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RESUMEN

on el propésito de mejorar las condiciones en el establecimiento de plantulas de mora pro-
ducidas in vitro, se evalué un bioplaguicida a base de Trichoderma koningiopsis (Th003) a una
concentracion de Ix10° conidios.mL' en dos frecuencias de aplicacion, una cada siete dias y otra
cada |4 dias desde el momento de la siembra, como parte del proceso de endurecimiento utili-
zando turba como sustrato. Las variables evaluadas fueron peso fresco y peso seco. De acuerdo
con los resultados obtenidos se selecciono la aplicacion del bioplaguicida cada 14 dias, con el cual
se obtuvieron los mayores valores de peso seco promedio (0.22 g.) con mas del 46.6% y 33.3%
en produccion de biomasa respectivamente con relacion al testigo (0.15 g.) y con la aplicacion del
bioplaguicida cada 7 dias (0.17 g.), este Ultimo tratamiento solo presenté un 13.3% de aumento en
biomasa con relacion al testigo. Asi mismo se observo mejor establecimiento, desarrollo y vigor
de las plantulas reflejado en el crecimiento del sistema radicular, tallos y hojas.
El resultado obtenido evidencio que la aplicacion del bioplaguicida a base de T. koningiopsis
(Th003) en plantulas de mora producidas in vitro presenté efectos benéficos en su crecimiento y
adaptabilidad al sustrato.

PaLABRAS cLAVE: Rubus glaucus, Trichoderma koningiopsis, bioplaguicida, promocion de crecimiento,
produccion limpia.

INTRODUCCION

Una estrategia para el manejo de los problemas fitosanitarios en un programa de agricultura sos-
tenible, es el control bioldgico, utilizado de manera integral con las diversas practicas culturales
usadas en el manejo del cultivo. El uso de buenas practicas para la produccién de la mora es un
requisito indispensable para su comercializacién y para la apertura de nuevos mercados. Dentro
de ese contexto, la implementacion de sistemas de produccion de semilla de alta calidad que
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asegure la sanidad del cultivo, es un paso esencial para la produccion limpia, siendo el control
biolégico uno de los elementos principales.

El control biologico de los agentes patdgenos de las plantas se define como la reduccion
del inoculo de un agente patdgeno o de su actividad patogénica mediante la utilizacion de uno o
mas organismos diferentes al hombre (Baker, 1987). Los microorganismos biocontroladores han
demostrado ventajas frente al uso de moléculas quimicas ya que no generan riesgos para el medio
ambiente; no son toxicos; no presentan problemas de residualidad y, en muchos casos, la eficacia
demostrada ha sido comparable a la de otros productos quimicos recomendados (Van Lenteren,
2000, Shtienberg y Elad, 2002).

Ciertos agentes biocontroladores como Trichoderma spp. utilizan varios mecanismos de
accion para controlar un agente patogeno.

Diferentes autores han atribuido el fenomeno de control del micoparasitismo y a la
capacidad de este antagonista para producir toxinas. Dicho fenémeno ha explicado el control
ejercido por diferentes cepas contra Rhizoctonia solani y Sclerotinia americana (Weinding, 1934),
Phytophtora spp. (Howel y Stipanovic, 1980), Pythium ultimum (Lumsden et al., 1992), entre otros.
Otros autores han atribuido el fenomeno de control a la competencia del hongo por espacio y
nutrientes y particularmente por la habilidad de algunas cepas para colonizar la rizosfera (Howel
et al, 2000; Harman, 2001). Recientemente, se ha evidenciado que el fenémeno de control de
diversos agentes patogenos depende de la produccion de enzimas liticas de Trichoderma spp. del
tipo quitinasas y glucanasas. Estas enzimas demuestran capacidad para romper los polisacaridos
quitina y B-glucanos, constituyentes de la pared de los agentes patogenos que le confieren rigidez
a su pared celular (Howell, 2003). Esta accion enzimatica ha sido descrita en la interaccion ce-
bolla- Sclerotium cepivorum - T. koningii (Metcalf y Wilson, 2001). Igualmente, Lorito et al. (1998),
transfirieron el gen que codifica una endoquitinasa de T. harzianum en tabaco y papa y obtuvieron
en estas plantas una resistencia de amplio espectro contra diferentes agentes patogenos. Otro
concepto interesante con relacion a la accion de la enzimas de Trichoderma spp. es descrito por
Elad y Kapat (1999), quienes demostraron que la proteccion conferida por T. harzianum contra
B. cinerea en frijol se debe, principalmente, a la produccion de proteasas que inactivan las exo y
endopoligalacturonasa, pectin-metilesterasa, pectato liasa poligalacturonasa, celulasa y cutinasa
del agente patogeno. El principal rol fue atribuido a una cistein proteasa (Elad, 2000).

Del mismo modo, la induccion de resistencia en la planta hospedera es otro mecanismo
que ha sido demostrado en plantulas de cohombro en las que, después de la inoculacion con T. har-
zianum se observo aumento de las actividades de peroxidasa y quitinasa, asi como acumulacion de
calosa (Yedidia et al.,, 1999). Posteriormente, en la misma interaccion se demostré que la inoculacion
con T. harzianum inducia diferentes proteinas relacionadas con la patogénesis dentro de las que se
destacan hidrolasas (Yedidia et al., 2000). Un estudio similar demostré que, al inocular semillas de
algodon con T. virens o con sus filtrados de cultivo, se estimula en las raices de las plantulas, la sinte-
sis de altas concentraciones de terpenoides altamente inhibitorios de R. solani (Howell et al., 2000).
También se demostro que, al aplicar T. harzianum en sitios espacialmente separados de aquel en el
que se inoculaba B. cinerea se logra entre un 25 y un 100% de reduccion de la enfermedad en tomate,
lechuga, pimenton, frijol y tabaco. Este efecto se relaciono con la induccién de resistencia sistémica
lo cual ha sido igualmente demostrado cuando se usa una cepa de T. hamatum en rabanos (Krause
et al., 2003), y en pepino (Khan et al,, 2004) y una cepa de T. harzianum contra Phytophtora capsici en
pimiento. En este Ultimo se observo acumulacion de capsidiol (Sid Ahmed et al, 2000).

Un efecto de Trichoderma que también podria tener un rol en el control ejercido contra
diferentes elementos patdgenos es la estimulacion del crecimiento vegetal, ya que este microor-
ganismo tiene la habilidad de incrementar la tasa de crecimiento y desarrollo de las plantulas, en
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especial del sistema radical. Este efecto estimulante de crecimiento causado por Trichoderma ha
sido demostrado al aplicae T. harzianum en plantulas de pepino, lo cual se atribuye a la penetracion
del biocontrolador dentro de las raices y el control de agentes patogenos en la rizosfera. Esta
respuesta ha sido descrita por Ahmad y Baker (1987) en cultivos de pepino, arveja, tomate y ra-
bano, y, ademas, Windham et al. (1986) en tabaco y tomate, entre otros autores. Se han sugerido
algunas explicaciones a este fendmeno que involucran desde la inhibicion y alteracion de la micro-
flora normal de las raices, la produccion de sustancias estimuladoras del crecimiento (factores de
crecimiento Yy fitohormonas) y la liberacion de nutrientes en el suelo (Yedidia et al., 1999).

En el Laboratorio de Control Biologico del Centro de Biotecnologia y Bioindustria de
CORPOICA (CBB), se realizan diferentes investigaciones que han permitido aislar, seleccionar,
producir, formular y evaluar microorganismos nativos altamente eficaces en el control de agentes
fitopatogenos. Es el caso del hongo nativo T. koningiopsis (aislamiento Th003) con el cual se ha
obtenido entre 70% y 100% de control en los siguientes patosistemas: R. solani en frijol (Cotes,
1993); P. splendens en frijol y pepino (Cotes et al., 1996); R. solani y Fusarium oxysporum f.sp. lyco-
persici en tomate (Cotes et al., 2001); B. cinerea y Oidium sp. en tomate (Moreno, 2003); Sclerotinia
sclerotiorum en lechuga y Alternaria dauci en cilantro (Villamizar et al., 2004). Dichos modelos han
involucrado actividades a nivel de laboratorio, pruebas experimentales bajo condiciones contro-
ladas en invernadero y a nivel de cultivos comerciales, en campo abierto e invernadero.

A este aislamiento no solamente se le ha atribuido una accion directa en el control de
fitopatogenos en la interaccion tomate - F. oxysporum (Cotes, 2001), sino un efecto de induccion
del crecimiento vegetal (Cotes et al., 2001) y un efecto en induccion de respuestas de defensa en
las plantas (Cotes et al., 1996; Cotes et al., 2001).

A partir de este aislamiento se ha desarrollado en CORPOICA un bioplaguicida micro-
biano el cual consiste en un granulado dispersable que puede ser aplicado directamente al suelo o
dispersado en agua y se utiliza para el tratamiento de semillas y sustratos de siembra, ya que pue-
de ser empleado con equipos comunes de aspersion. El presente articulo muestra los resultados
obtenidos con el bioplaguicida a base de T. koningiopsis (Th003) en material de mora seleccionado
participativamente con agricultores de Silvania (ver articulo Espinosa et al., de esta compilacion).

MATERIALES Y METODOS

Se evallo el efecto de la aplicacion de un bioplaguicida granulado a base de T. koningiopsis Th003
(Figura 1) sobre la promocion de crecimiento vegetal en plantulas de mora de las accesiones
Monteloro, Monterrico y Sin Espinas seleccionadas de acuerdo a criterios participativos con agri-
cultores de Silvania y propagadas in vitro en el Laboratorio de Micropropagacion de Plantas del
CBB (ver articulos Espinosa et al. y Valderrama et al. de esta compilacion, Figura 2).

Ocho dias previos al transplante de las plantulas de mora, se humedecio segln la capacidad
del campo, el sustrato de siembra (turba) con una suspension del producto granulado Th003 a una
concentracion de Ix10¢ conidios.mL"!, con el fin de establecer el antagonista en el sustrato. Previo
al transplante, las plantulas de 28 dias in vitro, de las tres accesiones mencionadas se sumergieron
en una suspension de Th003 a igual concentracion (Figura 3). Se realizaron tres tratamientos: un
primer tratamiento (testigo) consistio en plantulas sembradas en sustrato humedecido a capacidad
de campo con agua de la llave y dos tratamientos con sustrato humedecido con una suspension del
bioplaguicida Th003 a una concentracion de 1x10¢ conidios.mL"'. Estos Ultimos se diferenciaron en
las aplicaciones de refuerzo del bioplaguicida, realizadas cada siete dias durante un mes y aplicacio-
nes de refuerzo cada catorce dias durante un mes en el proceso de endurecimiento.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Al evaluar el peso seco promedio de las plantas, se encontraron diferencias significativas entre el
peso seco de las plantas tratadas con el bioplaguicida granulado de Th003, aplicado en el momen-
to del transplante, con una frecuencia de 14 dias, respecto a los demas tratamientos. Presentaron
un peso seco promedio de 0.22 gramos con mas del 46.6% en la produccion de biomasa respecto
al testigo 33.3% (0.15 g.) y con la aplicacion del bioplaguicida granulado cada 7 dias (0.17 gramos)
(Figuras 4y 5).

El peso seco entre plantulas con aplicacion del bioplaguicida granulado aplicado al mo-
mento del transplante cada 7 dias durante un periodo de 28 dias (0.17 g.) y el testigo absoluto
(0.15 g.), no presento diferencias significativas (Figura 5). Sin embargo, cuando las plantulas fueron
tratadas con el bioplaguicida cada 14 dias, durante la fase de endurecimiento, se adaptaron mejor
y presentaron los mayores valores de peso seco promedio con relacion a los demas tratamientos
(Figuras 4 y 5). En las plantas correspondientes al testigo se observé menor crecimiento y de-
sarrollo del sistema radicular, tallos y hojas, ademas de hojas secas y clordticas debido al estrés
ocasionado al retirarlos del contenedor y del medio de crecimiento.

Con la aplicacion de T. koningiopsis, las plantas presentaron una mejor tolerancia y adapta-
bilidad al sustrato y se observaron efectos benéficos en el crecimiento y desarrollo de las plantas
respecto al control (Figuras 4 y 5).

CONCLUSION

La aplicacion del bioplaguicida a base de T. koningiopsis (Th003) en plantulas de mora producidas
in vitro produjo efectos benéficos en su crecimiento y adaptabilidad al sustrato.
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FIGURAS

A

Figura 1. A. Observacion microscopica de T. koningiopsis (40x). B. Producto granulado a base de T.
koningiopsis (Th003).

Figura 2. Plantulas de mora
producidas in vitro.

Figura 3. Plantulas de mora in vitro
sumergidas en una suspension |
de un bioplaguicida a base de |
T. koningiopsis (Th003) a
una concentraciéon de 1x10°
conidios.mL".
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Figura 4. Comparacién de plantulas de mora del genotipo Monteloro producidas in vitro e inoculadas con
T. koningiopsis Th003. La aplicacion se hizo al momento del transplante y cada siete dias
(Th003 7 dias) y al momento de transplante y cada catorce dias (Th003 14 dias). Evaluacién
después de 35 dias post-transplante.
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Figura 5. Peso seco promedio de plantulas de mora producidas in vitro inoculadas con T. koningiopsis
Th003 (evaluacion a los 35 dias). La aplicacion se hizo al momento del transplante y cada siete
dias (Th003 7D), o al momento de transplante y cada catorce dias (Th003 14D). Valores con
letras distintas difieren significativamente entre si, conforme a Kruskal Wallis, LSD. (0=0.05).
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