fusarium sp.
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Capitulo I. Antecedentes Tedricos

Trichoderma: Historia y Taxonomia

Este género de hongos ha sido objeto de estudio durante décadas debido a suamplia
distribucion y a sus beneficios en la agricultura. Investigaciones como las de Kubicek y Harman
(1998) sefialaron que la primera descripcion del género se atribuy6 a Persoon en 1794. En sus
primeros escritos, este autor describid cuatro especies de Trichoderma de manera imprecisa.
Persoon desconocia que estaba confundiendo distintos estados de desarrollo del hongo, puesto
que describi6 unicamente su fase asexual (anamorfa) y omitio la fase sexual (teleomorfa),
situacion que dificulto clasificaciones posteriores. Kubicek y Harman (1998) también indicaron
que el vinculo entre Trichoderma viride y su estado teleomorfo, Hypocrea rufa, no se esclarecié
sino hasta 1865, cuando se establecié que ambos correspondian a la misma especie en diferentes
etapas de su ciclo de vida. El género Hypocrea fue descrito por primera vez por Fries (1825).
Posteriormente, en 1957, cientificos como Dingley, Rifai y Webster confirmaron que los hongos
Trichoderma y Hypocrea constituyen formas de vida distintas de un mismo organismo (Kubicek
y Harman, 1998).

Hasta 1969, todos los aislados de Trichoderma se atribuian a Trichoderma viride, debido
a que Bisby (1939, como se citdé en Kubicek y Harman, 1998) sostuvo que la variacion
morfologica podia explicarse dentro de una sola especie, T. viride. Sin embargo, Rifai (1969)
reconocio nueve “especies agregadas” dentro del género Trichoderma. Este autor afirmo que los
nueve taxones diferenciados no correspondian a entidades bioldgicas asociadas con una Unica
especie teleomorfa, debido a que se basaban en caracteristicas morfologicas dificiles de
distinguir. A partir de estos hallazgos se desarrollaron numerosas investigaciones orientadas a la

caracterizacion del género. Posteriormente, estudios como los de Doi (1969, 1972, como se citd
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en Kubicek y Harman, 1998) ofrecieron una descripcion extensa de teleomorfos y anamorfos en
Japdn, aunque las cepas originales se perdieron. Este y otros trabajos, en particular los de
Samuels et al. (1994, 1996, como se citd en Kubicek y Harman, 1998), reactivaron el interés por
la taxonomia de los teleomorfos y ampliaron el conocimiento sobre Hypocrea, lo que
proporciond herramientas adicionales para la identificacion del género Trichoderma.

Los pioneros de la micologia establecieron las bases para la identificacién de
Trichoderma mediante observaciones morfoldgicas, entre ellas la forma de las conidias. En la
actualidad, la incorporacién de herramientas moleculares ha transformado la sistematica de
Trichoderma. Estas herramientas permiten una resolucién filogenética méas precisa y detallada,
superan las limitaciones de la morfologia tradicional y revelan la amplia diversidad genética
presente en este género.

Tabla 1

Taxonomia propuesta

Reino Fungi
Division Ascomycota
Subdivision Pezizomycotina
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Hypocreaceae
Género Trichoderma

Nota. Adaptado de “Trichoderma: a biocontrol approaching for soil borne disease management”,
en IRJIMST, por Shrivastava et al., 2015.

En la actualidad, el uso de filogenética molecular permite reconocer mas de 441 especies
de Trichoderma descritas hasta el momento (Cao et al., 2024). No obstante, solo un porcentaje de
estas especies cuenta con una identificacion plenamente confirmada (Samuels, 2006). En
relacion con la fase sexual de Trichoderma (estado teleomorfo), Kuhls et al. (1996, como se citd

en Martinez et al., 2015) sefialaron que las especies del género Trichoderma constituyen un



20

grupo de derivados clonales de Hypocrea que han perdido la capacidad de completar un ciclo
sexual. Asimismo, Samuels et al. (2006) indicaron que Trichoderma se clasifica como un hongo
anamorfico, mientras que su estado teleomorfo se ha identificado Gnicamente en pocas especies.
Debido a la importancia de Trichoderma, su complejidad taxonomica y la variabilidad de
resultados reportados en estudios previos, resulta necesario emplear una estrategia taxondémica
con mayor nivel de detalle. Esta estrategia debe integrar caracteristicas morfoldgicas,
fisioldgicas, de compatibilidad vegetativa y moleculares con el fin de lograr una identificacién a
nivel de especie. Aunque las claves taxondmicas pueden presentar ciertas inexactitudes,
constituyen el punto de partida fundamental en cualquier proceso de identificacion (Martinez et

al., 2015).

Caracteristicas Generales de Trichoderma

Las colonias de este género suelen presentar una coloracion verde caracteristica y un
crecimiento rapido. La textura puede variar desde algodonosa hasta pulverulenta. Entre los
rasgos relevantes se incluyen la presencia de micelio aéreo, la formacion de anillos concéntricos,
la pigmentacidon del reverso de las colonias y la estructura de los conidiéforos, fidlides y
conidias. Las colonias pueden presentar tonalidades verde grisaceo, verde oliva o verde intenso,
mientras que el reverso puede mostrar coloracion incolora, crema, amarillo claro o amarillo
oscuro. La conidiacién puede aparecer de forma difusa o mediante pustulas de color verde. Las
fialides se organizan en verticilos con formas cruciformes, ampulliformes o lageniformes.
Algunas especies presentan apéndices terminales en el extremo del conidiéforo, el cual puede
poseer un eje principal con ramificacion piramidal. Las conidias son unicelulares, hialinas o

verdes, con superficie lisa u ornamentada, y presentan forma globosa o elipsoidal. Otra
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caracteristica relevante consiste es la presencia de clamidosporas (Gomez et al., 2013; Jang et al.,

2018).
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Capitulo I1. Metodologia

Procesamiento y Obtencién de las Muestras

Este proyecto se realizo en el laboratorio de Biotecnologia Microbiana (Lab. 214) de la
Vicerrectoria de Investigacion y Postgrado de la Universidad de Panama. Para el estudio se
emplearon 28 cepas presuntamente pertenecientes al género Trichoderma, seleccionadas de
varias colecciones flngicas conservadas en el laboratorio de Biotecnologia Microbiana. Ademas,
se aislaron cepas de Fusarium spp. a partir de muestras de tallo de platano enfermo.

Todo el trabajo experimental se desarrollé en un ambiente controlado y estéril mediante
el uso de una camara de flujo laminar tipo Il (SELSTAR). Para el cultivo de las cepas se utilizo
agar PDA (Potato Dextrose Agar), un medio rico en nutrientes que favorece el crecimiento de
una amplia variedad de hongos, entre ellos Trichoderma (Ortufio et al., 2013). Posteriormente,
las cepas se incubaron a 28° C en oscuridad, temperatura éptima para el desarrollo de estos

géneros.

Seleccion y Caracterizacion de las Cepas de Trichoderma spp.

En una primera etapa se prepararon placas de Petri estériles con medio de cultivo PDA
para la inoculacion de las cepas de Trichoderma que serian caracterizadas. Con un asa de
inoculacion esterilizada se extrajo un pequefio fragmento de micelio (taquito de agar) de cada
cepa evaluada. Estos fragmentos se colocaron en el centro de una placa de Petri con agar y luego
se incubaron. El crecimiento de las cepas se monitored durante cinco dias consecutivos o durante
el tiempo necesario hasta alcanzar el maximo desarrollo del hongo. Posteriormente se realiz6 una
preseleccion de aislamientos fingicos basada en caracteristicas macroscopicas tipicas del género,

como la textura y la pigmentacion de las colonias. Aquellos aislamientos que presentaron rasgos
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morfoldgicos preliminares compatibles con el género Trichoderma se seleccionaron para un
anélisis mas detallado.

Las muestras purificadas se replicaron tres veces en platos de PDA. En estos cultivos se
determind la tasa promedio de crecimiento micelial mediante la medicion del didmetro de las
colonias cada 24 horas, segun lo indicado por Silva y Paez (2021). Posteriormente se
transfirieron fragmentos de estas colonias a tubos con agar inclinado mediante la técnica descrita
por Moller et al. (1995). Este método consiste en inocular un pequefio fragmento del hongo en un
tubo que contiene un medio de cultivo solido (PDA). Este procedimiento requiere mayor tiempo
que el anterior, puesto que se debe esperar hasta que las cepas de Trichoderma presenten la
coloracion verdosa caracteristica asociada con la produccion de conidias. Este desarrollo conidial
resulta esencial para la identificacion precisa del género. Esta estrategia de cultivo permitié
observar con mayor detalle la apariencia de cada cepa, incluyendo la forma de los margenes, la
altura y profundidad de las colonias y las texturas, de acuerdo con los criterios taxonémicos
establecidos en manuales y claves especializadas del género.

Cuando las colonias alcanzaron un tamafio adecuado, se tomaron muestras de micelio y
esporas para su observacion microscopica. Para ello se emplearon técnicas como el método de
montaje con cinta adhesiva, el cual consiste en tomar una muestra de la colonia fingica mediante
una tira de cinta adhesiva de aproximadamente 4 cm. La superficie adhesiva se presiono sobre la
colonia y luego se colocé sobre un portaobjetos con una gota de azul de lactofenol. De forma
adicional se aplicd la técnica de cultivo en placa descrita por Larone (1995), cuyo objetivo
consiste en promover el crecimiento fungico y facilitar su analisis microscopico. Este
procedimiento se basa en la creacion de un ambiente humedo dentro de una placa de Petri. En

primer lugar, se coloc6 un bloque de agar sobre un portaobjetos estéril y se inocul6 la cepa



24

evaluada. Las muestras se incubaron en condiciones optimas para su desarrollo y se superviso su
crecimiento. Posteriormente se observoé el portaobjetos directamente al microscopio mediante el
objetivo 10x para identificar estructuras completas, como conidi6foros con sus esporas u otros
rasgos distintivos del hongo. Como etapa final para garantizar la preservacion de las muestras y
permitir su observacion a largo plazo, las preparaciones se tifieron con azul de lactofenol y se
sellaron con esmalte de ufias. Este procedimiento permiti6 elaborar preparaciones permanentes y
asegurar la disponibilidad de un registro visual para investigaciones posteriores.

Figura 1

Técnica de cultivo en placa

Moistened hilter paper

op portion ot

tlexi” straw

Glass shde

Coverslip

Nota. Tomado de Laboratory procedures. Medically important fungi: a guide to identification,
por Larone, 1995, p. 217.

El andlisis microscépico incluy6 un examen detallado de cada cepa. Mediante
microscopia Optica se evaluaron las estructuras reproductivas de los hongos, entre ellas la
longitud y el patron de ramificacion de los conidioforos, asi como las caracteristicas de las
fialides y las conidias. También se analizaron rasgos como la morfologia, el tamafio, la

coloracion, las hifas y la presencia de otras estructuras propias del género Trichoderma. Esta
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observacion microscopica permitié determinar diferentes especies de Trichoderma y confirmar la
identidad de las cepas a nivel de género o especie.

La identificacion precisa de las cepas de Trichoderma requiere una caracterizacion
morfologica detallada. Por esta razdn se evaluaron caracteristicas macroscopicas como el color
de la colonia (anverso y reverso), la textura, la velocidad de crecimiento y los patrones de
crecimiento, entre ellos la formacion de anillos concéntricos. Asimismo, se adaptd la
metodologia propuesta por Esparza (2009), que permite estimar visualmente el nivel de
esporulacion de los aislamientos de Trichoderma spp. Este procedimiento clasifica la
esporulacion en tres niveles: abundante, moderada y escasa. Se considerd esporulacién
abundante cuando cubrié més del 50 % de la placa de Petri, moderada cuando se presento en
menos del 50 %, y escasa cuando fue cercana o inferior al 10 %. A partir de estos criterios se
describid esta caracteristica junto con otros rasgos morfologicos.

A nivel microscépico se describieron caracteristicas como la morfologia de los
conidioforos, fidlides, conidios e hifas, asi como la presencia de clamidosporas. Ademas, se
empled terminologia botanica especializada para describir con precision la morfologia de las

estructuras fungicas de Trichoderma spp.

Aislamiento y Caracterizacion de la Cepa Experimental de Fusarium Patogénico

La posible cepa experimental de Fusarium sp. se aislo a partir de varias muestras de tallo
de platano que presentaban sintomas tipicos de fusariosis (Figura 27). Estas muestras procedian
de una finca platanera ubicada en la provincia de Chiriqui, Panama. El aislamiento de Fusarium,
considerado el posible agente causal de los sintomas observados, se realizé mediante la
metodologia descrita por Agrios (1995). Este procedimiento correspondié al método de

aislamiento directo de fitopatdgenos. En primer lugar, se efectud una esterilizacion superficial de
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las muestras. Luego se seleccionaron pequefios fragmentos del tejido interno como inoculo.
Posteriormente, los fragmentos de tallo se colocaron en un medio de cultivo PDA. Después de un
periodo de incubacién a 28 °C, se seleccionaron las colonias que presentaban rasgos repetitivos
en todas las muestras. Estas colonias distintivas se aislaron con el propdsito de obtener cultivos
puros.

Las cepas aisladas se sometieron a un proceso de caracterizacion morfol6gica similar al
aplicado para Trichoderma. En una primera etapa se efectud una preseleccion de los aislamientos
con base en caracteristicas macroscépicas tipicas de Fusarium, entre ellas la produccion de
pigmentos caracteristicos —con frecuencia rosados, parpuras o rojizos— (Agrios, 1995), la
velocidad de crecimiento y la textura algodonosa de las colonias. Los aislamientos que
cumplieron con estos criterios preliminares se transfirieron a otros platos y a tubos de agar
inclinado con el fin de realizar un anélisis macroscépico méas detallado. La confirmacidn de la
identidad de Fusarium se realiz6 mediante la observacion microscépica de preparaciones

elaboradas con la técnica de cultivo en placa descrita por Larone (1995).

Técnicas de Identificacion Taxondmicay Preservacion

La identificacion de las cepas aisladas se baso en un andlisis detallado que incluyd
observaciones macroscopicas y microscopicas. Para este proceso se emplearon manuales y
claves taxonomicas de referencia con el objetivo de asegurar una identificacion adecuada.

En el caso de Trichoderma se utilizaron los manuales de Kubicek y Harman (1998),
Moller et al. (1995) y Wang y Zabel (1990). Para Fusarium se emplearon los de Wang y Zabel
(1990) y Fothergill et al. (1998), entre otros. Con el proposito de garantizar la viabilidad a largo
plazo de las cepas, estas se conservaron en crioviales mediante la técnica descrita por Smith y

Onions (1983). Con un mantenimiento adecuado, estas cepas preservadas pueden conservarse
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durante diez afios 0 mas, lo que facilita su disponibilidad para futuros estudios relacionados con

estos géneros flngicos.

Bioensayo de Antagonismo

El potencial antag6nico de las cepas de Trichoderma spp. frente a Fusarium spp. se
evalué mediante ensayos in vitro que incluyeron pruebas de crecimiento dual y confrontacion
directa. Estas pruebas se orientaron al analisis de competencia y parasitismo y siguieron las
metodologias descritas por Silva y Paez (2021). El grado de inhibicién del patdgeno se
determiné mediante la medicién del diametro de las colonias de ambos hongos y la comparacién
del crecimiento de Fusarium en presencia y en ausencia de las cepas antagonistas. A partir de
estos datos se calculo el indice de parasitismo, lo que permitio realizar una evaluacion
cuantitativa de la capacidad antagonica de Trichoderma spp. y de su potencial como agente de
biocontrol, conforme a lo sefialado en estudios previos por Ruiz et al. (2018) e Infante et al.

(2009).



Capitulo 111. Resultados y Discusion

Caracteristicas Morfoldgicas e Identificacion

Cultivo de las Cepas de Trichoderma

Los cultivos en placas de Petri proporcionaron colonias densas y homogéneas de
Trichoderma, demostrando ser una metodologia efectiva para el aislamiento y cultivo puro lo
que facilitd la observacidn de caracteristicas morfoldgicas relevantes, adicionalmente los
resultados obtenidos en los cultivos en tubos inclinados corroboraron las caracteristicas
morfologicas observadas en las placas Petri. Las colonias de Trichoderma spp. mostraron un
crecimiento y una morfologia consistentes en ambos tipos de cultivos.

El cultivo en placa permite una observacion detallada y continua del hongo, desde las
primeras hifas hasta la formacion de conidios, facilitando asi la comprension de sus diferentes
etapas de desarrollo, las imagenes obtenidas revelaron una amplia diversidad morfoldgica y
permitieron la caracterizacion de las estructuras reproductivas de cada cepa, facilitando su

identificacion y comparacion.

28
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Figura 2

Métodos de conservacion de aislados de Trichoderma spp.

A. Aislados de Trichoderma spp. entubos deinclinados, B. Cultivo purode Trichodermasp.

C. Cultivosen placasen incubacion.  D. Procesamiento de las cepas experimentales.

Evaluacion de Crecimiento de las 15 Cepas de Trichoderma

El crecimiento radial de las colonias se midi6 en centimetros cada 24 horas, durante 3 dias.

Las cepas de Trichoderma se cultivaron en placas Petri de 8,5 cm de didmetro,
conteniendo agar papa dextrosa. El indculo que media solo 0,5 cm se depositd en el centro de la
placa Petri. El didmetro de la colonia se midi6 en una sola direccion a partir del punto de
inoculacién central y la medicion se realizé considerando que la colonia presentaba una forma
circular y uniforme sin zonas de crecimiento diferencial, hasta ocupar la totalidad de la superficie
disponible en la placa, alcanzando un didmetro total de 8 cm (correspondiente a un crecimiento

radial de 4 cm desde el centro).
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Figura 3
Patrén de crecimiento radial y técnica de medicion de cepas de Trichoderma spp. en placas de

agar PDA

Ecuacion: TCM= Crecimiento final — Crecimiento inicial / tiempo final - tiempo inicial.

La formula utilizada nos permitio calcular la velocidad promedio de crecimiento durante
todo el experimento, considerando todos los datos disponibles.

De las 28 muestras fungicas evaluadas, solo 14 de esas muestras resultaron pertenecer a
este género de Trichoderma y solo 1 perteneciente al género Gliocladium . En total fueron

caracterizadas quince cepas fungicas.



Identificacién Morfoldgica de las Cepas de Trichoderma spp.

Cepa N1: Trj-Pae 1 (Trichoderma sp.)

Figura 4

Caracterizacion macro y microscoépica de la cepa N1: Trj Pae 1

‘:g Vs '

A. Conidias, B. Aspecto de la Colonia, C. estructuras conidiogénicas, D.
Fialides, E. Cimulo de conidias, F. Clamidospora terminal.

Figura 5

Desarrollo morfol6gico de la cepa N1Trj-Pae

Crecimiento de la cepa N1 durante 120 h de incubacion

Cepa 24h 48 h 72h 9% h 120h

N1
Trj Pae

31



32

Cepa N1: Trj-Pae 1 (Trichoderma sp.)

Esta colonia exhibe un crecimiento radial que se extiende rapidamente colonizando por
completo la placa de Petri en un periodo de 3 dias. Inicialmente, el micelio es de color blanco,
pero experimenta un cambio gradual, adquiriendo una tonalidad verde grisacea (codigo
#9DAABA) a partir del cuarto dia de incubacidn, lo que es un indicativo de la notable
produccion de conidios verdes. Su aspecto es algo granuloso, pulverulento y el micelio aéreo es
abundante, crece formando un pequefio circulo denso y abundante desde el punto de inoculacion.
La esporulacion suele iniciarse desde el centro de la colonia y se extiende uniformemente hacia
los margenes, presenta una zona muy poca esporulada, y otra zona de gran grosor muy
esporulada, pero difusa con bordes blancos e irregulares. El reverso de la colonia presenta una
coloracion verde claro amarilloso casi blanco (#C5C971).

Las estructuras conidiogénicas crecen muy similarmente a una inflorescencia en forma de
racimo. Las fidlides se presentan solitarias sobre los conidiéforos ramificados y sostienen pocas
conidias en sus puntas, que posteriormente se liberan. La mayoria de los conidios presentan una
forma oblonga o elipsoidal, son lisos y sin ornamentaciones, sus densidades son de
aproximadamente 2.00 £ 0.14 x 1.16 + 0.07 um, en relacion largo por ancho. Adicionalmente se
observan abundantes estructuras esféricas de pared gruesa, que corresponden a las

clamidosporas.



Cepa N2-Trj PC86 (Trichoderma sp.)
Figura 6

Morfologia macro y microscépica de la cepa N2-Trj PC86

A. Aspecto de la Colonia, B. Clamidosporas globosas, C. estructuras conidiogénicas,
D. Fidlides, E. Cumulo de conidias, F. Clamidosporas intercalares.

Figura 7

Desarrollo morfol6gico de la cepa N2-Trj PC86

Crecimiento de la cepa N2 durante 120 h de incubacién

Cepa 24 h 48 h 72 h 96 h

N2-Trj PC86
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Cepa N2: Trj PC86 (Trichoderma sp.)

La colonia presenta un abundante micelio aéreo, con un crecimiento es radialmente
arrugado o granuloso de forma irregular que se expande de manera uniforme desde el punto
central hacia los bordes de la placa, sin anillos concéntricos. Presenta una pigmentacion verde
oliva (#677C60) a partir del quinto dia de incubacion y el reverso de la colonia permanecié casi
blanco (#ABAD90). Su crecimiento es notablemente rapido, cubriendo la placa en 3 dias.

Las estructuras conidiogénicas se muestran en forma de Tirso en su fase madura, y en su
fase juvenil se muestran en forma de cima simple, con conidiéforos ramificados y las fidlides
crecen muy separadas de otras y con su forma caracteristica de frasco o ampolla. Los conidios se
muestran lisos y globosos con un didmetro promedio de 2.73 = 0.23 um. Es visible una

abundante presencia de clamidosporas con dimensiones promedio de 6.39 +0.78.



Cepa N3: (Gliocladium sp.)

Figura 8

Morfologia macro y microscépica de la cepa N3 Gliocladium sp
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A. Conidias, B. Aspecto de la Colonia, C. estructuras conidiogénicas, D. Cmulo de conidias,
E. Clamidospora globosa, F. Conidioforo, G. Fialides, H. Clamidospora de forma irregular.
1. Fialides Fértiles. J. Cabezuelas conidiales.

Figura 9

Desarrollo morfol6gico de la cepa N3-Gliocladium sp.

Cepa 24 h 48 h 72 h

N3.
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Cepa N3: (Gliocladium sp.)

La colonia muestra un abundante micelio aéreo con una textura hiloza o vellosa con 3
anillos concéntricos y dos coloraciones distintas, mostrando una zona verde oscura, pero
intensa,(#273219) y otra zona mas clara (#394725). El reverso de la colonia presenta un color
verde levemente amarillosa (#7D7F6A) y su crecimiento es relativamente rapido.

Las estructuras conidiogénicas se muestran en forma de cima simple con 3 fialides
agrupadas en el extremo o punta de los conidiéforos.

Los conidios se observan en grandes cantidades agrupados en densos glomérulos o
cabezas conidiales bien definidas y compactas, formando estructuras esféricas cubiertas de
esporas, que recuerdan a un racimo de uvas sobre las fialides. Presentan una forma globosa con
un didmetro promedio de 3.66 + 1.17 um. Se observa una moderada produccion de

clamidosporas con medidas promedio de 8.20 +1.13.



Cepa N 4 (Tr PH-V 0019) (Trichoderma sp.)
Figura 10

Morfologia macro y microscépica de la cepa N4 Trichoderma sp.
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A. Conidias globosas, B. Aspecto de la Colonia, C. estructuras conidiogénicas, D. Fialides, E.
Clamidospora globosa, F. Conidiéforo, G. Formacion de conidiéforo, H. Fialides Fértiles, J.
Cabezuelas conidiales

Figura 11

Desarrollo morfoldgico de la cepa N4 (Tr PH-V 0019) (Trichoderma sp.)

Cepa 24 h 9% h

N4 Tr
PH-V
(0019)
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Cepa N4 (Tr PH-V 0019) (Trichoderma sp.)

La colonia mostr6 un crecimiento rapido, textura pulverulenta, con micelio aéreo
moderado y una coloracién verde blanquecina (#83896A), con un borde verde un poco mas
intenso (#3D4B35), pero difuso. Crece de forma radial con 3 zonas tenues, levemente marcadas,
mientras que el reverso de la colonia se muestra casi trasltcido, pero con bordes blancos.

Las estructuras conidiogénicas se muestran en forma de tirso y con gran cantidad de
conidios en grupo de apenas cuatro y se presentan globosos, lisos y con un diametro promedio de

2.76 £ 0.12 um. Se observa una moderada produccion de clamidosporas intercalares.



Conjunto de cepas: N5, N7, N8y N 9 (Trichoderma sp.)

Figura 12
Morfologia macro y microscépica de las cepas N 5, N 7, N 8 y N 9. (Trichoderma sp.)

| CepaN7Trj |

A. Aspecto de la Colonia, B. estructuras conidiogénicas, C. Conidias, D. Fidlides, E.
Conidioforos, F. Clamidosporas.

Figura 13

Desarrollo morfolégico de la cepa N 7. (Trichoderma sp.)

Cepa 24h 48 h 72h % h

N7
Trjo4
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Descripcion del conjunto de cepas: N5, N7, N8y N 9.

Las cuatro cepas de Trichoderma evaluadas mostraron un perfil fenotipico idéntico. En
cuanto a la morfologia de las colonias como su forma, textura y color, como también
microscopicamente, al observar las caracteristicas de las estructuras reproductivas (conidiéforos,
fialides y conidias), no se encontraron diferencias significativas entre ellas.

Las colonias mostraron un abundante micelio aéreo con un crecimiento rapido y una
textura algodonosa desmenuzable y granulada, crece de forma radial con 2 anillos concéntricos
con una coloracién ligeramente diferente entre las cepas que van desde un verde oliva
(#4D643C) a otra con una zona tenue (#6D7A57) o submersa. El reverso se presenta de manera
radial, con lineas que van desde los bordes hasta el centro de la colonia con una coloracion verde
amarillosa (#8A8E43).

Las estructuras conidiogénicas se muestran en forma de racimo y todas las cepas
presentaron conidiéforos ramificados, fialides solitarias en forma de botella y conidias con
formas elipsoidales y lisas, cuyas dimensiones se muestran en la Tabla 2. La produccion de
clamidosporas varié entre las cepas, siendo mas abundante en algunas que en otras; no obstante,

la presencia de clamidosporas fue una caracteristica comuan entre estas cepas.
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Conjunto de Cepas: N 6 y N 14 (Trichoderma sp.)
Figura 14

Morfologia macro y microscépica de las cepas N 6 y N 14 (Trichoderma sp.)

CepaN 6

Cepa N 14

A. Aspecto de la Colonia, B. estructuras conidiogénicas, C. Conidias, D. Fialides ramificadas,
E. Conidioforos, F. Clamidosporas.

Figura 15

Desarrollo morfolégico de la cepa N 6 (Trichoderma sp.)

Cepa 24 h 48 h

N6 Trj
02
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Descripcion del conjunto de cepas: N6 y N14

Las colonias de estas cepas exhiben un crecimiento radial, crecen muy rapido en un
periodo relativamente corto. Muestran zonas con ciertas variaciones en la tonalidad, pero la
pigmentacion predominante es verde (#253E1C) con ciertas zonas lineales mas blancuzcas
(#728455). La textura de las colonias es ligeramente pulverulenta, con un aspecto denso,
granular o aterciopelado, debido a la presencia de abundante micelio aéreo. El reverso de la
colonia es un verde amarilloso blanquecino (#B4BC6B).

Los conidiéforos se muestran ramificados, hialinos. Se observa una alta produccion de
conidias, las cuales se agrupan entre unas 4 conidias sobre las fidlides. Estas presentan una
morfologia predominantemente elipsoidal, con paredes lisas y sin ornamentaciones con tamario

promedio sefialados en la Tabla 2. Ademas la presencia de clamidosporas es notoria.



Cepa N 10-Tr2-3s (Trichoderma sp.)
Figura 16

Morfologia macro y microscépica de la Cepa N 10 (Trichoderma sp.)
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A Aspecto de 1a Colonia, B. estructuras conidiogénicas, C. Conidias D. Clamidospora E. Fidlides
ramificadas maduras.

Figura 17

Desarrollo morfolégico de la cepa N 10 (Trichoderma sp.)

Cepa 24 h 48 h 72 h

N10
Tr2-3s
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Cepa N10 (Trichoderma sp.)

Las caracteristicas de esta cepa son la tipicas de Trichoderma , sin embargo la forma de
crecimiento de su colonia la hace distintiva ante las demas cepas de este estudio con
caracteristicas similares. Presenta un crecimiento radial de forma irregular y difuso, con micelio
aéreo abundante en dos zonas verdes intensas (#28462B) y otra zona con baja esporulacion,
pulverulenta y dispersa con una pigmentacion verde grisacea (#496441). A partir del tercer dia
de incubacion el reverso de la colonia fue adquiriendo una coloracion verde opaco (#797B46).
Su crecimiento es rapido, cubriendo la placa con agar en 3 dias.

Los conidiéforos se muestran ramificados y la estructura conidiogénica se presenta en
forma de racimo. Las fialides se presentan solitarias con la forma tipica. Los conidios se
muestran elipsoides y lisos con un tamafio promedio de 1.84 + 0.07 x 1.14 £ 0.07 um en relacion

largo por ancho. Ademas, se observan clamidosporas.
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Cepa N 11 (Trichoderma sp.)
Figura 18

Morfologia macro y microscépica de la cepa N 11 (Trichoderma sp.)

A_ Aspecto de la Colonia, B. Racimos irregulares, C. Conidias D. Conidioéforo Ramificado
E. Fialides ramificadas Inmaduras.

Figura 19

Desarrollo morfolégico de la cepa N 11 (Trichoderma sp.)

Cepa 24h 48 h

N11 Trj 03
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Cepa N 11 (Trichoderma sp.)

La colonia presenta un patron de crecimiento expansivo y circular, con dos zonas bien
marcadas con el color verde ceniza (#505D3E) y con ligeras variaciones de un verde mas claro
(#6E7750), que colonizan rapidamente el medio de cultivo al segundo dia de incubacion. Su
superficie exhibe una textura con un abundante micelio aéreo, granuloso y desmenuzable, con un
aspecto granular y ligeramente pulverulento. El reverso de la colonia es una de sus caracteristicas
mas destacables, con una coloracion amarillosa vibrante (#C5C94D).

Los conidiéforos se muestran una ramificados, hialinos y crecen en forma de racimo
originando fialides simples con cabezas compuestas por un grupo de conidias con forma
elipsoidal y lisas, con dimensiones promedio de 2.03 +0.13 x 1.26 £ 0.09 um, en relacién largo

por ancho. Se observo la presencia de clamidosporas.



Cepa N 12 (Trichoderma sp.)
Figura 20

Morfologia macro y microscépica de la cepa N 12 (Trichoderma sp.)

A. Aspecto de la Colonia, B. conidias agrupadas en forma de flor, C. Conidias D. Conidioéforos
Ramificados E. Fialides ramificadas Inmaduras, F. Clamidospora G. estructuras conidiogénicas.

Figura 21

Desarrollo morfologico de la cepa N 12 (Trichoderma sp.)

Cepa 24 h 48 h 72h 96 h 120 h

N12 Tr
P8 (0023)
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Cepa N12 (Trichoderma sp.)

La colonia exhibe un crecimiento radial e irregular, con una zonificacion concéntrica
caracteristica. El borde de la colonia presenta un micelio aéreo abundante, de textura algodonosa
o hiloza de color blanco, que se torna progresivamente menos densa hacia el centro. El anillo
concéntrico se presenta un poco difuso, pero con una coloracién verde oscuro intenso
(#2C4C31), que rodea un nucleo central con menor densidad de micelio aéreo, casi trasltcido
(#616B53). Esta cepa mantuvo una coloracion blanca hasta el cuarto dia de incubacién y su
crecimiento es rapido llenando la placa al tercer dia. El reverso de la colonia mantuvo con una
coloracion blanca opaca (#B3B08D).

Las estructuras conidiogénicas se muestran en forma de tirso, con conidiéforos
ramificados y fialides tipicas, hialinas, que en su estado maduro se aglomeran en la punta en
grupos de pocas conidias, para luego dispersarse. El diametro promedio de las conidias es de

2.61 £0.10 um y lucen globosas y lisas. Ademas la formacion de clamidosporas fue evidente.



Cepa N 13 (Trichoderma sp.)
Figura 22

Morfologia macro y microscépica de la Cepa N 13 (Trichoderma sp.)
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A_ Aspecto de la Colonia, B. Clamidosporas sueltas, C. Conidias D. Fialides ramificadas Inmaduras,
E. Clamidospora Terminal F. Estructura conidiogénica en fase fértil.

Figura 23

Desarrollo morfolégico de la Cepa N 13 (Trichoderma sp.)

Cepa 24 h 48 h

N13Trj
03(a)
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Cepa N 13 (Trichoderma sp.)

La colonia exhibe un crecimiento rapido, radial y una marcada zonificacion concéntrica.
El borde se presenta con abundante micelio aéreo, de textura pulverulenta con una pigmentacion
verde pastel (#9BADS5), que contrasta con una zona interna de aspecto menos densa, con
micelio submerso, seguido de un anillo concéntrico bien definido de espesor delgado que se
degrada en menor densidad hacia el punto de inoculacion inicial. El reverso de la colonia mostré
una pigmentacién verde amarillosa intensa (#AEAF3E).

Las estructuras conidiogénicas crecen en forma de racimo, con conidiéforos ramificados
y fidlides solitarias que sostienen pocos conidios de forma elipsoidal y lisos, de tamafio
promedio de 1.99 + 0.15 x 1.25 £ 0.07 um, en relacién largo por ancho; también se evidencio la

presencia de clamidosporas.



Cepa N 15 (Trichoderma sp.)
Figura 24

Morfologia macro y microscépica de la Cepa N 15 (Trichoderma sp.)

A_ Aspecto de la Colonia, B. Conidias C. Clamidosporas Elipsoidales D. Estructura conidiogénica en
fase fértil, E. Fialides ramificadas Inmaduras.

Figura 25

Desarrollo morfologico de la cepa N 15 (Trichoderma sp.)
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Cepa 24 h 48 h

N15-Tr
M1(1)
Tallo
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Cepa N15 (Trichoderma sp.)

Esta cepa es muy llamativa a simple vista, se distingue de las demas por ser aislada de las
muestras de tallo de platano utilizado en este estudio. La colonia muestra un rapido crecimiento,
micelio aéreo abundante y un patron radial, con una zonificacion concéntrica pronunciada,
evidenciando tres anillos principales. Estos anillos presentan una pigmentacion verde intensa
(#1C3D24) y una textura pulverulenta. El primer anillo circunda el punto de inoculacién,
seguido de un segundo anillo de mayor tamafio. El borde de la colonia esta delimitado por el
tercer anillo, que contrasta con las otras zonas de la colonia las cuales presentan un micelio aéreo
distinto, méas algodonoso, con una coloracidn casi blanca (#D2D7C8) parecida al color del
reverso de la colonia que mantuvo una coloracion muy clara (#C5C8B1) durante todo el periodo
de incubacion.

Las estructuras conidiogénicas se presentan en forma de cima simple en su fase juvenil y
en su fase madura se presentan con forma de tirso. Los conidiéforos lucen ramificados y las
fidlides en forma de ampollas con un cuello estrecho y una base més ancha, estas sostienen en su
punta un grupo de conidios con forma globosa, con un didmetro promedio de 3.88 + 0.34 um.

Una caracteristica distintiva de esta cepa fue la abundante formacién de clamidosporas
tanto globosas con diametro promedio de 11.94 + 1.14 um, asi como de forma irregular de gran
tamario, con dimensiones promedio de 16.01 + 2.75 x 10.88 £ 1.48 um., el doble del tamarfio

promedio de otras cepas analizadas.
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Descripcion generalizada de las 15 cepas

Las colonias muestran un crecimiento radial que se extiende rapidamente colonizando
por completo la placa de Petri en un periodo de 3 o0 4 dias. Inicialmente, en un inicio el micelio
se presenta con una coloracion blanca y va adquiriendo gradualmente a una coloracion verdosa,
que varia dependiendo de la cepa. Esta coloracién verde es un indicativa de la produccion de
conidios en la etapa fértil del hongo. Por lo general el aspecto de las cepas analizadas es
granuloso o pulverulento y el micelio aéreo es variado, mayormente abundante y otras veces
moderado. Las colonias crecen formando zonas o anillos con poca esporulacion y otras zonas de
gran grosor con abundante esporulacion, algunas colonias varian entre coloraciones de blanco
grisaceo con verde o verde en su totalidad después del tercer dia de incubacién. El reverso de las
colonias presenta una coloracién verde blancuzca o casi amarillenta.

Las estructuras conidiogénicas observadas crecen muy similarmente a las inflorescencias
en las plantas, algunas con forma de racimo y otras con forma de tirso. Las fialides sostienen
conidias en sus puntas y se presentan solitarias o agrupadas de 3-4 verticilos sobre los
conidioforos ramificados. La ramificacion de los conidiéforos varia dependiendo de la etapa de
desarrollo en que se encuentren las estructuras, al segundo dia de incubacion ya se pueden
observar al microscopio, pero con una sola ramificacion y sin conidias en las puntas de las
fialides, indicando que aun estan en formacion, desde el tercer dia se van notando entre 3a5 o
maés ramificaciones con gran cantidad de conidias indicando su periodo fértil. Los conidios se
presentan de forma elipsoidal o globosos, pero lisos y sin ornamentaciones. Las clamidosporas
estuvieron presentes en todas las muestras variando su tamafio y forma dependiendo de la

muestra.
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Cuadro Comparativo de las caracteristicas morfolégicas y morfométricas de las cepas de

Trichoderma spp.

Caracteristicas Morfol6gicas de Trichoderma spp.
Clamidospo- | Forma de Tamafio de los copldlgs Tamario de las
S/IN ras los (Iarg(_),y ancho para elipsoides / fialides
(Diametro) | conidios diametro para globosas) (largo)
1. TrjPae | -eeeeee Elipsoidal | 2:00£0.14x1.16 £0.07um | 796 + 1 07
2. Trj-PC86 6.39+0.78. | Globosas | 2:/3+0.23 pm 7.04 +1.65
3. Tij1 820+1.13 | Globosas | 366 £1.17um 8.27 +0.81
4, TrPH-V 0019 | ----------- Globosas 2.76 £0.12 um 552 £1.39
5. Trj01 | - Elipsoidal | 2.12 +£0.15x 1.06 £0.09 pm 7.55+1.18
6. Trj02 | == Elipsoidal | 2.16 £0.11 x 1.16 £ 0.09 pm | ---------------
7. Tj04 4.64+0.53 um | Elipsoidal | 2.05+0.17 x 1.19 + 0.06 pm | --------------
8. Trd2-2 5.37£0.46 um | Elipsoidal | 2.07 £0.13x1.29£0.11 ym 7.30£0.85
9. Trj05 | - Elipsoidal | 1.92 +0.13x 1.2 £0.07 ym 8.37+£1.94
10. Trj2-3s | --—--- Elipsoidal | 1.84 +0.07 x1.14+0.07 ym | 7.74+1.27
11. Trj03 | === Elipsoidal | 2.03£0.13x1.26+0.09 pm | 7.08 £1.35
12. TrP80023 | ------- Globosas 2.61 £0.10 um 6.45 £ 0.93
13. Trj 03(a) 5.87+0.43um | Elipsoidal | 1.99 £0.15x1.25+0.07 pm | -=----------
14. Trj051-2 | ----- Elipsoidal | 1.91+0.11x1.25 +£0.09 um | 6.23 +0.80
15. TrM1 (1)Tallo ‘11#9411.14 Globosas | 3.88 +0.34 um 7.00 +0.47

Con el fin de garantizar la calidad de los datos presentados, se opt6 por excluir las

mediciones de aquellas estructuras donde su observacion no fue clara, consistente o se

presentaban en pequefias cantidades, para evitar incertidumbres en el andlisis de los resultados.

Tabla 3

Caracterizacion morfométrica de las estructuras conidiogénicas de Trichoderma spp.

Variabilidad en las dimensiones de las estructuras conidiogénicas de Trichoderma spp.

Estructura Dimension Promedio + DE (um) Rango (um) tamafio min
(pm) y max.
Esporas elipsoidales Largo y ancho 201+0.1x1.2+0.07 1.84-2.16x1.06 -1.29
Esporas globosas Diametro 3.13+0.59 2.61-3.88
Clamidosporas Diametro 7.07 £2.67 4,64 -11.94
Fialides ~Largo - 7.13+0.82 5.52-8.37
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Se llevé a cabo un andlisis morfométrico detallado de las estructuras conidiogénicas de
las cepas de Trichoderma evaluadas. Las mediciones se centraron en el didmetro para los
conidios globosos, longitud y ancho para los conidios elipsoides, clamidosporas y fialides. Los
conidios globosos presentaron un diametro promedio de 3.13 pum, mientras que los elipsoides
mostraron dimensiones promedio de 2.01 x 1.2 um. Las clamidosporas alcanzaron un diametro
promedio de 7.07 umy las fidlides 7.13 um de largo; sin embargo, cabe sefialar que hubo gran
variabilidad en el tamafio de las clamidosporas y de las fidlides segun la etapa de desarrollo del
hongo.

Tabla 4
Crecimiento radial micelial de las cepas de Trichoderma spp. en cultivo in vito durante 72 horas

Crecimiento Micelial diario de las cepas de Trichoderma spp.

N1Tr. Hora N2 Tr. Hora N3 Tr. Hora
0,7cm 24 h 0,6 cm 24 h 0,5cm 24 h
3,4cm 48 h 26cm 48 h 2,2cm 48 h
40cm 72h 4,0cm 72h 40cm 72h
N4 Tr. Hora N5 Tr. Hora N6 Tr. Hora
0,7cm 24 h 1,3cm 24 h 1,3cm 24 h
2,4cm 48 h 3,9cm 48 h 3,8cm 48 h
40cm 72h 40cm 72h 40cm 72h
N7 Tr. Hora N8 Tr. Hora N9 Tr. Hora
14 cm 24 h 1,6 cm 24 h 1,4cm 24 h
40cm 48 h 4,0cm 48 h 3,9cm 48 h
40cm 72h 40cm 72h 40cm 72h
N10 Tr. Hora N11Tr. Hora N 12 Tr. Hora
0,9cm 24 h 14cm 24 h 0,6 cm 24 h
3,5cm 48 h 4,0cm 48 h 26cm 48 h
4,0cm 72h 4,0cm 72h 4,0cm 72h
N13 Tr. Hora N14 Tr. Hora N15Tr. Hora
1,6 cm 24 h 1,4cm 24 h 09cm 24 h
40cm 48 h 40cm 48 h 2,4cm 48 h

40cm 72h 4,0cm 72h 40cm 72h



56

Tabla 5
Tasa de crecimiento micelial (TCM) de cepas de Trichoderma spp. clasificadas como de baja

velocidad de crecimiento. GRUPO A: evaluadas entre las 24 y 72 horas

S/N Aislado TCM (cm/hora) TCM (cm/dia)
1 Trj Pae 0,06875 cm/h 1,65 cm/dia
2 Trj-PC86 0,07083 cm/h 1,7 cm/dia
3 Trjl 0,07291 cm/h 1,75 cm/dia
4 Tr PH-V 0019 0,06875 cm/h 1,65 cm/dia
10 Trj2-3s 0,06458 cm/h 1,55 cm/dia
12 Tr P8 0023 0,07083 cm/h 1,7 cm/dia
15 Tr M1 (1)Tallo 0,06458 cm/h 1,55 cm/dia

Promedio de TCM del grupo A: 1,6 cm/dia

Tabla 6
Tasa de crecimiento micelial (TCM) de cepas de Trichoderma spp. clasificadas como de alta

velocidad de crecimiento GRUPO B: evaluadas entre las 24 y 48 horas

S/N Aislado TCM (cm/hora) TCM (cm/dia)
5 Trj 01 0,10833 cm/h 2,6 cm/dia
6 Trj 02 0,10416 cm/h 2,5 cm/dia
7 Tj 04 0,10833 cm/h 2,6 cm/dia
8 Trd 2-2 0,1 cm/h 2,4 cm/dia
9 Trj 05 0,10416 cm/h 2,5 cm/dia
11 Trj 03 0,10833 cm/h 2,6 cm/dia
13 Trj 03(a) 0,1 cm/h 2,4 cm/dia
14 Trj051-2 0,10833 cm/h 2,6 cm/dia

Promedio de TCM del grupo B: 2,5 cm/dia

Los resultados muestran que las colonias alcanzaron el didmetro méximo de 4 cm entre
las 48 y las 72 horas, llenando completamente la placa Petri de 8.5 cm. La tasa de crecimiento
promedio del grupo A, fue de 1,6 cm/dia y del grupo B, fue de: 2,5 cm/dia. Estos resultados nos
dan una idea general de la velocidad promedio de crecimiento de cada una de las cepas de

Trichoderma evaluadas.
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Tabla 7
Caracterizacion Morfolégica de los aislados de Trichoderma spp. basada en caracteristicas

coloniales y estructuras reproductivas

S/IN Aislado Colorde Colordel Texturade Forma de Forma  Formacion de
colonia: reverso la colonia crecimiento de los  clamidosporas
Verde de la de las conidios (presente/
(Cddigo) colonia estructuras ausente)
conidiogénicas
1 TrjPae #9DAA8SA #CbC971  Granuloso/ Racimo Elipsoidal Presentes
pulverulento
2 Trj- #677C60 #ABAD90  Arrugado/ Tirso Globosas Presentes
PC86 granuloso
3 Tril  #394725y #7D7F6A Hiloza/ Cimasimple  Globosas Presentes
#273219 vellosa
4  TrPH- #3D4B35 Traslicida Pulverulenta Tirso Globosas Presentes
V 0019 y
#83896A
5 Trj01  #4D643C  #8C9546  Algodonosa Racimo Elipsoidal Presentes
y granulada

6 Trj02 #253E1C  #9AA662 Pulverulenta Racimo Elipsoidal Presentes
7 Tj 04 #60714F  #747733  Algodonosa/ Racimo Elipsoidal Presentes

granulada
8 Trd2-2 #50694A  #8E9147  Algodonosa/ Racimo Elipsoidal Presentes
granulada
9 Trj05 #4A5C3E  #8A8E43  Algodonosa/ Racimo Elipsoidal Presentes
granulada
10 Trj2-3s #28462B  #797B46  Pulverulenta Racimo Elipsoidal Presentes
11 Trj03  #607142 #C5C94D  Granulosa Racimo Elipsoidal Presentes
12 TrP8  #2C4C31 #B3B08D Algodonosa/ Tirso Globosas Presentes
0023 hiloza
13 Trj #9BAD8B5 #AEAF3E Pulverulenta Racimo Elipsoidal Presentes
03(a)
14 Trj05  #3Ch234 #B4BC6B Pulverulenta Racimo Elipsoidal Presentes
1-2
15 TrM1 #1C3D24 #D2D7C8 Pulverulenta/ Tirso Globosas Presentes

~(1)Tallo _ ~ granulosa
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Figura 26
Morfologia colonial de 15 aislados de Trichoderma spp. en cultivo in vitro al quinto dia de

incubacion

Comparacion macroscopica de Trickoderma spp.

2- Trj—PC 86 3- 11 1 Gliocladium
3- T 01 6- Tro2

7- Trj04 8- Trd 2-2

9- 15 05

10-Trj2-3s 11- Ty 03 12-Tr P2 0023

T M1(1) (A. tallo)

13- Trj 03 (a) 14-Trj 05 1-2
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Al evaluar el crecimiento macroscopico de las 15 cepas de Trichoderma, se determind
que todas las colonias presentaron un crecimiento radial, pero con ciertas diferencias en cuanto a
su morfologia. En cuanto a la pigmentacidn, se construy6 una Carta de colores verdosos (Figura
43), mediante el uso de una aplicacion de analisis de imagenes, que refleja de manera precisa los
tonos observados experimentalmente, variando entre el verde claro y el verde oscuro, con
algunas tonalidades de verdes méas amarillentas o blanquecinas. En términos de textura, la
mayoria de las colonias exhibieron una superficie algodonosa, vellosa o pulverulenta, pero con

diferencias en cuanto al desarrollo de anillos concéntricos o la densidad del micelio aéreo.

Aislamiento e Identificacién Morfoldgica de Fusarium sp.

A partir de tejido vegetal de tallo de platano con sintomas de fusariosis, se realizaron
aislamientos en medio PDA. Siguiendo el protocolo de Agrios (1995) para la desinfeccion y
aislamiento de hongos fitopatdgenos, se seleccionaron las colonias con caracteristicas
morfoldgicas compatibles con Fusarium.

Figura 27

Sintomatologia necrotica en tallo de platano

A. Trozos de tejido interno de tallo de platano. B. Tejidos internos viscoso y podrido.
C. Infeccion mas avanzada con manchas marrones en el interior del tallo, indicativas

de una necrosis de los tejidos.
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Figura 28

Aislamiento de Fusarium en medio de cultivo PDA

A. Trozos de tejido vascular de tallo de platano
infectado con Fusarium sp.  B. Desarrollo micelial
y aislamiento de Fusarium sp.  C. cultivo en placa
en incubacion.  D. Colonia de Fusarium sp., en
cultivo puro.

Cepa experimental de Fusarium sp.
Figura 29

Morfologia macro y microscépica de la Cepa de Fusarium sp.

A. Aspecto de la Colonia Vista Anversa, B. Aspecto de la Colonia Vista Reversa. C. Macroconidias
septadas en forma de banana D. Hifas E. Microconidias Septadas con forma alargada, F. Clamidosporas
intercalares, G. Fialides con Microconidias, algunas agrupadas en falsas cabezuelas.




61

La colonia de Fusarium sp. present6 un crecimiento radial, cubriendo la placa de Petri en
su totalidad hasta el dia 8 de incubacion. El micelio aéreo era abundante, crece de manera
uniforme y circular a partir del punto de inoculacion, con zonas concéntricas con diferencias
muy tenues o difusas, su coloracion es blanca levemente cremosa, su textura es algodonosa y el
reverso de la colonia se present6 de color blanco mas amarilloso.

Microscopicamente, exhibe una abundante produccién de microconidias y macroconidias
curvadas, fusiformes, en forma de hoz o en forma de banana, mientras que las microconidias
eran unicelulares. Se observé gran abundancia de clamidosporas, muchas de ellas agregadas en
triadas.

La observacion microscépica reveld la presencia de macroconidias en forma de banana,
confirmando la identidad de género Fusarium sp., segun lo indican autores como (Wang &

Zabel, 1990; Fothergill et al., 1997).

Evaluacion de la Actividad Antagonista

Para el experimento antagonista se eligio una sola cepa de Fusarium sp. en contra de las
14 cepas de Trichoderma spp. y la cepa de Gliocladium , que se evaluaron durante
aproximadamente una semana. El célculo de inhibicion se realizé el séptimo dia para las 15

cepas en antagonismo.



Figura 30

Crecimiento micelial progresivo de la cepa de control de Fusarium sp. durante diez dias de

incubacion

Seguimiento del crecimiento radial de la cepa de control de Fusarium, hasta el décimo dia.

Fusarium
Control

Figura 31

Cuarto dia

Quinto dia

Desarrollo Radial de Fusarium sp.

Sexto dia Séptimo dia Décimo dia

Fusarium

-

.

Crecimiento total, alcanzado al noveno dia.




63

Figura 32

Cepa N1 contra la cepa de Fusarium experimental

Dia 4 / 96 horas Dia 7/ 168 horas

Vista Anversa Vista Reversa Vista Anversa Vista Reversa

La Cepa N1 tuvo su primera interaccion con Fusarium a las 72 horas de incubacion, en
donde el patégeno cred una barrera fisica dejando entre ellas una pequefia zona de inhibicién, en
respuesta al rapido cercamiento por parte de Trichoderma, esta barrera se mantuvo hasta el
quinto dia de incubacion en donde Trichoderma logro hacer contacto directo con el patogeno.
Para el séptimo dia la cepa N1 estableci6 una inhibicion de un (70%) contra la cepa
experimental. Con el paso de los dias, esta colonia permaneci6 igual, sin adquirir coloraciones
nuevas y sin crecer por encima de Fusarium sp.. EI mecanismo de accién predominante fue la
competencia por espacio y nutrientes. Cabe destacar que aunque estas lograron hacer contacto
directo hasta el quinto dia, Fusarium sp. no pudo crecer mas a partir del tercer dia y la pequefia
zona de inhibicion fue ocupada por Trichoderma dias posteriores, pero sin crecer por encima de
Fusarium sp. Esta accidn de crecimiento superior de Trichoderma en la zona de inhibicion se

repite constantemente en las demas cepas en antagonismo.
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Figura 33

Cepa N2 contra la cepa de Fusarium experimental

Dia 4 / 96 horas Dia 7 / 168 horas

% )
-
Vista Anversa Vista Reversa

2 T
\\. b > * . » .
- A
Vista Anversa Vista Reversa

La cepa N2 alcanzo el contacto directo con el patégeno hasta el cuarto dia de incubacién
y para el séptimo dia establecio una inhibicion de un (67 %) a la cepa experimental. Con el pasé
de los dias, esta colonia permanecio igual, sin adquirir coloraciones nuevas y sin crecer por

encima de Fusarium sp. EI mecanismo de accion predominante fue la competencia por espacio.

Figura 34

Cepa N3 contra la cepa de Fusarium experimental

| Dia 4 / 96 horas ‘ | Dia 7/ 168 horas |

Vista Anversa Vista Reversa | Vista Anversa | | Vista Reversa

La cepa de Gliocladium alcanzé una capacidad de inhibicién contra Fusarium de un 64%,
diferenciandose notablemente del resto de las cepas analizadas por la observacion de maltiples
mecanismos de accion, como la competencia por nutrientes y el fuerte parasitismo (donde el
Gliocladium préacticamente cubrié por completo al Fusarium), adicionalmente, producto de esta

inhibicidn se observé un pigmento de color naranja intenso o rojizo en la zona de interaccion.
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Fusarium, en respuesta a esta parasitacion crecio ligeramente demas con 0,3 cm adicionales a la

medicién que se tuvo en el momento en que las cepas hicieron contacto directo.

Figura 35

Cepa N4 contra la cepa de Fusarium experimental

Dia 4 / 96 horas

Dia 7/ 168 horas

Vista Anversa Vista Reversa

Vista Anversa Vista Reversa

La cepa N4 al igual que la cepa de Gliocladium también alcanzé una capacidad de

inhibicion contra Fusarium de un 64 %, observando los mecanismos de accion, de competencia

por nutrientes y parasitismo, a la vez creciendo por encima del Fusarium, produciendo un

pigmento amarillo mostaza vibrante en la zona de interaccion.
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Figura 36

Cepa N5, N7, N8 Y N9 contra la cepa de Fusarium experimental

Porcentaje Dia 4 /96 horas Dia 7/168 horas

de inhibicién Vista Anversa Vista Reversa Vista Anversa Vista Reversa

N5
70 %

N7
67 %

N9
70 %

Mecanismo de accion observado: Competencia por nutrientes.

Las cuatro cepas de Trichoderma mostraron un alto nivel de antagonismo frente a
Fusarium sp., con porcentajes de inhibicion que variaron ligeramente entre el 67 %y el 70 %.
Esta pequefia variacién sugiere que aunque existen ligeras diferencias en la capacidad
antagonica, las cepas comparten un mecanismo de accion comun siendo este la competencia por

espacio y nutrientes.



Figura 37

Conjunto de cepas N6 y N14 contra la cepa de Fusarium experimental

Porcentaje de Dia 4 /96 horas Dia 7 /168 horas

inhibicion Vista Anversa Vista Reversa Vista Anversa Vista Reversa

N14
67%

Mecanismo de accion observado: Competencia por nutrientes.

Estas cepas de Trichoderma evaluadas también comparten el mismo mecanismo de
accion, de competencia por nutrientes y espacio, sin diferencias fenotipicas en su interaccion.
Con el paso de los dias, estas colonias permanecieron igual, sin adquirir coloraciones nuevas
producto de la interaccidn y sin crecer por encima de Fusarium sp.. Al igual que el resto de las
cepas el célculo final de inhibicidn se realiz6 al séptimo dia, dando como resultado un 67 % de

porcentaje de inhibicion para ambas cepas.



Figura 38

Cepa N 10 contra la cepa de Fusarium experimental

Dia 4 / 96 horas

" 4

|Vista Anversa | |Vista Reversa |
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Dia 7/ 168 horas

| Vista Anversa |

|Vista Reversa |

Al igual que otras cepas, la N10 tuvo su primera interaccion a las 72 horas de incubacion,

en donde Fusarium forma una pequefia zona de inhibicion. Esta barrera se mantuvo hasta el dia

posterior (96 h) de incubacion, alcanzando entonces el contacto directo.

La cepa N 10 alcanzé el contacto directo con el patégeno hasta el cuarto dia de

incubacidn, y para el séptimo dia establecié una inhibicion de un (64%) a la cepa experimental.

Con el paso de los dias, las colonias mantuvieron sus coloraciones iniciales en su etapa fértil,

solo notando un mayor crecimiento de esporulacion en ambas cepas, pero sin crecer por encima

de Fusarium sp.. EI mecanismo de accion predominante fue la competencia por espacio y

nutrientes.

Figura 39

Cepa N 11 contra la cepa de Fusarium experimental

Dia 4 / 96 horas

Vista Anversa

| Vista Reversa I

| Dia 7/168 horas

Vista Anversa

| Vista Reversa
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De forma similar a otros aislados, la cepa N11 manifestd su primera interaccion a las 72
horas de cultivo, momento en que Fusarium desarrollé una pequefia barrera a su alrededor. Esta
barrera se conservo hasta el dia siguiente, cuando finalmente se produjo el contacto directo entre
ambos microorganismos. Al llegar al séptimo dia, habia logrado inhibir el crecimiento de la cepa
de Fusarium en un 70%. A medida que avanzaba el tiempo, las colonias de ambos cepas
mantuvieron sus colores caracteristicos de la fase reproductiva, destacando Gnicamente un
incremento en la esporulacion de ambas partes, pero sin que Trichoderma sobrecreciera por
encima de Fusarium sp. EI mecanismo de accion principal observado fue la competencia por
nutrientes y espacio.

Figura 40

Cepa N 12 contra la cepa de Fusarium experimental

Dia 4 / 96 horas Dia 7/ 168 horas

Vista Anversa Vista Reversa Vista Anversa Vista Reversa

N12, tuvo su primera interaccion a las 72 horas de incubacién, en la cual Fusarium cre6
una amplia barrera de defensa, que persistio hasta las 96 horas (cuarto dia), instante en que se
establecio el contacto directo entre las colonias, curiosamente y como resultado del antagonismo,
se origin6 una coloracién amarillenta en la colonia de Fusarium, notandose mas intensa a medida
que pasaban los dias. Para el séptimo dia, demostr6 una capacidad de inhibicion del 64%. La
cepa N12 logré crecer por encima de Fusarium sp. y la estrategia antagonica predominante fue

competencia por nutrientes y parasitismo.
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Figura 41

Cepa N 13 contra la cepa de Fusarium experimental

Dia 4 / 96 horas Dia 7/ 168 horas

| Vista Anversa | l Vista Reversa | I Vista Anversa I | Vista Reversa |

La cepa N13, tuvo su primera interaccion a las 72 horas de incubacion, en el cual

Fusarium mostrd una pequefia barrera de inhibicion, que se mantuvo hasta las 96 horas (dia 4),
momento en que las colonias entraron en contacto directo. Para el séptimo dia, habia conseguido
una inhibicién del 70 % y ambas colonias conservaron sus coloraciones tipicas de sus fases
fértiles, aumentaron su grado de esporulacion, pero sin invadir sus areas. EI mecanismo de
antagonismo mas evidente fue la competencia por espacio y nutrientes.

Figura 42

Cepa N15 contra la cepa de Fusarium experimental

Dia 4 / 96 horas Dia 7/ 168 horas |

Vista Anverza Vista Reversa Vista Anversa Vista Reversa

La cepa N15, tal como otras interactu6 inicialmente a las 72 horas de incubacién, creando
una barrera que se mantuvo hasta las 96 horas, instante en que se estableci6 el contacto directo.
Para el séptimo dia, demostr6 una capacidad de inhibicion del 64% y logré crecer por encima de
la cepa experimental, parasitando a Fusarium sp., pero sin nuevas coloraciones y observando a la

vez el mecanismo de accion de competencia por nutrientes y espacio.



71

Discusion

Los resultados obtenidos en la caracterizacion morfoldgica de las diversas cepas de
Trichoderma revelaron caracteristicas compartidas, tipicas del género, asi como una notable
diversidad fenotipica entre las cepas analizadas. Este hallazgo evidencia una amplia variabilidad
dentro de este importante grupo de hongos filamentosos.

Una caracteristica comun observada en todas las cepas evaluadas fue el rapido
crecimiento, que permitié colonizar la totalidad de la placa de Petri en un periodo aproximado de
tres dias. Esta capacidad de crecimiento acelerado constituye un rasgo distintivo ampliamente
reportado para el género Trichoderma y se relaciona directamente con su éxito como colonizador
saprofitico y con su potencial como agente de biocontrol (Sanchez et al., 2019). En el caso de
Trichoderma spp., el quinto dia posterior a la inoculacion resulté 6ptimo para la evaluacion
fenotipica del género. En este momento las colonias alcanzaron su madurez, lo que facilito la
observacion y el registro de caracteristicas como la morfologia de la colonia —algodonosa,
pulverulenta u otras—, la pigmentacion, la esporulacion, el color, la presencia de micelio aéreo, el
color del reverso, la textura de la superficie, la produccion de pigmentos y la formacion de
anillos concentricos.

La principal forma de reproduccion de Trichoderma corresponde a la produccion de
esporas. Este proceso se observo en todas las cepas durante su etapa de maduracion. En esta fase
se registraron cambios en la coloracion del micelio, que pasé de un tono blanco inicial a diversas
tonalidades de verde. Ademas, el micelio presento una consistencia blanda y facilmente
deformable en todas las colonias. A pesar de estas similitudes generales, se identificaron
diferencias marcadas entre las cepas, lo que sugiere una elevada diversidad o incluso la presencia

de distintas especies dentro del grupo analizado. Entre estas diferencias destacaron los patrones
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de crecimiento. Todas las cepas mostraron crecimiento radial o formacion de anillos
concéntricos con diferentes densidades. Sin embargo, los patrones presentaron variaciones.
Algunas cepas evidenciaron crecimiento uniforme con esporulacion irregular, con zonas densas y
difusas o con un aspecto granuloso o pulverulento y bordes irregulares. En contraste, otras cepas
presentaron una zonificacién concéntrica mas definida y una textura mas algodonosa o hiloza.
Estas diferencias en los patrones de crecimiento y en la textura del micelio aéreo constituyeron
criterios Utiles para la diferenciacion preliminar de las cepas.

A nivel microscépico, la confirmacién del género Trichoderma en las cepas estudiadas se
evidencio durante la etapa fértil del hongo. En esta fase se observd la presencia de conidiéforos
ramificados que mostraron diferencias sutiles en los patrones de ramificacion. Estos se
clasificaron segun su forma de manifestacion (racimo, tirso o cima simple). También se
identificaron fialides y abundantes conidias de color verde. Una de las diferencias méas notables
se relaciono con la forma 'y el tamafio de los conidios, que se presentaron como elipsoidales y de
menor tamafio o como globosos y de mayor tamafio en la mayoria de los casos. Durante las
etapas iniciales del desarrollo fungico, los conidiéforos presentaron un nimero reducido de
fialides. No obstante, esta cantidad aument6 a medida que el organismo alcanzé la madurez. En
la etapa reproductiva o fértil se observd una mayor ramificacion de los conidiéforos, lo que
permitio soportar una mayor densidad de fidlides y una abundante produccion de conidias.
Ademas, se registrd la presencia de numerosas clamidosporas en todas las cepas descritas,
caracteristica que representa un importante mecanismo de supervivencia. Estas diferencias
métricas y morfoldgicas constituyeron parametros clave en la taxonomia de Trichoderma.

Aunque las clamidosporas se presentaron en todas las cepas estudiadas, el tamafio que

alcanzaron result6 particularmente llamativo. En este aspecto destaco la cepa N15 (Figura 24),



73

que mostré una abundante formacion de clamidosporas de gran tamafio (& 11.94 + 1.14 pum).
Estas estructuras se describieron como aproximadamente el doble del tamafio promedio
observado en las demas cepas, lo que podria constituir un marcador distintivo importante para
este aislamiento especifico.

Este valor supera de forma significativa los rangos cominmente citados en la literatura
para el género Trichoderma. Revisiones taxonémicas y estudios morfoldgicos clasicos, como los
de Kubicek y Harman (1998), Lewis y Papavizas (1984) y Bissett (1991), reportaron didmetros
de clamidosporas que rara vez superan los 15 um. Por ejemplo, en especies relevantes como T.
harzianum se han registrado tamafnios aproximados de 10-12.5 um. La revision bibliografica
realizada en el marco de este trabajo no permitio identificar reportes previos que documenten
clamidosporas con formas irregulares con un diametro promedio tan elevado como el observado
en la cepa N15. Esta discrepancia resalta la singularidad de este aislado y sugiere que el presente
estudio aporta una observacion morfoldgica novedosa.

La variabilidad en la produccion de clamidosporas entre los aislados de Trichoderma spp.
resulté evidente, tanto en el conjunto total de cepas como entre grupos que presumiblemente
pertenecen a la misma especie. Algunas cepas presentaron una produccion escasa de
clamidosporas, mientras que otras formaron estas estructuras de resistencia en gran abundancia,
como ocurri6 en el caso de la cepa N15, que ademéas mostré dimensiones considerablemente
mayores. Este fenomeno plantea la interrogante acerca de las causas de la marcada diferencia en
la abundancia o escasez de clamidosporas entre aislados morfolégicamente similares
identificados preliminarmente como pertenecientes al género Trichoderma. De manera
hipotética, esta variabilidad podria reflejar procesos de adaptacion a las condiciones ambientales

especificas de los nichos ecoldgicos de origen de las cepas en distintas regiones y tipos de suelo
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de Panama. Por ejemplo, cepas aisladas de suelos sometidos a estrés hidrico frecuente, con baja
disponibilidad de nutrientes u otras condiciones adversas, podrian haber experimentado mayor
presion selectiva. Esta situacion favoreceria una mayor inversién de recursos en la formacion de
clamidosporas por parte de Trichoderma. Este comportamiento podria constituir una estrategia
adaptativa fijada genéticamente o una respuesta inducida por sefiales ambientales. En contraste,
cepas procedentes de ambientes mas estables y ricos en recursos, como suelos hiumedos de
bosque o rizosferas activas, podrian priorizar la asignacion de recursos hacia el crecimiento
micelial rapido y la esporulacién asexual con el fin de favorecer la competencia y la dispersion,

lo que reduciria comparativamente la necesidad o la tendencia a formar clamidosporas.

Anélisis Morfoldgico del Patégeno Fusarium sp.

La identificacion de este aislado se baso en la combinacion de caracteres morfologicos
macroscopicos y microscopicos. A nivel macroscépico, se observo un crecimiento radial
constante, aunque notablemente mas lento que el de las cepas de Trichoderma, puesto que
requirié aproximadamente nueve dias (Figura 30 y 31) para cubrir la placa de Petri. La colonia
presentd crecimiento radial con abundante micelio aéreo de textura algodonosa. La coloracion
fue blanquecina-cremosa y mostrd una leve zonacion concéntrica difusa. A nivel microscopico,
la identidad genérica del patdgeno se confirm6 mediante la observacion de abundantes
microconidias y macroconidias hialinas, curvadas, fusiformes o con forma de banana. Asimismo,

se evidencio una tendencia a la agregacion de clamidosporas en triadas.

Antagonismo e Interacciones

Las cepas de Trichoderma presentaron un crecimiento mas acelerado en comparacién con

la cepa experimental de Fusarium. La primera interaccién por parte del patdgeno ocurrié entre el
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segundo y el tercer dia de incubacidon en las 15 cepas evaluadas. En algunos casos se produjo
contacto directo en ese intervalo, mientras que en otros el contacto se estableci6 hasta el cuarto

dia de incubacién.

Mecanismos de Accion Observados

e Anadlisis de los Resultados de las Interacciones Antagonistas

Todas las cepas evaluadas alcanzaron interaccion al tercer dia de incubacion y no se
registro inhibicién a distancia. En cambio, se observo inhibicién por contacto directo, con
evidencias de micoparasitismo y antibiosis por contacto. Para calcular el porcentaje antagonista
se utilizaron los valores correspondientes al séptimo dia, debido a que las mediciones previas no
mostraron diferencias significativas entre las pruebas.

Los resultados de los ensayos de confrontacidn dual revelaron un patron de interaccion
consistente entre las cepas de Trichoderma N1, N2, N5, N6, N7, N8, N9, N10, N11, N13y N14
frente a un aislado experimental de Fusarium. En estos casos, el mecanismo de accion
predominante correspondio a la competencia por espacio y nutrientes. El agente de biocontrol
ocupo la mayor parte del espacio disponible debido a su mayor velocidad de crecimiento, lo que
redujo los recursos necesarios para el desarrollo del patdgeno. Esta rapida expansion micelial
constituye una forma de competencia que limita directamente los recursos requeridos para el
crecimiento y la proliferacién de Fusarium. Este comportamiento se repitié en las demas cepas
evaluadas en el estudio. No obstante, en estas cepas no se observaron evidencias de parasitismo
ni produccion de pigmentos adicionales en la zona de interaccion entre las colonias.

En cuanto a la cepa N3, ademas de la competencia por espacio y nutrientes, en esta se
observo parasitismo por parte de Trichoderma, lo que afectd al patdgeno. La cepa N3

(Gliocladium) cubrio casi por completo al Fusarium. Asimismo, como resultado de esta
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inhibicion aparecié un pigmento de color naranja intenso o rojizo en la zona de interaccion. Este
fendmeno indica que Fusarium respondio al estrés generado por la presencia y el ataque de
Trichoderma. Esta pigmentacién podria asociarse con la produccion de metabolitos secundarios
por parte de Fusarium como respuesta de defensa. También podria representar un signo de
degradacion de sus propias estructuras celulares causada por Trichoderma (Modrzewska et al.,
2022).

En las cepas N4 y N12 se observd un comportamiento muy similar al registrado en la
cepa N3. En estos casos se identificaron los mecanismos de competencia por nutrientes y
parasitismo, ademas de un crecimiento por encima de Fusarium. Sin embargo, el pigmento
presente en la zona de interaccién mostré un tono amarillo mostaza vibrante en la zona de
inhibicion. La cepa N15 también logro parasitar a Fusarium sp.; no obstante, su comportamiento
resultd menos agresivo en comparacion con las cepas descritas anteriormente y no produjo
pigmentos en la zona de confrontacién.

Aunque la pigmentacion sugiere con fuerza la presencia de antibiosis, como lo indicaron
Modrzewska et al. (2022), otros mecanismos podrian contribuir al fendmeno observado. Entre
ellos destaca la competencia por nutrientes, lo que coincide con el espacio limitado disponible
para Fusarium en el area de interaccion.

Un hallazgo particularmente relevante en las interacciones antagonicas consistié en que
las colonias de Trichoderma spp. expuestas directamente a Fusarium spp. presentaron una
aceleracion en su proceso de esporulacion. Este fendmeno se evidencié mediante la aparicion de
la coloracion verdosa desde el segundo dia de confrontacién, un desarrollo considerablemente
mas temprano en comparacion con los cultivos puros de Trichoderma, en los cuales la

pigmentacion caracteristica de la esporulacién no result6 visible hasta el cuarto o quinto dia. Esta
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comparacion evidencia la capacidad de Trichoderma para detectar y responder con rapidez a la
presencia de otro hongo en su entorno inmediato.

La explicacion de esta respuesta acelerada permite comprender mejor las estrategias de
competencia y defensa empleadas por Trichoderma. Esta esporulacion temprana constituye una
estrategia de defensa rapida. Al producir esporas en un tiempo menor cerca del patégeno,
Trichoderma incrementa su capacidad de dispersién y mejora su desempefio en los procesos de
competencia, parasitismo y liberacion de sustancias antiflngicas que antagonizan a Fusarium.
Este comportamiento adquiere especial importancia en el suelo, donde la rapidez de respuesta
resulta determinante para el control del patdgeno. La capacidad de Trichoderma para invadir al
patdgeno sugiere una alta eficiencia en el uso de sus recursos y demuestra su rapidez en la
colonizacion de sustratos (Modrzewska et al., 2022).

Investigaciones como las de Li et al. (2018) demostraron que Trichoderma responde a
sefiales quimicas producidas por Fusarium, lo que activa sus mecanismos de defensa. La
capacidad de Trichoderma para detectar y responder a estas sefiales quimicas varia entre
diferentes especies e incluso entre cepas de una misma especie, lo que evidencia la existencia de
mecanismos de reconocimiento y defensa altamente especificos.

La interaccion entre Trichoderma y Fusarium constituye un fendmeno complejo que
involucra multiples mecanismos de accion. La aparicion de pigmentos en la zona de interaccion
indica la activacion de vias metabdlicas especificas en Trichoderma como respuesta a la
presencia de Fusarium. Este fenémeno sugiere un mecanismo de antibiosis mediante la secrecion
de compuestos antifingicos, como lo reportaron Li et al. (2018). Estos datos resultan relevantes
para el desarrollo de estrategias de control biologico mas eficientes en el entorno competitivo del

suelo.
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La variabilidad observada en la produccion de clamidosporas, incluso entre aislados
morfoldgicamente similares, evidencia la alta capacidad adaptativa y la diversidad presentes en
el género Trichoderma. Asimismo, sugiere que el origen geogréafico y las condiciones
edafoclimaticas del sitio de aislamiento pueden constituir indicadores relevantes de rasgos
funcionales relacionados con la persistencia y la tolerancia al estrés de una cepa. Estos resultados
adquieren importancia en los procesos de seleccién de agentes de biocontrol, puesto que una
elevada capacidad para formar estructuras de resistencia, como las clamidosporas, puede
representar un atributo deseable para asegurar la supervivencia y la eficacia de Trichoderma en
condiciones de campo.

La evaluacion in vitro de los quince aislados de Trichoderma spp. frente a Fusarium sp.
reveld diversidad en los mecanismos de antagonismo predominantes. Cuatro de los quince
aislados exhibieron una fuerte actividad micoparasitica sobre el micelio de Fusarium, asociada
con la produccion de pigmentos en la zona de interaccidn, lo que indica un ataque directo. En
contraste, los once aislados restantes no mostraron signos visibles de micoparasitismo ni
pigmentacion bajo las condiciones estudiadas. Estos aislados presentaron Unicamente un perfil
antagénico dominado por la competencia espacial in vitro. No obstante, evidenciaron una
elevada tasa de crecimiento micelial, rasgo deseable en la seleccion de agentes de biocontrol.

Estos resultados subrayan que, incluso en ausencia de mecanismos visualmente evidentes
como el micoparasitismo, la rapida capacidad de colonizacién constituye por si misma un
mecanismo de biocontrol potente y efectivo mediante exclusion competitiva.

Este resultado demuestra que la ausencia de parasitismo visible in vitro no disminuye el
potencial antagonico cuando la cepa posee una alta capacidad competitiva. Por lo tanto, la tasa

de crecimiento micelial se confirma como un parametro deseable en la seleccidn de agentes de
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biocontrol de Trichoderma, complementario a otros modos de accion para el manejo de
fitopatégenos como Fusarium.

De acuerdo a los resultados de este trabajo, las cepas pueden ser agrupadas en tres
categorias de porcentaje de inhibicion: 70% (N1, N5, N9, N11 y N13), 67% (N2, N6, N7, N8, y
N14)y 64% (N3, N4, N10, N12, N15).

Las cepas con mayor actividad antagonista fueron N3 (Figura 37), N4 (Figura 38), N12
(Figura 43) y N15 (Figura 45). Un factor clave correspondio al micoparasitismo directo,
observado visualmente en las cuatro cepas. Estas cepas crecieron sobre la colonia de Fusarium y
establecieron interaccion directa con sus hifas. Se observo una diferencia en el grado de
agresividad: N3, N4 y N12 resultaron visiblemente mas invasivas, ya que crecieron por encima
del patégeno y, ademas, indujeron la produccion de pigmentos en Fusarium como respuesta al
estres. En cambio, N15, aunque presenté comportamiento parasitico, mostro una interaccion
menos dominante. La ausencia de pigmentacion en la interaccion con N15, a pesar de su
efectividad parasitica, resalta la diversidad de estrategias antagonistas entre cepas eficaces.
Asimismo, la aceleracién de la esporulacion en las cepas de Trichoderma durante la
confrontacién directa con Fusarium se interpreta como una estrategia adaptativa que asegura la
colonizacion y dispersion antes del agotamiento de los recursos del sustrato debido a la
competencia (Druzhinina et al., 2005).

La combinacion de todas las caracteristicas morfologicas descritas en este estudio, junto
con la consulta de claves taxondmicas especializadas y la revision de la literatura cientifica,
permite concluir con un alto grado de certeza que las cepas estudiadas pertenecen a los géneros
asignados. Sin embargo, resulta importante reconocer que la caracterizacion morfoldgica, aunque

fundamental, presenta limitaciones. La variabilidad intraespecifica y la similitud entre especies
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cercanas pueden conducir a identificaciones ambiguas. Por esta razon, la integracion de datos
moleculares, como la secuenciacion de regiones especificas del ADN, resulta crucial para
confirmar la identidad taxondmica de estas cepas (Druzhinina et al., 2005). Investigaciones
futuras podrian centrarse en ensayos moleculares o bioquimicos orientados a detectar
metabolitos o actividad enzimatica, asi como en evaluaciones in planta que permitan comprender
el espectro completo de su potencial biocontrolador frente a Fusarium.

En sintesis, este estudio caracteriz6 un conjunto de cepas de Trichoderma, con
documentacion tanto de rasgos comunes al género como de una diversidad morfoldgica
significativa. Estos hallazgos establecen una base para futuras investigaciones moleculares y
funcionales que permitan una identificacién precisa y la exploracion del potencial biotecnolégico

de estas cepas nativas.
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Conclusiones

De acuerdo con lo sefialado, se confirma la identidad genérica de dieciséis cepas, entre
ellas Trichoderma spp., Gliocladium sp. y Fusarium sp. El analisis morfoldgico de las 14 cepas
de Trichoderma revel6 variaciones significativas en sus caracteristicas macro y microscopicas.
Estas diferencias permitieron confirmar que la mayoria corresponde a entidades
taxondémicamente distintas dentro del género. Ademas, el analisis microscopico de las
clamidosporas aport6 hallazgos relevantes. Aunque estas estructuras estuvieron presentes en
todas las cepas estudiadas, la cepa N15 destaco por presentar un tamafio inusualmente grande,
con un diametro promedio de 11.94 + 1.14 um, como en formas irregulares con dimensiones de
16.01 +2.75 x 10.88 £ 1.48 um.

La capacidad antagdnica de las cepas de Trichoderma se manifesto con una amplia
variabilidad en los porcentajes de inhibicion del crecimiento de Fusarium. Estas diferencias
indican que la efectividad no es uniforme y depende directamente de los mecanismos de accion
especificos de cada cepa. Para ilustrar esta variabilidad, los resultados de los ensayos permitieron
establecer diferentes grupos de cepas, clasificados segun su porcentaje de inhibicion.

Las cepas N3, N4, N12 y N15 se identificaron como las més prometedoras para el
biocontrol de Fusarium. Aunque su porcentaje de inhibicién coman del 64 % no fue el mas alto
entre todas las cepas evaluadas, su notable agresividad visual y su capacidad para parasitar,
colonizar y generar estrés en el micelio de Fusarium demuestran una mayor efectividad frente a
otras cepas con porcentajes de inhibicion superiores. Por lo tanto, los criterios cualitativos
resultan tan relevantes como los datos cuantitativos en la seleccion de cepas con mayor

potencial.



Los resultados confirman que la seleccion de la cepa adecuada constituye un factor
critico para el biocontrol efectivo. Incluso dentro de un mismo género existen diferencias

significativas en la eficacia con la que cada cepa puede suprimir el crecimiento del patégeno.
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Recomendaciones y Limitaciones

Recomendaciones

Con respecto a las sugerencias sobre los procedimientos metodoldgicos, durante la
identificacién microscopica se aconsejé registrar mediante imagenes las preparaciones antes de
efectuar el sellado definitivo con esmalte de ufias, con el proposito de conservar una evidencia
visual nitida de las estructuras de los hongos en su condicion inicial y disminuir la probabilidad
de deterioro durante el cierre de las laminas. La obtencion de microimagenes contribuy6 a
respaldar la revision posterior y la confrontacion entre los ejemplares analizados.

Asi, a partir de los hallazgos obtenidos en la investigacion, se sugirié corroborar la
capacidad de control bioldgico de las cepas N3, N4, N12 y N15 en contextos mas proximos a las
condiciones agricolas. Con este objetivo, se planted efectuar pruebas en planta para establecer su
efectividad frente a Fusarium y, en una etapa posterior, implementar experimentos a nivel de
campo que verificaran su factibilidad y desempefio en escenarios productivos reales, con la
finalidad de avanzar hacia su formulacién como biofungicida de uso comercial.

e Posibles efectos de los pigmentos de respuesta en procesos de supresion:

o Creacion de compuestos antifungicos novedosos: las coloraciones sintetizadas por
Gliocladium podrian emplearse como referencia para disefiar agentes antifungicos
naturales.

o Comprension de las relaciones entre microorganismos: el anlisis de este
fenomeno puede favorecer una interpretacion mas amplia de las dindmicas
complejas que se establecen entre hongos en la rizosfera y en el suelo.

e Con el propésito de verificar planteamientos, resultaria pertinente desarrollar los

siguientes estudios:
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o Separacion y descripcion de los pigmentos: aislar y examinar las coloraciones
para establecer su composicion molecular y su efecto antiflngico.

o Pruebas de actividad enzimética: medir la actividad de enzimas en cultivos de
Trichoderma o Gliocladium.

o Estudio genédmico: detectar los genes asociados con la sintesis de pigmentos y
enzimas.

o Pruebas de competencia por recursos nutritivos: analizar la habilidad de
Trichoderma y Gliocladium para captar hierro y otros elementos nutritivos
indispensables.

Finalmente, las investigaciones posteriores deberian orientarse hacia los siguientes

aspectos:

o La determinacion molecular de las cepas para relacionar los rasgos fenotipicos
observados con especies especificas.

o El andlisis del vinculo entre los rasgos morfoldgicos particulares (por ejemplo, las
clamidosporas de gran tamafio de la cepa N15) y su funcién ecoldgica o papel

bioldgico especifico.

Limitaciones

Alcance estructural: la descripcion de las cepas se fundamentd en caracteristicas
estructurales y patrones de desarrollo. Para lograr una determinacion taxonémica
concluyente y exacta, resulta necesario incorporar estudios de tipo molecular.
Anadlisis en laboratorio: la capacidad antagonista se examind bajo condiciones
experimentales controladas (cultivo confrontado en placas de Petri). Este contexto

experimental no reproduce la complejidad de ambientes naturales —como el suelo, las
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interacciones con la planta o los factores climaticos, por lo que el desempefio de las
cepas en campo puede presentar variaciones.

Enfoque restringido a un fitopatdgeno: la investigacion se orient6 hacia la relacién
con Fusarium sp. asociado al platano. Por lo tanto, la accion de las cepas de
Trichoderma frente a otros agentes patdgenos o su influencia en distintas variedades

de platano permanece sin determinar.

Perspectivas Futuras

Estudio genético: efectuar la determinacion genética de las cepas con mayor
proyeccion para corroborar su especie y analizar si su capacidad de antagonismo se
vincula con su linaje evolutivo.

Pruebas en planta y en campo: desarrollar experimentos controlados en plantas vivas
(por ejemplo, en condiciones de invernadero) para establecer la efectividad de las
cepas seleccionadas en la proteccidn del cultivo de platano frente a la enfermedad. En
una fase posterior, implementar evaluaciones a nivel de campo para verificar su
factibilidad como productos biofungicidas de aplicacién comercial.

Investigaciones bioquimicas y genéticas del antagonismo: profundizar en los procesos
mediante los cuales actlan las cepas. Este analisis puede contemplar la identificacion
y descripcion de enzimas —como quitinasas y celulasas—y de metabolitos secundarios
(por ejemplo, peptaiboles) sintetizados por Trichoderma que limitan el crecimiento de
Fusarium.

Extension del rango de hospedadores: analizar la capacidad antagonista de las cepas

frente a otros agentes patdgenos del platano y en diferentes especies vegetales con el



fin de determinar su amplitud funcional, lo que podria favorecer su utilizacion mas

amplia como organismo de control bioldgico.
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AnNexos

Anexo 1. Escala cromatica para la caracterizacion de aislamientos de Trichoderma spp.
Figura 43
Carta de Colores: codigos de tonalidades de verdes, utilizados en la caracterizacion de

Trichoderma spp.
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Anexo 2. Dibujo de las estructuras conidiogénicas del género Trichoderma
Figura 44

Secuencia del desarrollo de las estructuras conidiogénicas en Trichoderma sp.

1. Hifa Vegetativa Inicial 2. Formacién del 3. Ramificacion y
Conidiéforo Fidlides Inmaduras
O
g 5. Produccién de Conidias
4. Maduracion y Maduracién Final
de Fidlides
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