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RESUMEN

La investigacion se realizd en el laboratorio del CIPAL que pertenece ANCUPA, con el
objeto de determinar la capacidad antagOnica de tres cepas nativas de Trichoderma spp.
(Thl, Th27 y Th30) para el biocontrol de Leucoagaricus gongylophorus, el hongo
simbionte de la hormiga arriera (Atta cephalotes L.). Se asignaron cuatro tratamientos, TO:
testigo, T1, T2 y T3 corresponden a enfrentamiento de L. gongylophorus con la cepa Thi,
Th27 y Th30 de Trichoderma spp respectivamente. Se evaluaron las variables de
crecimiento radial de Trichoderma spp. y de L. gongylophorus, porcentaje de inhibicién de
crecimiento radial, porcentaje de aceleracién radial de Trichoderma spp. y clasificacion de
las cepas segun la escala de Bell. Se utiliz6 un disefio completamente al azar con diferente
namero de repeticiones, siendo un minimo de tres por tratamiento. Se obtuvo que el
crecimiento radial de L. gongylophorus se detiene en los tratamientos con enfrentamiento.
La cepa Th30 y Th27 tuvieron mayor PICR de L. gongylophorus que la cepa Thl. En el
porcentaje de aceleracion de crecimiento radial de Trichoderma spp., las cepas Th27 y
Th30 no tienen diferencias estadisticamente significativas entre ellas pero son superiores a

la cepa Thl. Las cepas Th27 y Th30 se clasifican en categoria 1 segun la escala de Bell
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considerandose asi cepas altamente antagonistas frente a L. gongylophorus, mientras que la
cepa Th1l se ubica en la categoria 3 en la misma escala por lo que no se considera altamente

antagonista frente al hongo simbionte.

Palabras clave: Antagonismo, cepas nativas, L. gongylophorus, Palma de aceite,
Trichoderma spp.

ABSTRACT

The research was carried out in the CIPAL laboratory belonging to ANCUPA, in order to
determine the antagonistic capacity of three native strains of Trichoderma spp. (Thl, Th27
and Th30) for the biocontrol of Leucoagaricus gongylophorus, the symbiotic fungus of the
ant arriera (Atta cephalotes L.). Four treatments were assigned, TO: control, T1, T2 and T3
correspond to a confrontation of L. gongylophorus with the strain Thl, Th27 and Th30 of
Trichoderma spp respectively. The radial growth variables of Trichoderma spp. and of L.
gongylophorus, percentage of inhibition of radial growth, percentage of radial acceleration
of Trichoderma spp. and classification of the strains according to the bell climbing. It is a
minimum of three per treatment. The radial growth of L. gongylophorus was obtained in the
treatments with confrontation. Strain Th30 and Th27 had a higher PICR of L.
gongylophorus than strain Th1. In the percentage of acceleration of the radial growth of
Trichoderma spp., Th27 and Th30 strains there are no statistically significant differences
between them but they are superior to the Thl strain. The Th27 and Th30 strains are
classified in category 1 according to the scale of the campaign, as well as highly
antagonistic strains against L. gongylophorus, while the Thl strain is classified in category

3 on the same scale, so that it is considered so antagonistic against the symbiotic fungus.

Key words: Antagonism, L. gongylophorus, leaf-cutters ants, Palm oil, Trichoderma spp.



INTRODUCCION

En las Ultimas décadas se ha intensificado la expansion del cultivo de palma de aceite para
satisfacer las exportaciones de materia prima para fabricar alimentos procesados,
cosmeticos, detergente y lubricantes (Furumo y Aide, 2017). Los seis principales paises
productores de palma son: Indonesia, Malasia, Tailandia, Colombia, Nigeria y Ecuador.
(Greenpalm, 2016)

Segun el Ministerio de Agricultura y ganaderia (2017) en el 2017, Ecuador ocupa es el
sexto productor en el mundo y el segundo en América con una produccién de 577 mil
toneladas de aceite crudo, Existen cerca de 257 mil hectareas sembradas de palma aceitera,
de las cuales el 51,41% son fincas de hasta 10 hectareas, y que el 39,51% de la superficie

de palma esta ocupada por plantaciones de hasta 50 hectéreas

Mufioz (2014) reporta que en la produccion de palma de aceite en Ecuador, se reporta la
presencia de numerosas especies de insectos considerados plagas, entre ellas se encuentra la
hormiga arriera (Atta cephalotes L.). Parte de la complejidad por la que se caracterizan
estos insectos sociales deriva del mutualismo bipartita con el basidiomiceto Leucoagaricus
gongylophorus, el cual es mantenido por las obreras y en retribucion, el hongo conformado
como un jardin fangico nutre a la reina y la mayor parte de la colonia con diversas fuentes
de carbono acumuladas en una estructura vacuolizada Ilamada gongylidia (Kooij et al.,
2014). Las hormigas cortadoras de hojas tienen una compleja organizacion social que
permite una mayor eficiencia en la obtencion del material vegetal que se usa como sustrato
y haciendo uso de diferentes enzimas y componentes son capaces de mantener sus jardines

en condiciones Optimas para el desarrollo del hongo simbionte (Aylward et al, 2015).

Sanchez (2009) y Martinez (2015) mencionan que hay reportes de la existencia de hongos
micoparasitarios que demuestran mecanismos letales contra una gran diversidad de hongos
(siendo muchos de estos fitopatogenos), por lo cual el uso de este control bioloégico ha sido
de gran importancia en la agricultura. Especies antagonistas del género Trichoderma spp
tienen la capacidad de actuar contra una amplia variedad de patogenos del suelo como
(Fusarium spp., Rhizoctonia spp., Pythium spp., Phytophthora spp. y Sclerotinia spp.) y el
follaje (Botrytis spp. y Peronospora spp.) Martinez (2015). Ademas se conoce su capacidad

de producir metabolitos, sustancias volatiles y enzimas con actividad antifingica contra



basidiomicetes, por lo tanto esta investigacion tuvo como objeto evaluar la actividad

antagodnica de tres cepas nativas de Trichoderma spp contra L. gongylophorus.

MATERIALES Y METODOS
LOCALIZACION

La investigacion se realizé en el CIPAL (Centro de Investigacion de Palma Aceitera), que
pertenece a la Asociacion de Cultivadores de Palma Aceitera (ANCUPA), ubicado en el km
37,5 de la via Santo Domingo- Quinindé, Canton La Concordia, Provincia de Santo
Domingo de los Tsachilas (Ecuador), situado a una altitud de 264 msnm, 0°02°29°” (Latitud
Sur), 79°24°54>” (Longitud Occidental), presenta las siguientes condiciones climaticas:
temperatura promedio de 24,2°C, 626 horas/luz/afio, humedad relativa del 86% vy

precipitacion anual 2881.2 mm.
OBTENCION DEL HONGO SIMBIONTE L. gongylophorus.

Se localizé una colonia activa de hormiga arriera, en el cual se realiz6 una excavacion hasta
llegar a una de las camaras de cultivo donde estos insectos reproducen su hongo simbionte
con fines alimenticios. Se extrajo cuidadosamente partes del cultivo del hongo, se guardo
en un recipiente plastico previamente esterilizados y fue trasladado al laboratorio del
CIPAL.

AISLAMIENTO Y PURIFICACION

Para el aislamiento del hongo simbionte se sigui6 la metodologia planteada por Miyashira
et al., (2010), en la que bajo condiciones de asepsia, se tomaron fragmentos de micelio
colectado y fueron transferidos a cajas Petri que contenian medios de cultivo agar papa
dextrosa (PDA) y agar rosa de bengala (ARB) esterilizados. Sin embargo, aunque el medio
ARB presente caracteristicas que inhiben el crecimiento bacteriano dado a su contenido de
cloranfenicol (Sigma-aldrich, 2013), se agregé sulfato de estreptomicina para disminuir la
contaminacion. Las cajas sembradas se llevaron a incubacion a temperatura ambiente
(Aproximadamente 24°C) y en oscuridad. Transcurrido 8 dias, solamente se observd
crecimiento de micelio proveniente de los fragmentos sembrados en cajas Petri que

contenian medio de cultivo ARB (Figura 1).



Figura 1. Crecimiento micelial de L. gongylophorus a partir de los fragmentos sembrados
en medio de cultivo ARB.

La purificacion del cultivo de L. gongylophorus se realiz6 segun al procedimiento realizado
por Bich et al. (2017) en la que se realiza resiembras de trozos de 5 mm de diametro del
micelio del hongo periédicamente en cajas Petri con el mismo medio de cultivo (ARB) con
el fin de disminuir la contaminacion y obtener finalmente un cultivo puro. En este estudio
fue necesario realizar tres resiembras para obtener un cultivo puro del hongo, en cada
resiembra de siguio el siguiente procedimiento: Se tomo fragmentos circulares del micelio
del hongo de 5 mm de diametro usando pipetas Pasteur a manera de sacabocados y se
procedié a sembrarlos en el centro de 10 cajas Petri las cuales fueron almacenadas en
incubadora a temperatura ambiente (Aproximadamente 24°C) y en oscuridad durante 10

dias.

Cuando se obtuvo un cultivo puro del fangico simbionte, se realizd una caracterizacion
macroscopica describiendo una zona central algodonosa, la aparicion de hifas y gotas
hialinas en los bordes del cultivo, mismas caracteristicas que fueron descritas por Lugo et
al. (2013). Para la caracterizacion microscépica se realizaron montajes del micelio en
placas y se observé con microscopio Optico, donde se determind la presencia de
"gongylidias" en el apice las hifas de hongo (Figura 2) y ademas la ausencia de fibula, lo



cual confirmo la identidad hongo simbionte (L. gongylophorus) dado que estas son

caracteristicas de esta especie (Miyashira et al., 2010.)

Figura 2. A: Micelio de L. gongylophorus (Miyashira et al., 2010) B: Micelio del hongo
aislado en la presente investigacion. Las estructuras globulares ubicadas en el apice de las
hifas indicadas con las flechas corresponden a las “gongylidias”.

Una vez confirmada la identidad de L. gongylophorus se resembré fragmentos del hongo en
20 cajas con medio de cultivo PDA para medir su crecimiento radial, para lo cual se utilizo
una regla graduada y se midié diariamente desde el borde del fragmento hasta donde crecio

el micelio terminando la medicién cuando el micelio lleg6 al borde de la caja Petri.
Activacion de las tres cepas de Trichoderma spp.

En esta investigacion se utilizaron tres cepas de Trichoderma spp. del banco de
germoplasma de ANCUPA denominadas Thl, Th27 y Th30, las cuales son el resultado de
una coleccion de cepas de Trichoderma spp. realizado en las principales zonas
palmicultoras del Ecuador. Para la activacion de las cepas se us6 fragmentos de papel
inoculados con los respectivos hongos, los cuales se sembraron en 5 cajas Petri con medio
de cultivo PDA para cada cepa y se dejaron en incubadora a temperatura ambiente
(aproximadamente 24°C) y en oscuridad durante cinco dias, tiempo en el cual las cepas
cubrieron totalmente el area de la caja Petri y manifestaban abundante esporulacion.
Posteriormente se resembraron en 8 cajas Petri por cada cepa con el mismo medio de
cultivo para realizar la medicion de crecimiento radial de la misma manera como se midio
L. gongylophorus.



Prueba de antagonismo

Se realizé la siembra de L. gongylophorus en 125 cajas Petri con medio de cultivo PDA. Se
dejo en incubacién a temperatura ambiente (aproximadamente 24°C) y en oscuridad. Se
realizaron mediciones diarias del crecimiento radial durante los posteriores 17 dias usando

una regla graduada.

La siembra de las cepas de Trichoderma spp. se realizé al dia cinco luego de haber
sembrado L. gongylophorus para garantizar un crecimiento uniforme y limpio de este

altimo.

Se descartd las cajas Petri contaminadas con otros microorganismos, por lo tanto se
obtuvieron 53 cajas libres de contaminacion y con correcto crecimiento. Se repartieron 14
cajas para cada tratamiento excepto para el testigo al cual solo se le asigndé 11 cajas. Se
continud con la medicion diaria del crecimiento radial tanto del hongo simbionte como de
Trichoderma spp. en cada tratamiento durante 12 dias mas después de la siembra de los
antagonistas dado que al cabo de ese tiempo los hongos crecieron hasta el otro extremo de
la caja y habian dejado de mostrar cambios.

Variables evaluadas

Se evaluaron las siguientes variables: Crecimiento radial de L. gongylophorus, crecimiento
radial de las tres cepas de Trichoderma spp., porcentaje de inhibicién de crecimiento (PIC),
porcentaje de aceleracion de crecimiento (PAC), y clasificacidn en la escala de cubrimiento

del sustrato propuesta por Bell et al. (1982).

El crecimiento radial de L. gongylophorus. se tomd a partir del primer dia posterior a su
siembra y el crecimiento radial de las tres cepas de Trichoderma spp. se empez6 a medir un
dia después de la siembra de ellas que corresponde al sexto dia de haber sembrado el hongo
simbionte. Ambos microorganismos fueron medidos hasta el dia 17 desde la siembra de L.
gongylophorus. El analisis estadistico se realiz6 a los dias 8 y 17 para ambos hongos dado
que el dia 8 corresponde al dia en que estos hicieron contacto y el dia 17 es el dia en que se

tomo el Ultimo dato de crecimiento.

El porcentaje de inhibicion de crecimiento radial fue calculado mediante la siguiente

ecuacion:



(R1 — R2)

PICR = 100

R1: Radio de L. gongylophorus en el testigo

R2: Radio de L. gongylophorus en los tratamientos con enfrentamiento con el

biocontrolador.

El porcentaje de aceleracion de crecimiento radial de Trichoderma spp. fue calculado en

base a la siguiente ecuacion:

pacrt = 2R 100
= *
R2

R1= Crecimiento radial del testigo de Trichoderma spp

R2= Crecimiento radial de Trichoderma spp frente al simbionte.

La evaluacion de la capacidad antagonica se realiz6 mediante la escala propuesta por Bell

et al. (1982) (Tabla 1) de acuerdo a la medida de invasion del medio de cultivo de

Trichoderma spp y el patdgeno (L. gongylophorus).

Tabla 1. Escala de Bell et al. (1982) para la evaluacion de la capacidad antagénica, de

acuerdo a la medida de la invasion en la superficie de Trichoderma spp v el patdgeno.

Grado Capacidad Antagonica

1 Trichoderma spp. crecid completamente sobre el patégeno y cubrid totalmente la
superficie del medio

2 Trichoderma spp. crecié en al menos 2/3 de la superficie del medio

3 Trichoderma spp. y el patdgeno cada uno cubrié aproximadamente la mitad de la
superficie del medio (mayor de 1/3 y menor de 2/3)

4 El patdgeno coloniz6 al menos dos terceras partes de la superficie del medio y parecid
resistir la invasion de Trichoderma spp.

5 El patdégeno crecio completamente sobre Trichoderma spp. y cubre totalmente la

superficie del medio

Fuente: Bell et al., (1982)



Disefio experimental

La prueba de antagonismo de las tres cepas nativas de Trichoderma spp. sobre el hongo L.
gongylophorus se desarroll6 con un disefio completamente al azar (DCA) con desigual

namero de repeticiones (Tabla 2).

Se realizd un analisis de varianza (ANDEVA) y para las variables en donde existio
diferencias significativas entre tratamientos se realizd una prueba de Medias de Tukey al
95%. Debido a que los datos de crecimiento radial de Trichoderma spp al dia ocho y
PACRT no presentaron una distribucion normal, fueron sometidos a una transformacion
con Raiz cuadrada y Logl0 respectivamente para su normalizacién previo al ANDEVA.

Para lo anterior se utiliz6 la version gratuita del paquete estadistico Infostat.

Tabla 2. Descripcion de los tratamientos evaluados en la prueba de antagonismo de

Trichoderma spp. sobre L. gongylophorus

Tratamiento Repeticiones Biocontrolador Cepa del controlador
T0 3 e S
Tl 5 Trichoderma spp Th1l
T2 6 Trichoderma spp Th 27
T3 7 Trichoderma spp Th 30

Fuente: Esta investigacion

RESULTADOS Y DISCUSION

Crecimiento radial de Leucoagaricus gongylophorus.
Dia 8

Con respecto a en la variable de crecimiento radial de L. gongylophorus al dia ocho, se
presentaron diferencias estadisticas altamente significativas (p<0,01) (Tabla 3) para los
tratamientos de estudio (Figura 3). Los tratamientos T1, T2 y T3 con crecimiento radial de
33,2 mm, 31,67 mm y 30,29 mm respectivamente son diferentes estadisticamente al TO con

un crecimiento radal de 36,33 mm.



Tabla 3. Analisis de varianza para la variable crecimiento radial de L. gongylophorus al dia

8 después de la siembra (mm)

GL SC CM FC p-valor
Tratamientos 3 83,58 27,86 15,67** ,000
Error 17 30,23 1,78
Total 20 113,81

**: Diferencias altamente significativas (p<0,01)

El crecimiento de L. gongylophorus fue inhibido en una etapa temprana del enfrentamiento,
donde al dia ocho ya se encuentra que en los tratamientos T1, T2 y T3 las cepas de
Trichoderma spp. ejercieron un control en el crecimiento del hongo simbionte, esto
coincide con los resultados de Nascimento et al. (2017) en donde determiné la capacidad
antagoénica de siete cepas de Trichoderma spp. frente a L. gongylophorus y encontré que
todos los aislados del biocontrolador inhibieron totalmente el crecimiento del micelio del

hongo simbionte luego del contacto de ambos cuerpos fungosos.
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Figura 3. Crecimiento radial de L. gongylophorus en el dia ocho después de la siembra
para los tratamientos de estudio. Tratamientos con igual letra no difieren entre si. (Tukey
p<0,05)

Dia 17

El crecimiento radial de L. gongylophorus al dia 17 mantuvo diferencias estadisticas
altamente significativas (p<0,01) (Tabla 4). Los tratamientos T1, T2 y T3 con crecimiento



radial de 33,2 mm, 31,67 mm y 30,29 mm respectivamente difieren estadisticamente al TO

con un crecimiento radial de 78 mm (Figura 4).

Tabla 4.Andlisis de varianza para la variable crecimiento radial de L. gongylophorus al dia

17 después de la siembra (mm)

GL SC CM FC p-valor
Tratamientos 3 5571,68 1857,23 1145,52** 000
Error 17 27,56 1,62
Total 20 5599,24

**: Diferencias altamente significativas (p<0,01)

. 1oo

€ A

£ 80

I 60

K

< 40 B BC c

g T

o 20

E 0

3 . T1(ThlVsL. T2 (Th27 Vs L. T3 (Th30 Vs L.

b Testigo

O gongylophorus) gongylophorus) gongylophorus)
M C. radial 78,00 33,20 31,67 30,29

Figura 4. Crecimiento radial de L. gongylophorus en el dia 17 después de la siembra.

Tratamientos con igual letra no difieren entre si (Tukey p<0,05)

Este comportamiento se debe principalmente a la competencia que ejerce Trichoderma spp.
frente a L. gongylophorus, ya que como enuncia Hernandez et al., (2015) la competencia
ocurre antes de que los micelios entren en contacto, ya que Trichoderma spp. inicia la

formacion de una barrera que al consolidarse, impide el crecimiento del fitopatogeno.

A nivel macroscopico se encontrd que las cepas Thl, Th27 y Th30 ejercieron un control en
el crecimiento de L. gongylophorus (Figura 5). Aqui cobra relevancia la capacidad
antibidtica que presenta Trichoderma spp. la cual fue demostrada por Howell y Stipanovic

(1983) quienes describieron un nuevo antibidtico presente en T. virens llamado glovirin,



que inhibid el crecimiento de oomicetes como Pythium ultimum y Phytophthora spp. y

tambien de las bacterias Bacillus thuringiensis y Pseudomonas fluorescens.

Figura 5. Prueba de antagonismo de Trichoderma spp. (Derecha) frente a L.
gongylophorus (lIzquierda) al dia 17. A: Testigo. B: Tratamiento 1 (Th1). C: Tratamiento 2:
(Th27). D: Tratamiento 3 (Th30)

El efecto causado por las cepas de Trichoderma spp. también se puede apreciar la Figura 6
que representa el crecimiento radial diario de L. gongylophorus en los tratamientos de
estudio. Se encontrd que desde el dia ocho, se detuvo totalmente el crecimiento del hongo
simbionte en los tratamientos que contienen el enfrentamiento con alguna cepa de
Trichoderma spp. Por lo tanto en una posible prueba directa en campo, Trichoderma spp.
tiene la capacidad de limitar el crecimiento del cultivo del hongo simbionte de la hormiga,
dado que el efecto causado por Trichoderma spp. como agente antagonico puede ser causa
a diferentes mecanismos de accion, competencia por el sustrato, micoparasitismo,
antibiosis, desactivacion de enzimas del patdgeno, entre otros (Infante et al., 2009) ademas
la capacidad de Trichoderma spp. es capaz de producir compuestos activos biolégicos a
consecuencia de su metabolismo secundario, lo cual incluye antibiéticos, moléculas de
regulacion de crecimiento en las plantas, compuestos toxicos, mutagenos,

inmunosupresores, y moléculas con otros efectos bioldgicos (Gomez et al., 2018).
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Figura 6. Crecimiento radial diario de L. gongylophorus (mm) para los tratamientos TO
(L. gongylophorus), T1 (L. gongylophorus vs cepa Thl), T2 (L. gongylophorus vs cepa
Th27), T3 (L. gongylophorus VS cepa Th30)

Crecimiento radial de las tres cepas nativas de Trichoderma spp.
Dia 8

Con respecto al crecimiento radial de Trichoderma spp. al dia ocho de la siembra de L.
gongylophorus (que corresponde al dia tres de siembra de las cepas de Trichoderma spp.),
existen diferencias altamente significativas (p<0,01) (Tabla 5). El tratamiento T3 (Th30)
obtuvo el mayor crecimiento radial con 48,29 mm frente a los demas tratamientos, mientras
que los tratamientos T1 (Thl) y T2 (Th27) no son estadisticamente diferentes con

promedios de 41,4 mm y 40,5 mm respectivamente (Figura 7).

Tabla 5. Andlisis de varianza para la variable crecimiento radial de las tres cepas de

Trichoderma spp al dia 8 después de la siembra (mm)

GL SC CM FC p-valor
Tratamientos 2 1,31 ,66 18,08** ,000
Error 15 55 ,04
Total 17 1,86

**: Diferencias altamente significativas (p<0,01)

La superioridad en el crecimiento radial de la cepa Th30 de Trichoderma spp. puede

deberse a factores propios de su genética, dado que Muthumeenakshi et al., (1994) encontro



una alta variabilidad intraespecifica el género Trichoderma en cuanto a sus caracteristicas
moleculares, y ademéas Hoyos et al. (2012) menciona la existencia de una variacion
genética dentro de dicho género que finalmente puede manifestarse en distinciones
morfologicas como velocidad de crecimiento, habilidad de asimilar diferentes tipos de

sustratos, y la produccion de un amplio rango de sustancias con propiedades antibioticas.
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Figura 7. Crecimiento radial de las tres cepas de Trichoderma spp. al dia 8 después de la

siembra. Tratamientos con igual letra no difieren entre si (Tukey p<0,05)

Dia 17

El crecimiento radial de Trichoderma spp. al dia 17 de la siembra de L. gongylophorus (que
corresponde al dia 12 de siembra de las cepas de Trichoderma spp.), existen diferencias
altamente significativas (p<0,01) (Tabla 6). Se obtuvo que, los tratamientos T3 (Th30) y T2
(Th27) no presentaron diferencias estadisticamente significativas con promedios de 79,14
mm y 79 mm respectivamente pero si difieren con el tratamiento T1 (Th1) el cual tiene el

menor promedio de crecimiento con 49 mm. (Figura 8)

Tabla 6. Andlisis de varianza para la variable crecimiento radial de las tres cepas de

Trichoderma spp. al dia 17 después de la siembra (mm)

GL SC CM FC p-valor
Tratamientos 2 3266,75 1633,38 221,01** ,000
Error 15 110,86 7,39
Total 17 3377,61

**: Diferencias altamente significativas (p<0,01)
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Figura 8. Crecimiento radial de las tres cepas de Trichoderma spp. al dia 17 después de la

siembra (mm). Tratamientos con igual letra no difieren entre si (Tukey p<0,05)

En la Figura 9 se tiene la curva de crecimiento diario de cada cepa de Trichoderma spp. en
la cual se observa que el crecimiento de la cepa Thl se detuvo Las diferencias en
comportamiento de Trichoderma spp. se debe a la existencia de una alta variabilidad
genotipica intraespecifica en la especie, a pesar de estar potencialmente limitado a su
capacidad de generar variacion debido a su reproduccion asexual. Dicha variacion dentro
de una poblacién de la misma especie puede generarse debido a diferentes mecanismos de
variabilidad genética como mutacion, recombinacion (sexual o asexual), flujo de genes en

las poblaciones (Checa et al., 2015)
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Figura 9. Crecimiento radial diario de las tres cepas de Trichoderma spp. (mm) para los
tratamientos T1 (L. gongylophorus vs cepa Thl), T2 (L. gongylophorus vs cepa Th27), T3
(L. gongylophorus VS cepa Th30)



Porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR)

Al evaluar el porcentaje de inhibicion de crecimiento se obtuvieron diferencias altamente
significativas (Tabla 7). Se encontro que el tratamiento T2 (Th27) con PICR de 59,4% no
difiere estadisticamente con el tratamiento T1 (Th1) y T3 (Th30) con un PICR de 57,4% y
61,2% respectivamente, sin embargo los tratamientos T1 y T3 tienen diferencias
estadisticas (Figura 10).

Tabla 7.Andlisis de varianza para la variable de porcentaje de inhibicion de crecimiento de
las tres cepas de Trichoderma spp. al dia 17 después de la siembra.

GL SC CM FC p-valor
Tratamientos 2 40,81 20,41 7,26 ** ,006
Error 15 42,14 2,81
Total 17 82,96

**: Diferencias altamente significativas (p<0,01)
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Figura 10. Porcentaje de inhibicion de crecimiento radial para los tratamientos de estudio.
Tratamientos con igual letra no difieren entre si (Tukey p<0,05)

La superioridad de PICR de la cepa Th30 de Trichoderma spp. sobre L. gongylophorus con
respecto a la cepa Thl, ademas de su mayor crecimiento radial al dia tres luego de sus
siembra con respecto a las demas cepas, indica que posee una mayor competencia por
espacio y por ello presenta un mayor PICR. Esta relacion entre velocidad de crecimiento
con el PICR, fue descrita también en un estudio similar realizado por Duarte et al., (2018)



quien obtuvo que en una prueba de antagonismo de T. asperellum contra Fusarium spp. las
cepas del antagonista que tenian una mayor velocidad de crecimiento radial manifestaban
mayores porcentajes de inhibicion de crecimiento del patdgeno.

Sin embargo, aunque hayan diferencias en el PICR de las cepas de Trichoderma spp, todas
manifestaron un control sobre el crecimiento del hongo simbionte. Castrillo et al. (2016)
reportd resultados similares en su prueba de antagonismo de T. koningiopsis frente a tres
aislados de L. gongylophorus en donde obtuvo que el biocontrolador ejercio un PICR entre
58 y 69% frente al hongo simbionte 72 horas despues de la siembra del antagonista y
ademas, todos los aislados de L gongylophorus detuvieron totalmente su crecimiento
cuando hubo contacto fisico entre los dos cuerpos fungosos. De igual manera, Silva et al.
(2006) hizo ensayos de antagonismo de T. harzianum, Escovopsis weberi CBS 810.71y E.
weberi A088 obteniendo un porcentaje de inhibicion de 75, 68 y 67% respectivamente. Por
lo tanto se infiere que efectivamente las tres cepas de Trichoderma spp. son capaces de
inhibir el crecimiento de L. gongylophorus.

Porcentaje de aceleracion de crecimiento

Para esta variable se presentaron diferencias estadisticas altamente significativas (p<0,01)
(Tabla 8). Los tratamientos T3 (Th30) y T2 (Th27) no mostraron diferencias estadisticas
entre si con promedios de 1,06% Yy 0,93% respectivamente, y ademas son superiores al
tratamiento T1 (Th1) que tiene un promedio de -61,2% (Tabla 9).

Tabla 8. Analisis de varianza para la variable de porcentaje de aceleracion de crecimiento

de las tres cepas de Trichoderma spp. al dia 17 después de la siembra (mm)

GL SC CM FC p-valor
Tratamientos 2 13993,06 6996,53 83,35 ** ,006
Error 15 1259,07 83,94
Total 17 15252,13

**. Diferencias altamente significativas (p<0,01)

Tabla 9. Porcentaje de aceleracion de crecimiento radial de las tres cepas de Trichoderma

spp. Tratamientos con igual letra no difieren entre si (Tukey p<0,05)



] Subconjunto (Tukey p>0,05)
Tratamientos

A B
T1 (Th1l Vs L. gongylophorus) -61,2488
T2 (Th27 Vs L. gongylophorus) ,9280
T3 (Th30 Vs L. gongylophorus) 1,0628

En la Figura 12 se observa la curva de variacion de la aceleracion de crecimiento de las tres
cepas de Trichoderma spp. en el enfrentamiento con L. gongylophorus. Cabe mencionar
que las tres cepas hicieron contacto con el hongo simbionte al tercer dia de su siembra (Dia
8 de la siembra de L. gongylophorus). Se observa una disminucion en la aceleracion de
crecimiento en las tres cepas de Trichoderma spp. en el dia en que hicieron contacto, a
partir de ese momento la cepa Thl continta una disminucion en su aceleracion y esta se
mantiene en valores negativos hasta la finalizacion del enfrentamiento, es decir que
posterior a su encuentro con L. gongylophorus, la cepa Th 1 desacelera su crecimiento hasta
detenerse totalmente. Lo contrario ocurre con la cepa Th27 en la que luego de sufrir una
fuerte disminucion en su aceleracion de crecimiento, esta muestra una rapida aceleracion
entre los dias 4 y 6 para luego mantenerse estable hasta el final de la evaluacion. Por otro
lado la cepa Th 30 aunque baja su aceleracién de crecimiento al dia 3, no es de tanta
magnitud como las cepas Thl y Th27 y posterior a esto, entre los dias 4 y 11 mantiene una
aceleracion progresiva hasta llegar al otro extremo de la caja Petri (Figura 12).
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Figura 11. Porcentaje de aceleracion de crecimiento de las tres cepas de Trichoderma spp
en los tratamientos T1 (L. gongylophorus vs cepa Thl), T2 (L. gongylophorus vs cepa
Th27), T3 (L. gongylophorus VS cepa Th30)

Este suceso tambien fue reportado por Roca et al. (2017) en su prueba de antagonismo de
cinco cepas de Trichoderma spp. frente a L. gongylophorus en donde afirma que el hongo
simbionte manifiesta una reaccion de defensa contra ciertas cepas del antagonista, sin
embargo al dia cinco del enfrentamiento, la mayoria de los aislados de Trichoderma spp.
habian superado las defensas y cubrieron totalmente el area de L. gongylophorus. Ademaés
la variacion el porcentaje de aceleracion de crecimiento de cada una de las cepas puede
variar de acuerdo a su adaptabilidad a las condiciones bidticas y abioticas especificas
(Dennis y Webster, 1971)

El hecho de que las cepas Th27 y Th30 de Trichoderma spp. continlen su crecimiento
luego del contacto con L. gongylophorus e incrementen su aceleracion, corresponde a su
capacidad de micoparasitismo, este proceso ha sido explicado por Chavez (2006) y
Antunes, (2015) quienes coinciden en que este evento es complejo que involucra un
estimulo quimico que indica la direccidn de crecimiento, el reconocimiento que se produce
por interacciones del lectin-carbohidrato, la adhesion y enrollamiento de las hifas de
Trichoderma spp. y el patégeno mediante procesos enzimaticos y actividad litica que
ocurre por la produccién extracelular de enzimas liticas principalmente quitinasas,
gluconasas y proteasas, las cuales degradan las células del patdgeno y ocurre la penetracion
de las hifas del antagonista. Este mecanismo de antagonismo ha sido evaluado sobre otros
hongos, Ojha y Chatterjee (2011) evaluaron el potencial micoparasitico de tres especies de
Trichoderma, T, harziaum, T. viride y T. hamatum, y obtuvieron que todas las especies de
Trichoderma eran capaces de producir enzimas liticas B-1,3 glucanasa y quitinasa
eficientemente, causando lisis en el micelio del patégeno debido al sobrecrecimiento y
penetracion del biocontrolador a través de las hifas del patogeno. Howell (2003) también ha
evidenciado este proceso de micoparasitismo frente a varias especies del genero Fusarium,

Sclerotirum rolsfii, entre otros.



Competencia por sustrato

Las cepas de Trichoderma spp. fueron clasificadas siguiendo el método descrito por Bell et
al., (1982) de acuerdo a su nivel de competencia por sustrato y antagonismo. Esta escala ha
sido ampliamente utilizada en varias investigaciones sobre el antagonismo de Trichoderma
spp frente a diversos patdgenos. (Martinez et al., 2008, Correa et al., 2007, Juniors et al.,
2013, ) La clase 1 es cuando Trichoderma spp. sobrecrece completamente al patdgeno y
cubre totalmente la superficie del medio, en esta clasificacion se ubica las cepas Th27 y
Th30 de los tratamientos T2 y T3 respectivamente, las cuales alcanzaron a cubrir la
totalidad del medio, la clase 2 corresponde a la cepa de Trichoderma spp. que sobrecrece al
menos 2/3 partes de la superficie del medio, en este caso ninguna cepa se ubica en esta
clasificacion, en la clase 3 tanto Trichoderma spp. y L. gongylophorus colonizan
aproximadamente la mitad de la superficie (mayor a 1/3 y menor a 2/3), en esta
clasificacion se ubica la cepa Thl del tratamiento T1, el cual alcanzd un porcentaje
promedio de 57,6% (Tabla 10).

Tabla 10. Clasificacion de las cepas de Trichoderma spp. segun la escala propuesta por
Bell et al. (1982).

Tratamiento Cepa del Promedio de Clase
controlador porcentaje de
cubrimiento (%)
T1 Thl 57,6 11
T2 Th27 100 I
T3 Th30 100 I

Bell et al. (1982) considera que una cepa de Trichoderma spp. para ser considerada como
antagonista debe tener estar en una clasificacion <2, pero no se considera altamente
antagonista si la clasificacion es >3. Por lo tanto las cepas Th27 y Th30 si pueden ser
consideras como cepas altamente antagonistas de L. gongylophorus, mientras que la cepa

Th1 no tiene el mismo potencial como biocontrolador del hongo simbionte.



El uso de estas cepas podria ser efectivo en el control de la hormiga arriera (Atta cephalotes
L.) ya que como menciona Della et al. (2014) la contaminacion por hongos micoparasitos
en los cultivos del hongo simbionte de la hormiga, es una alternativa interesante como
control bioldgico, en especial en pequefias colonias del insecto, reduciendo el uso de
pesticidas. Lo cual tambien es apoyado por Lépez y Orduz (2004 ) quienes probaron los
hongos Metarhizium anisopliae cepa M-137, T. viridae cepa T-26 y una combinacion entre
los dos en forma de cebos, comparando su efectividad de control con el producto quimico
Pirimifos Metil aplicado con insufladora encontrando que, la movilizacion de los cebos al
interior de los nidos no tuvo diferencias entre los cebos que se les habia inoculado
Trichoderma spp con los que no se les habia aplicado nada y ademas la mortalidad en los
nidos tratados con cebos inoculados con hongos biocontroladores estuvieron por encima del
80%, mientras que el tratamiento con Pirimifos Metil solamente alcanzé la muerte del 60%

de los hormigueros.

CONCLUSIONES
Todas las cepas de Trichoderma spp. ejercieron un control total en el crecimiento de L.
gongylophorus, dado que desde el dia en que los dos hongos entraron en contacto, el hongo

simbionte detuvo totalmente su crecimiento.

Las tres cepas nativas de Trichoderma spp. manifestaron diferentes caracteristicas en su
enfrentamiento frente a L. gongylophorus. Las cepas Th27 y Th30 mostraron un
micoparasitismo frente al hongo simbionte, llegando a cubrir totalmente el area de la caja
Petri, mientras que la cepa Th1l mostré detener su crecimiento luego de haber entrado en

contacto con L. gongylophorus.

Segun la escala de Bell las cepas nativas Th30 y Th27 son altamente antagonistas frente a
L. gongylophorus y se perfilan como posibles candidatos a ingredientes activos de

bioplaguicidas para el control de hormiga arriera.

RECOMENDACIONES
Se recomienda realizar estudios donde evalten las cepas Th27 y Th30 de Trichoderma spp

en campo donde se determine el momento de aplicacion, dosificacion, compatibilidad con



agroguimicos y otros agentes biologicos para confirmar la eficacia de estas cepas bajo

dichas condiciones en el biocontrol de la hormiga arriera.
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