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RESUMEN

Se determino el efecto de las concentraciones (262.5 ppm, 350 ppm y 437.5 ppm) del fungicida Metalaxyl
sobre la germinacion, crecimiento y capacidad antagénica de Trichoderma asperellum. El efecto del fungicida
sobre la germinacion de esporas se determind colocando 1 mL de cada concentracion del fungicida en frascos,
adicionando 1 mL de la suspension de esporas, con lo cual se obtuvo una concentraciéon final de 1x10°
esporas/mL, incubandose a 25 °C+1, durante 24 horas. Para determinar el efecto del fungicida sobre el
crecimiento de 7. asperellum, se sembro en la parte central de las placas Petri de acuerdo a su correspondiente
concentracion de fungicida agricola incubandose a 25° C+1 durante 7 dias. Y para la determinacion del efecto
sobre la capacidad antagonica de 7. asperellum, se sembr6 micelio procedente de enfrentamientos con Metalaxyl
a las concentraciones establecidas y RhAizotocnia solani de manera separada y en puntos equidistantes en Agar
Papa Dextrosa ¢ incubados a 25°C+1 por 7 dias. Se encontré que a medida que la concentracion de Metalaxyl
aumenta, el porcentaje de germinacion de 7. asperellum disminuye. El porcentaje de crecimiento, obtenido fue
83 %, 63% y 60% a las concentraciones de 262.5 ppm, 350ppm, 437.5 ppm de Metalaxyl, respectivamente.
Ademas T. asperellum presenté antagonismo de grado 1 sobre R. solani, segin la escala de Bell Al
incrementarse las concentraciones de metalaxyl de 262.5 ppm, 350ppm, 437.5 ppm, disminuy¢ el porcentaje de
germinacion de esporas, sin embargo no afecta de modo significativo los procesos de crecimiento y actividad
antagonica de Trichoderma asperellum.
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ABSTRACT

Effect of the concentrations (262.5 ppm, 350 ppm and 437.5 ppm) of the fungicide Metalaxyl on the
germination, growth and antagonistic capacity of 7richoderma asperellum was determined. The effect of the
fungicide on spore germination was determined by placing 1 mL of each fungicide concentration in vials, adding
1 mL of the spore suspension, resulting in a final concentration of 1x105 spores/mL, incubated at 25 ° C + 1 for
24 hours. To determine the effect of the fungicide on the growth of 7. asperellum, it was planted in the central of
Petri dishes according to their corresponding concentration of agricultural fungicide; this was incubated at 25 ° C
+ 1 for 7 days. As well as, for the determination of the effect on the antagonistic capacity of 7. asperel/lum,
mycelium was harvested from the confrontation with Metalaxyl at the established concentrations and
Rhizotocnia solani separately and at equidistant points, in Papa Dextrose Agar and incubated at 25 °© C + 1 per 7
days. It was found that as the concentration of Metalaxyl increases, the percentage of germination of 7.
asperellum decreases. The percentage growth obtained was 83%, 63% and 60% at the concentrations of 262.5
ppm, 350 ppm, 437.5 ppm of Metalaxyl, respectively. In addition, 7. asperellum presented grade 1 antagonism
on R. solani, according to the Bell scale. As metalaxyl concentrations increased from 262.5 ppm, 350 ppm, 437.5
ppm, the percentage of spore germination decreased, however, this does not significantly affect the growth
processes and antagonistic activity of 7richoderma asperellum.
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INTRODUCCION

La mayor parte de los problemas fitosanitarios son causados por hongos, insectos y virus, quienes
colonizan diversas partes de la planta, provocando desde la disminucién de la calidad del producto y
hasta la pérdida total de la planta.! El control quimico se emplea para reducir las poblaciones de
especies de plagas que se elevan a niveles peligrosos cuando las presiones ambientales son
inadecuados. El control quimico es solamente necesario en esos momentos y lugares donde el control
natural es insuficiente 2. Dentro de los controladores quimicos tenemos a metalaxil [(R, S) -metil-N-
(2-metoxiacetil) -N- (2,6-xililo) -D, L-alaninato] que es una acilanilida, fabricado por primera vez por
la Ciba-Geigy Corporation en 1977.3 Es un fungicida sistémico, altamente activo contra hongos de
orden Peronosporales, que causan el tizon tardio, el mildiu, podredumbre hiimeda, y pudricion de las
fruta de muchas plantas*

El control bioldgico es parte del control natural que regula la densidad de poblacion de especies de
plagas.2 Con el empleo de la lucha o control bioldgico se intenta restablecer el perturbado equilibrio
ecoldgico, mediante la utilizacion de organismos vivos o sus metabolitos, para eliminar o reducir los
dafios causados por organismos perjudiciales.5 Dentro de los organismos emplados como controladores
bioldgicos tenemos al género 7richoderma que pertenece al phylum Ascomycota, orden Hypocreales,
Hypocreaceae familia y corresponde a los hongos filamentosos que son de vida libre y ampliamente
distribuido en la naturaleza. Una de las principales caracteristicas de este género es su capacidad para
actuar como un agente de control biologico (BCA) contra organismos fitopatdgenos tales como
Sclerotinia sclerotiorum, Rhizoctonia solani y Fusarium spp. &7

El control biolégico basado en hongos como 7richoderma, es una estrategia efectiva a largo plazo,
ya que es necesaria la adaptacion del microorganismo al ambiente y su establecimiento en los
ecosistemas, mecanismo muy diferente al de los productos quimicos, que son compuestos inertes.
Todos estos aspectos deben tenerse en cuenta para el manejo integrado de enfermedades de plantas 3.

Debido a que 7richoderma es uno de los controladores biologicos mas utilizados contra diversos
fitopatogenos que habitan en el suelo, para cuyo control se usan fungicidas como el Metalaxyl, es por
eso que se hace necesario realizar estudios acerca del efecto que puede tener este fungicida sobre el
mencionado hongo, a fin de poder establecer si ambos se pueden aplicar juntos dentro de un programa
de control de plagas; y asi planear los tratamientos fungicos o quimicos adecuados para minimizar
cualquier efecto nocivo en la eficacia de 7. asperellums, por tal razon, el presente trabajo de
investigacion tiene como objetivo determinar el efecto del fungicida Metalaxyl sobre la germinacion,
el crecimiento y capacidad antagonista de 7. asperellum, en condiciones de laboratorio.

MATERIAL Y METODOS

Cultivos:

Los cultivos puros de Trichoderma asperellum y Rhizotocnia solani fueron proporcionados por la
catedra de Fitopatologia del departamento de Microbiologia y Parasitologia de la Universidad
Nacional de Trujillo. El cultivo de 7. asperellum, joven de 6 meses, identificado molecularmente en
EEUU. Asimismo se utilizo un frasco del Fungicida Fitoklin, cuyo principio activo es el Metalayl.
Reactivacion del cultivo de 7. asperellum y obtencion de cultivos monosporicos:

Para la reactivacion de Trichoderma asperellum, a partir del cultivo puro, se resembrd en frascos
planos de vidrio con Agar papa dextrosa inclinado y luego se incubd a 25°C durante 7 dias,
posteriormente se resembro en 5 tubos conteniendo APD inclinado incubandose a 25°C por 7 dias.
Evaluacion del efecto de Metalaxil sobre la germinacion de esporas de 7. asperellum

La preparacion de las soluciones doble concentradas de Metalaxil, se hizo mediante diferentes
diluciones de Metalaxil en agua destilada estéril hasta alcanzar las concentraciones de 262.5 ppm, 350
ppm y 437.5 ppm a partir del producto original.

El in6culo de esporas se obtuvo agregando 50 mL de agua destilada estéril a cada frasco plano de
vidrio agitindolo moderadamente a fin de liberar las esporas del hongo. La suspension resultante se
colocd en un matraz estéril determinandose la concentracion de esporas mediante recuento en camara
de Neubauer, diluyéndose hasta una concentracion final de 1 x 103 esp/mL. Inoculacion e incubacion:
Se colocd 2 mL de cada dilucion de Metalaxil doble concentrado en tubos de ensayo estériles, a los
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cuales se les agrego 2mL de la suspension de esporas obtenida previamente, con lo cual se obtuvo una
dilucion de 5x102 esp/mL y concentraciones finales de Metalaxil de 262.5 ppm, 350 ppm y 437 ppm.
Se prepar6 también una suspension de esporas control, agregandole 2 mL de la suspension de esporas
en 2mL de agua destilada estéril. Cada suspension de esporas en las diferentes concentraciones del
fungicida y el control posteriormente se incubaron a temperatura ambiente por 12-24 horas. Luego del
periodo de incubacion (24 horas), se coloco 5 gotas de azul de lactofenol en cada frasco que contenia
la suspension de esporas en cada concentracion (0 ppm, 262.5 ppm, 350 ppm y 437 ppm) con el fin de
para observar en el microscopio la presencia de esporas germinadas y no germinadas y hacer el conteo
respectivo.

Evaluacion del efecto del Metalaxil sobre el crecimiento de 7. asperellun:

Preparacion del medio de cultivo: Se prepard Agar papa dextrosa en cuatro matraces conteniendo

100 mL de medio cada uno. El medio de cultivo se esterilizo en olla a presion y se dejo enfriar hasta
una temperatura aproximada de 50 °C. Estando atn fundido el medio, a tres de los matraces se les
adiciond Metalaxil en cantidad suficiente para obtener una concentracion final de 437.5, 350 y 262.5
ppm., respectivamente. Al medio contenido en el matraz restante no se le agrego el fungicida, a fin de
utilizarlo como control. Luego, el medio de cultivo se sirvid en placas de Petri estériles (cuatro placas
por cada concentracion, incluyendo el control).
Siembra e incubacion: Se sembro por puntura 7. aspere/lum en cada placa de Petri de cada una de las
concentraciones del fungicida preparadas en el paso anterior, ademas del grupo control. Luego se
incubara a 25°C por 5 dias. A partir del primer dia de siembra, y hasta el quinto dia, se midi6 el radio
de crecimiento (mm.) de la colonia en diferentes direcciones, obteniéndose un radio promedio de
crecimiento por dia por cada concentracion de fungicida y el grupo control. Los resultados de
crecimiento de 7. asperellum se expresaron en milimetros (mm) y en porcentaje de crecimiento (%C),
teniendo en cuenta el crecimiento alcanzado por el grupo control (100%), de la siguiente manera:

%C=RADIO PROBLEMA DE LA COLONIA PROBLEMARADIO PROBLEMA DE LA COLONIATESTIGO X 100
Evaluacion de la capacidad antagonista de 7. asperellum con R. solani luego de ser
sometido al enfrentamiento con el metalaxyl.

Efecto antagonico de 7. asperellum sobre R. solani mediante el método de cultivo dual: La prueba de
enfrentamiento se realizo empleando la técnica de cultivo dual. Para ello se utilizaron placas de Petri
con 10 mL de medio de cultivo PDA (Agar Papa Dextrosa). Se colocaron en un extremo de la placa de
Petri por puntura micelio del hongo patdgeno (R. solani) y en el extremo opuesto se sembrd micelio de
T. asperellum, que creci6 en la concentracion de 262.5 ppm, 350 ppm y 437.5 ppm de Metalaxyl, con
distancia de 4.5 cm aproximadamente entre ellos. Como testigo se colocd en una placa de Petri R.
solani en un extremo con la presencia de 7. aspere/lum. Posteriormente, los cultivos se incubaron a 27
°C hasta el contacto de antagonista y patogeno. Se procedio de manera similar por cada placa en donde
se evidencio crecimiento de Trichoderma asperellum en las concentraciones del quimico.

Se tomd como indice de antagonismo la invasion del antagonista sobre la superficie del micelio
patogeno tomando en cuenta la escala mostrada en la Tabla 1.

Tabla 1. Escala de evaluacion del antagonismo in vitro, tomando en cuenta la invasion de la superficie,
colonizacién y esporulacion de 7richoderma asperellum sobre Rhizoctonia solani.

Grado de

capacidad Observacion macroscopica
antagonica

1
2
3
4
5

Ninguna invasion de la superficie de la colonia del hongo
Invasion de % de la superficie de la colonia del hongo patégeno
Invasion de % de la superficie de la colonia del hongo patégeno
Invasion total de la superficie de la colonia del hongo patégeno
Invasion total de la superficie de la colonia del hongo patégeno, esporulacion sobre ella
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Analisis de datos

La determinacion del efecto del fungicida Metalaxil sobre 7. asperellum, se realizé analizando el
porcentaje de germinacion y el porcentaje de crecimiento de 7. asperellum., en las diferentes
concentraciones de Metalaxil, procesando los datos en base a la prueba de Analisis de Varianza
Unidireccional (ANOVA). El antagonismo se evalué comparando las velocidades de crecimiento, de
R. solani de T. asperellumy del testigo.

RESULTADOS

Se encontr6o que el porcentaje de germinacion de esporas de 7. aspere/lum disminuye a medida que
aumenta la concentracion del fungicida metalaxyl en un rango de 262.5 ppm a 437 ppm (Fig, 1) y la
concentracion del fungicida metalaxyl en un rango de 262.5 ppm a 437.5 ppm (Fig 2). Asimismo, se
encontro antagonismo de grado 1 entre 7, asperel/lumy R. solani (Fig, 3).
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Fig.1. Porcentaje de germinacion de 7richoderma asperellum frente a diferentes concentraciones (ppm) de
Metalaxyl a las 24 horas de incubacion. (a: p<0.05, existe diferencia significativa).
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Fig.2 Porcentaje de crecimiento de 7richoderma asperellum frente a diferentes concentraciones (ppm) de
metaxyl en condiciones de laboratorio y 5 dias de incubacion. (a, b, ¢, d: p>0.05, no existe diferencia
significativa)

Fig. 3. Antagonismo grado 1 (Segtn la escala de bell)!? sobre Rhizoctonia solani que presenta Trichoderma
asperellum procedente de enfrentamientos con metalaxyl a las concentraciones de 262.5 ppm, 350 ppm,
437.5 ppm y control.

DISCUSION

El analisis estadistico revela que entre las concentraciones 262.5 ppm, 350ppm y 437.5 ppm del
fungicida metalaxyl existe diferencia significativa; es decir, causan inhibicion de la germinacion de
T. asperellum presentando valores de 69 %, 45 % y 35% respectivamente Estudios realizados por
Boucias et al. Establecen una probable explicacion para la inhibicion de la germinacion de esporas;
ellos demostraron que el tratamiento de las esporas de los hongos con productos agroquimicos, tanto
i6nicos como moleculares, pueden neutralizar la carga electrostatica de la superficie y/o remover la
capa mucosa que recubre la espora, afectando asi el proceso de reconocimiento de sustrato y la
transduccion de las sefiales de iniciacion de la germinacion®.

En relacion a los resultados obtenidos sobre el porcentaje de crecimiento de 7. asperellum, se puede
observar que hubo una leve disminucion del crecimiento conforme aument6 la concentracion del
fungicida metalaxyl, presentando las concentraciones de 262.5 ppm , 350 ppm y 437.5 ppm valores de
83 %, 63 % y 60% respectivamente .Asi pues pese a que el porcentaje de crecimiento fue mucho
menor a la concentracion 437.5 ,en comparacion con el control ( 0 ppm) ; al realizar el analisis
estadistico se puede comprobar que no existe diferencia significativa entre las concentraciones 0 ppm,
262.5 ppm, 350 ppm y 437.5 ppm del fungicida metalaxyl, es decir estadisticamente son iguales y por
lo tanto no producen ninglin efecto sobre el crecimiento de 7. asperellum. Pasado los 5 dias de
incubacion T. asperellum cubridé completamente las placa con medio Agar Papa Dextrosa, con las
concentraciones del fungicida, incluida la placa control. Esto implica que el agroquimico evaluado no
afecta de forma significativa los procesos que ocurren en la pared celular durante el desarrollo del
hongo asi como mno produciria cambios en la actividad metabodlica a nivel vesicular pues 7.
asperellum tendria la energia suficiente para efectuar su crecimiento 19

Cabe indicar ademas que el efecto inhibitorio de los fungicidas sobre el crecimiento de 7. asperellum
es mucho menor que el producido sobre la germinacion, debido a que durante el crecimiento hongo
presenta un mayor nimero de mecanismos que le permiten resistir el efecto de este fungicida 10

Los aislamientos de 7. aspere/lum evaluados en la prueba de antagonismo (0 ppm, 262.5 ppm, 350
ppm y 437.5 ppm), se ubicaron en la categoria I de la escala de Bell et al. 7. aspere/lum cubrid
completamente al patogeno R. solani. Las especies de 7richoderma regularmente presentan resultados
satisfactorios en las pruebas de Antagonismo. Esto ha sido observado en experimentos realizados por
Bell et al, quienes hallaron que un 65% de las cepas de este hongo se ubicaron en la clase I al
evaluarse contra R. solani G-2 y un 85% se ubico en la clase II al evaluarse contra el mismo hongo R.
solani AG-311.

Cabe indicar que resultan escasos los informes sobre la compatibilidad de 7richoderma con
productos quimicos que son aplicados en los cultivos donde se utiliza. Posiblemente esto se deba a que
se ha sefialado que 7richoderma posee resistencia innata a la mayoria de los agroquimicos, incluyendo
los fungicidas 2 En conclusion, el fungicida Metalaxyl a las concentraciones de 262.5 ppm, 350 ppm
y 437.5 ppm afecta la germinacion de las esporas de 7. asperellum, disminuyendo la germinacion al
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incrementarse la concentracion de Metalaxyl y el fungicida Metalaxyl a las concentraciones de 262.5
ppm, 350 ppm y 437.5 ppm no afecta significativamente el crecimiento y la actividad antagonica de 7.
asperellum.
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