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Resumen

El uso de hongos controladores para el control de hongos fitopatégenos actualmente se esta aplicando
ampliamente como parte del proceso de la agricultura organica, pero también para la comercializacion de
frutos de exportacién que estan expuestos a enfermedades fungicas que acarrean pérdidas cuantiosas.
En este trabajo, se tuvo como objetivo evaluar el control de Colletotrichum “agente causal de la antracnosis
en el fruto del mango (Mangifera indica L.)’ aplicando metabolitos de Trichoderma, para determinar
los porcentajes de inhibicion del crecimiento micelial y de la inhibicion de la germinaciéon de las
conidias de Colletotrichum sp. y del control de las lesiones de la antracnosis de Colletotrichum en el
fruto del mango. Se hicieron evaluaciones in vitro, aplicando antagonismo de los T. harzianum y T.
viride contra Colletotrichum sp. en pruebas duales, y solucién de metabolitos de los Trichoderma contra
suspensiones de conidias de Colletotrichum sp.; e in vivo, aplicando soluciones de metabolitos de los
Trichoderma sobre el fruto del mango infectado con Colletotrichum sp. En los resultados, se muestra
que los Trichoderma, in vitro, como indculo fungico y como solucion de metabolitos, inhiben
respectivamente el crecimiento micelial y la germinacion de conidias de Colletotrichum sp.
significativamente; e in vivo, como solucion de metabolitos sobre el fruto del mango, controlan la
antracnosis de Colletotrichum sp.; siendo la solucién de metabolitos de T. viride, el que ejerce un
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mayor control comparable al de un biocontrolador que puede ser empleado para controlar la antracnosis en
el fruto del mango, sobre todo de exportacion.

Palabras clave: Antagonismo, biocontrol, Colletotrichum, metabolitos fungicos, Trichoderma

Abstract

The use of controlling fungi for the control of phytopathogenic fungi is currently being widely applied as part of
the organic agriculture process but also for the marketing of export fruits that are exposed to fungal diseases
that cause significant losses. The objective of this work was to evaluate the control of Colletotrichum “causal
agent of anthracnose in mango fruit (Mangifera indica L.)” by applying Trichoderma metabolites to
determine the percentages of mycelial growth inhibition and germination inhibition of the conidia of
Colletotrichum sp. and control of Colletotrichum anthracnose lesions in mango fruit. In vitro evaluations
were made applying antagonism of T. harzianum and T. viride against Colletotrichum sp. in dual tests and
solution of Trichoderma metabolites against suspensions of Colletotrichum sp. conidia; and in vivo by
applying Trichoderma metabolite solutions on mango fruit infected with Colletotrichum sp. The results
show that Trichoderma, in vitro, as a fungal inoculum, and as a solution of metabolites, respectively inhibit
mycelial growth and conidia germination of Colletotrichum sp. significantly; and in vivo as a solution of
metabolites on the fruit of the mango control the anthracnose of Colletotrichum sp.; being the solution of
metabolites of T. viride the one that exerts a greater control comparable to that of a biocontroller that can be
used to control anthracnose in mango fruit, especially for export.

Keywords: antagonism; biocontrol; Colletotrichum; fungal metabolites; Trichoderma.

INTRODUCCION

El mango (Mangifera indica L.) es una planta tropical de hoja perenne perteneciente a la familia
Anacardiaceae. Es uno de los cultivos frutales de mayor importancia econémica a nivel mundial (Tovar-
Pedraza et al., 2019; Mirza et al., 2021), con produccién en la mayoria de paises tropicales y subtropicales
(Kamle et al., 2013). Entre 2021 y 2022, Peru fue el cuarto exportador de mango, a nivel mundial,
principalmente de los paises bajos, Estados Unidos y Francia, de las variedades Kent, Haden Keitt y Tommy
Atkins (PortalFruticola.com, 2022). El area sembrada de mango en el Peru es de aproximadamente 18 853
ha y las principales areas productoras son las regiones de Piura, Lambayeque y Ancash (Servicio Nacional
de Sanidad Agraria, 2022). La exportacion del fruto del mango es por via maritima y refrigerada; durante su
transporte y vida util en los puntos de venta es frecuente el desarrollo de diferentes pudriciones postcosecha,
principalmente la antracnosis (Sivakumar et al., 2021).

La antracnosis es una de las enfermedades postcosecha mas comunes que afectan al mango y es
causada por el hongo Colletotrichum (Luo et al., 2015; Lima et al., 2018; Mo et al., 2018; Tovar-Pedraza et
al., 2019; Valenzuela-Ortiz et al., 2022). Sus sintomas aparecen como manchas necréticas irregulares en
hojas, ramitas, paniculas y flores del mango (Mo et al., 2018; Tovar-Pedraza et al., 2019). Colletotrichum
spp. infectan la fruta del mango al producir apresorios que penetran la superficie de la fruta, permanece
en latencia en frutas inmaduras (Konsue et al., 2020). En la fruta madura se desarrollan lesiones de color
marron oscuro a negro; en condiciones de alta humedad, aparecen cuerpos fructiferos (acérvulos) de color
rosa anaranjado (Sivakumar et al., 2021), afectando la calidad y el valor econémico de la fruta (Sivakumar et
al., 2021), generando pérdidas en la produccion en un 30 a 60 %, y que puede llegar a un 100 % si se dan
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las condiciones 6ptimas para el patégeno (Li et al., 2019a).

La base del manejo de los problemas fitosanitarios postcosecha se centra en la aplicacién de fungicidas
quimicos, el mejoramiento de variedades mas resistentes a las enfermedades y practicas culturales (Khan et
al., 2020); sin embargo, el uso excesivo de fungicidas quimicos ha traido como consecuencia el desarrollo
de cepas fitopatdgenas resistentes, repercusiones en la salud humana y animal, contaminacion del medio
ambiente y afectaciéon a microbios benéficos (Ramirez — Vigil et al., 2020; Khan et al., 2020), por esta
razon, actualmente se esta dando atencién al control biolégico, porque no es contaminante del ambiente, no
perjudica al consumidor e inhibe el crecimiento de fitopatdgenos por competencia o por la produccién de
metabolitos (Ramirez — Vigil et al., 2020; Khan et al., 2020; Valenzuela — Ortiz et al., 2022).

Los hongos Trichoderma spp. pertenecen a la familia Hypocreaceae (Li et al., 2019b) y son los
agentes de biocontrol mas utilizados y efectivos (Filizola et al., 2019; Khan et al., 2020; de Zotti et al., 2020),
debido a que producen enzimas liticas degradadoras de la pared celular, colonizan las raices, compiten
por nutrientes, inducen la resistencia sistémica de plantas (Tamandegani et al., 2020; Hewedy et al., 2020),
producen un amplio repertorio de metabolitos antimicrobianos (Li et al., 2019b; de Zotti et al., 2020; Khan et
al., 2020; Tamandegani et al., 2020; Alfiky & Weisskopf, 2021; Zhang et al., 2021). Del mismo modo, estan
adaptados y extendidos en diferentes ecosistemas (Vos et al., 2015; Tamandegani et al., 2020) y habitan el
suelo y la rizésfera de las plantas de donde mayormente son aislados (Vos et al., 2015; Stracquadanio et al.,
2020; Mulatu et al., 2022).

Los metabolitos producidos por Trichoderma spp. son volatiles y no volatiles, productos del
metabolismo primario (fase logaritmica) y secundario (fase estacionaria) (Marques et al., 2018); los
secundarios son segregados cuando existen las condiciones minimas nutricionales y de gran interés por
su rol antimicrobiano (Khan et al., 2020; Alfiky & Weisskopf, 2021), de bajo peso molecular (Khan et al.,
2020), capaces de inhibir el crecimiento de fitopatdgenos (Stracquadanio et al., 2020), producidos en un
numero mayor a 100 (pironas, terpenos, esteroides, policétidos, péptidos no ribosomales, sideréforos,
gliotoxina, gliovirina y peptaibols (Mukherjee et al., 2012; Khan et al., 2020).

Segun Khan et al. (2020) citado por Zhang et al. (2021) Trichoderma sp. produce 45
metabolitos secundarios con actividad fungicida, y segun Li et al. (2019b) Trichoderma harzianum 32
metabolitos secundarios no volatiles de donde el compuesto trichodermina tiene actividad antifungica
contra Fusarium oxysporum, Colletotrichum lindemuthianum,  Colletotrichum  gloeosporioides,
Thanatephorus cucumeris, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea 'y Cochliobolus miyabeanus, y Trichoderma
viride, 17 nuevos antibioticos (peptaibols), un nuevo derivado de piranona (tricopirona) y 10
compuestos conocidos (bisvertinol, bislongiquinolida, trichodermanonas A — D, rezishanona, vertinolida,
tricodimerol y acido 2 — furancarboxilico con actividad fungicida.

La efectividad de la antibiosis por metabolitos secundarios no volatiles producidos por Trichoderma
spp. ha traido consigo el desarrollo de productos comerciales, como biofungicidas a base de
Trichoderma harzianum y Trichoderma viride, que son utilizados para controlar diferentes enfermedades en
varios cultivos (Ngo et al., 2021) por lo que en este trabajo se tuvo como objetivo evaluar el control de
Colletotrichum “agente causal de la antracnosis en el fruto del mango (Mangifera indica L.)”, aplicando
metabolitos de Trichoderma para determinar los porcentajes de la inhibicion del crecimiento micelial
(PIRG) y la inhibicién de la germinacion de las conidias de Colletotrichum sp., y el control de las
lesiones de la antracnosis de Colletotrichum en el fruto del mango, con el propdsito de conocer el potencial
biocontrolador de Trichoderma para su uso en el control y prevencion de enfermedades en el fruto del
mango sobre todo de exportacién causadas por Colletotrichum.
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MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de Trichodermay Colletotrichum

Los productos comerciales biofungicidas TRICHONOVA Trichoderma harzianum y Trichoderma
viride de Novagri S.A.C. fueron dos fuentes de inéculos, para el aislamiento de T. harzianum'y T. viride, en
la que cada una fue suspendida y agitada en agua destilada, sembrada en placas Petri de 60 x 15 mm con
agar papa dextrosa (PDA, 200 g de papa, 20 g de glucosa, 18 g de agar, 1 | de agua) (Zheng et al., 2021)
y antibidtico (50 mg ml™* de cloranfenicol) e incubada a temperatura de ambiente hasta que se observé
crecimiento micelial. Los cultivos fueron mantenidos a 4 °C. Los frutos de mangos de la variedad “Edwards”
con lesiones tipicas de antracnosis fueron la fuente de indculo para el aislamiento de Colletotrichum sp., que
se hizo de manera similar a los de Trichoderma.

Caracterizacion morfolégica de Trichodermay Colletotrichum
T. harzianum, T. viride y Colletotrichum sp. fueron sembrados en Agar papa dextrosa “PDA”, Agar

harina de maiz dextrosa “CMD” (40 g de harina de maiz, 20 g de glucosa, 18 g de agar, 1 | de agua) y
Agar sintético bajo en nutrientes “SNA” (1 g de KH2PO4, 1 g de KNOs, 0.5 g de MgSOs, 0.5 g de KCl, 0.2
g de glucosa, 0.2 g de sacarosa, 18 g de agar, 1 | de agua), e incubados a 25, 30 y 35 °C con fotoperiodo
de 12 horas luz y 12 horas oscuridad (Zhu et al., 2017; Qiao et al., 2018; Gu et al., 2020; Rodriguez et al.,
2021; Zheng et al., 2021) durante 72 horas. El crecimiento de las colonias fue evaluado macroscopicamente
midiendo el radio al final de la incubacién y cuando cubrié toda la superficie del medio de cultivo en la placa
Petri (Zheng et al., 2021); y microscopicamente a través de tomas fotograficas con ayuda de un microscopio
Leica DM 750, de una camara digital Leica ICC50E y de fuentes bibliograficas (Rifai, 1969; Bissett, 1991;
Chaverri & Samuels, 2003; Samuels et al.; 2012 & Bissett et al., 2015).

Obtencioén de las soluciones de metabolitos de T. harzianumy T. viride

Los Trichoderma fueron sembrados en placas Petri con Agar papa dextrosa durante 2 semanas a 25
°C para obtener las respectivas colonias fungicas. Estas sirvieron para extraer discos cilindricos con micelios
de los hongos desarrollados, inoculados en 300 ml de Caldo papa dextrosa, incubados en oscuridad a 25
°C durante 10 dias; y los micelios desarrollados filtrados con papel de filtro Whatman N°1 y con membrana
Millipore Merck (47 mm de diametro, 150 um de grosor y un diametro de poro de 0.22 um). Los filtrados como
solucion de metabolitos se almacenaron a —20 °C hasta su utilizacion (Joshi et al., 2016; Stracquadanio et
al., 2020).

Antagonismo por cultivo dual de Trichoderma sobre Colletotrichum

La capacidad antagonica de T. harzianum y T. viride sobre Colletotrichum sp. se probé mediante
la técnica de cultivo dual. Para ello, se utilizé el método de Pereira et al. (2021), como se describe a
continuacion: en cajas Petri de 90 x 15 mm con PDA, se confrontaron los antagonistas contra el patégeno,
colocando frente a frente un disco de 5 mm de diametro de micelio activo de cada uno de ellos, separados
a 6 cm aproximadamente, se incubaron a 25 °C en oscuridad. Se midié diariamente el crecimiento radial del
patoégeno. Los controles fueron placas con solo el patdgeno y se realizaron tres repeticiones. El porcentaje
inhibitorio del crecimiento radial (PIRG) se calculé utilizando la siguiente férmula (Garcia-Nunez et al., 2017;
De la Cruz-Quiroz et al., 2018; Stracquadanio et al., 2020):

PIRG%=___(Dc - Dy) x100
Dc
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Donde PIRG fue el porcentaje de inhibicion del crecimiento;
Dc, la tasa de crecimiento de Colletotrichum sp. (control);
Dt, la tasa de crecimiento del Colletotrichum sp. en presencia de Trichoderma.

Aplicacién de soluciones de metabolitos de Trichoderma para la inhibicion de la germinacion de las
conidias de Colletotrichum sp. y para el control de las lesiones de antracnosis de Colletotrichum sp.
en el fruto del mango

En placas Petri estériles de 60 x 15 mm, sin medio de cultivo, se depositd por separado 1000
Ml de solucion de metabolitos de T. harzianum y T. viride, y 50 ul de una suspensién de 10° conidias
ml™* de Colletotrichum. Las placas se incubaron a 25 °C, durante 24 horas; con ayuda de un microscopio
Leica DM750, se contaron 100 conidias entre germinadas y no para la determinacion del porcentaje de
germinacion de conidias (Galvez-Marroquin et al., 2022). La conidia se consideré germinada cuando su tubo
germinativo tuvo al menos 2 veces el diametro mayor de la conidia. Cada tratamiento tuvo tres repeticiones
y las placas testigo solo caldo papa dextrosa.

Los mangos de la variedad “Edwards” (3 frutos por tratamiento) fueron desinfectados superficialmente
con hipoclorito de sodio al 0.1 % por 10 minutos, sumergidos en la solucion de metabolitos de Trichoderma
e inoculados con 20 pl de 106 conidias ml' de Colletotrichum, en dos puntos diferentes, por fruto.
Posteriormente, estos fueron incubados en una camara humeda a 25 °C, humedad relativa de 85 % y con
un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad durante 15 dias. El tratamiento experimental fue
comparado con un testigo y un tratamiento quimico que fue el fungicida TEBUNOVA 25 EW, cuyo
ingrediente activo correspondié a Tebuconazol, con una concentracion de 2000 ug ml' (De los Santos-
Villalobos et al., 2012; Pelaez- Alvarez et al., 2016; Zapata-Narvaez et al., 2021 ).

Analisis estadistico

Los datos registrados fueron sometidos al analisis de varianza (ANOVA), para establecer las
diferencias entre los tratamientos y el orden de estos con la prueba de test LSD de Fisher (p < 0,05) utilizando
el software Rstudio version 4.1.2.

RESULTADOS

Caracterizacion macroscoépica y microscopica de Trichodermay Colletotrichum

El crecimiento de T. harzianum en los medios de cultivo fue optimo a 30 °C y lento a 35 °C. En el
PDA, su colonia a las 72 horas, con un fotoperiodo de 12 horas, tuvo un radio de 52.5 mm a 25 °C, 57.6 mm
a 30 °C y 45.4 mm a 35 °C, cubrio la placa después de 4 dias a 30 °C con un micelio aéreo abundante y
flocoso con una conidiacion abundante que cubri6 la placa a las 96 horas, sin pigmentos difundidos ni olor.
En el CMD, su colonia a las 72 horas tuvo un radio de 50.3 mm a 25 °C, 55.8 mm a 30 °C y 40.1 mm a 35 °C,
cubriendo la placa a los 4 dias a 25 °C con una conidiacion a las 72 horas, con bastantes pustulas grandes
de forma granular y polvorienta, de color verde glauco al inicio, que cambid a un verde oscuro, bordeado de
escaso micelio aéreo flocoso de color blanco grisaceo sin pigmento difundido ni olor. En el SNA, su colonia a
las 72 horas, tuvo un radio de 33.7 mm a 25 °C, 38.2 mm a 30 °C y 20.1 mm a 35 °C, cubrid la placa a los 6
dias a 25 °C con un micelio aéreo, escaso, con pocas pustulas grandes alrededor del punto de inoculacion,
de color verde glauco al inicio que cambi6 a un verde lima, sin pigmento difundido ni olor.

Los conidiéforos fueron hialinos, flexuosos y muy ramificados, con verticilos de 2 a 3, con una
estructura piramidal y con fialides ampuliformes a lageniformes, (8.4-)9.3 — 9.5(-12,3) x (2.1-)3.1 — 3.6(-4.7)
Mm (media = 9.6 x 3.4 ym); con una relacion longitud-ancho de fialide de (2.5-)2.7 — 3.1(-4.1) (media =

I94 Revista Ciencias Bioldgicas y Ambientales-RECIBYA; 1(1): 90-107



Sandoval Niebles et al.

2.97), con conidias subglobosas a obovoides o elipsoidales con (5.6-)6.5 — 6.6(-7.2) x (3.6-)3.8 — 3.9(-4.7)
Mm (media = 6.5 x 4.1 um), con una relacion largo-ancho de la conidia de 1.6 — 1.7 (media = 1.6), con
paredes lisas y delicadamente rugosas de un color verde palido. Clamidosporas abundantes, intercaladas y
terminales de (7.1-)8.2 — 8.8(-9.9) x (6.4-)7.9 — 8.4(-9.4) ym delicadamente rugosas, de forma subglobosa a
elipsoidales o piriformes y con pared hialina (Figura 1).

Figura 1
Trichoderma harzianum

10 pm

Nota: cultivo de 10 dias a 30 °C en PDA (A), en CMD (B), en SNA (C), (D y F); y conidiéforos con fidlides en CMD (D,
F), Clamidospora intercalada y terminal en SNA (E, G) y conidios (H).

El crecimiento de T. viride en los medios de cultivo fue éptimo a 25 °C y lento a 35 °C. En el PDA, su
colonia a las 72 horas, con un fotoperiodo de 12 horas, tuvo un radio de 68.5 mma 25 °C,57.4 mma30°Cy
39.8 mm a 35 °C, cubrio la placa después de 4 dias a 25 °C con un micelio aéreo abundante y denso con una
conidiacion abundante que cubrié toda la placa a las 96 horas y se desarrollé en varios anillos concéntricos
alternados de color verde y amarillo opaco, comenzando alrededor del punto de inoculacién, sin presencia
de pigmento difundido ni olor. En el CMD, la colonia a las 72 horas tuvo un radio de 50.1 mm a 25 °C, 45.7
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mm a 30 °C y 20.8 mm a 35 °C, cubriendo la placa a los 5 a 6 dias a 25 y 30 °C con una conidiacion a las 48
horas, con pustulas distribuidas regularmente en la placa de forma granular a polvorienta, de color blanco al
principio cambiando a un verde oscuro a partir del tercer dia, bordeado de escaso micelio aéreo sin formacion
de pigmento y sin olor. En el SNA, su colonia a las 72 horas tuvo un radio de 33.6 mm a 25 °C, 31.4 mm a 30
°Cy 10.1 mm a 35 °C, cubrié la placa a los 8 a 10 dias a 25 y 30 °C con un micelio aéreo escaso con pocas
pustulas compactas alrededor del punto de inoculacion, de color blanco grisaceo al principio tornandose
después a un verde oscuro, sin pigmento ni olor.

Los conidiéforos fueron hialinos, simples, piramidales y muy ramificados, con 2 a 3 fidlides terminales
lageniformes comunmente curvados a sinuosos, con menor numero rectos, con longitudes de (9.2-)10.5 —
11.1(-14.1) x (2.7-)3.2 — 3.5(—4.2) ym (media = 11.1 x 3.5 ym); con una relacion longitud ancho de fialide de
(3.0-)3.1 — 3.2(-3.4) (media = 3.2); con conidias globosas a subglobosas, con poca frecuencia ovoidales de
(3.3-)3.5—-3.8(-4.1) x (3.2-)3.3 — 3.4(-3.6) ym (media = 3.7 x 3.4 ym), con una relacion largo ancho de conidia
de 1.0 - 1.2 (media = 1.1), de paredes lisas y delicadamente rugosas de un color verde olivo. Clamidosporas
terminales, poco frecuente intercaladas, de (5.4-)7.1 — 7.8(-9.1) x (4.1-) 6.3 — 6.8(-7.3) uym, delicadamente
rugosas, de forma subglobosa y con pared hialina (Figura 2).

Figura 2
Trichoderma viride

Nota: Cultivo de 10 dias a 25 °C en PDA (A), en CMD (B), en SNA (C), y conidiéforos con fialides en PDA (D y E),
clamidospora intercalada y terminal en SNA (F, G) y conidios (H).
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El crecimiento de Colletotrichum sp. fue 6ptimo a 25 °C en PDA, con una colonia que cubrio la placa a los
10 dias con un micelio aéreo de color gris blanquecino en su inicio, que después cambi6é a un color gris
0OSscuro con unas pocas masas conidiales de color naranja brillante alrededor del punto de inoculacién. Sus
conidias fueron cilindricas con extremos ligeramente obtusos a redondeados, de (16.2-)17.3 — 17.7(-19.1) x
(4.3-)4.9 — 5.3(-6.2) ym (media = 17.5 x 5.3 pym), con una relacién largo ancho de la conidia de 3.3 — 3.5
(media = 3.4), de paredes lisas y hialinas (Figura 3).

Figura 3
Colletotrichum sp.

Nota: cultivo de 10 dias a 25 °C en PDA (A), conidias (B).

Inhibicion del crecimiento de Colletotrichum por Trichoderma en cultivo dual

Colletotrichum sp. fue inhibido en su crecimiento por antibiosis y por micoparasitismo por T. harzianum
(71.6 %) y T. viride (62.1 %). Los porcentajes de inhibicién no presentaron diferencias estadisticamente
significativas. La accién antagonica de los Trichoderma produjo destruccion del micelio de Colletotrichum
(Figura 4 A).

Inhibicion de la germinacién de las conidias de Colletotrichum por la soluciéon de metabolitos de
Trichoderma

Las conidias de Colletotrichum fueron inhibidas en su germinacion por los metabolitos de T.
harzianum (41.3%) y T. viride (42.2%). Los porcentajes de inhibicion no presentaron diferencias
estadisticamente significativas. El fungicida quimico Tebucanozol inhibié la germinacion de la conidias de
Colletotrichum en un 92.7% (Figura 4 B).
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Figura 4
Porcentaje de inhibicién
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Nota: (A) Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial radial de Colletotrichum sp. por T. viride y T. harzianum
en cultivo dual. (B) Porcentaje de inhibicion de la germinacion de conidias de Colletotrichum sp. por la soluciéon de
metabolitos de T. viride y T. harzianum y por el fungicida quimico Tebuconazol.

Control de las lesiones de la antracnosis de Colletotrichum en el fruto del mango por la solucién de
metabolitos de Trichoderma

La solucion de metabolitos de T. harzianumy T. viride y el fungicida quimico redujeron significativamente
la extension de los sintomas de la antracnosis de Colletotrichum en el fruto del mango, en comparacion
con el tratamiento control (Figura 5 C). Los diametros de las lesiones de Colletotrichum en el fruto del
mango, donde se aplico la solucion de metabolitos de T. harzianum y T. viride y del fungicida quimico no
presentaron diferencias estadisticamente significativas. Estos diametros con sus porcentajes de disminucion
en relacion al control respectivamente fueron 9.6 mm (<50%), 7.3 mm (55.9% )y 5.86 mm (64.6%), valores
estadisticamente diferentes (Figura 5 A) (Figura 5 BA ) (Figura 5 C).
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Figura 5
Control de las lesiones de la antracnosis de Colletotrichum en el fruto del mango por la solucién de
metabolitos de T. harzianum y T.viride y por el fungicida Tebuconazol
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Nota: (A) Diametro de las lesiones, (B) Porcentajes de control de las lesiones con diferencias estadisticas significativas;
(C) Patogenicidad de Colletotrichum sobre la superficie del mango: (a) en control, (b) con fungicida Tebuconazol, (c)
con solucién de metabolitos de T. viride, (d) con solucion de metabolitos de T. harzianum
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DISCUSION

Las caracteristicas macroscoépicas y microscopicas de T. harzianum y T. viride, provenientes del
producto comercial TRICHONOVA, coinciden en forma parcial con las reportadas por Bissett (1991), Chaverri
& Samuels (2003), Jaklitsch et al. (2006), Samuels et al. (2012) y Bissett et al. (2015). Es posible que las
diferencias encontradas se deban a que los métodos, pruebas y condiciones ambientales empleadas para
la caracterizacion difirieron con las empleadas en este trabajo, ademas que estos hongos son cepas que
tienen caracteristicas especiales, como producto comercial, que los diferencia del comun de las especies,
por lo que junto a la caracterizacion realizada es importante se haga la identificacion molecular mediante el
cédigo de barras de ADN para clasificar taxonédmicamente a estas dos cepas (Garcia et al., 2017; Cai &
Druzhinina, 2021). Para el caso de Colletotrichum, sus caracteristicas encontradas son similares a las
descritas por Sutton (1980); sin embargo, su identificacion a nivel de especie segun Cai et al. (2009) citado
por Yu et al. (2022) debe hacerse usando un enfoque polifasico y filogenia de multilocus junto con datos
morfoldgicos para la identificacion precisa de Colletotrichum spp.

La accién antifungica de T. harzianum y T. viride encontrado en este trabajo corrobora los reportes
de que estos hongos son agentes de biocontrol para numerosas enfermedades postcosecha; por eso, a
menudo son empleados como controladores biolégicos (John et al., 2010; Nguyen et al., 2016; Pereira et al.,
2021; Yuan et al., 2022), en funcion de los metabolitos secundarios y enzimas que producen que son de vital
importancia en aplicaciones agricolas (Salwan et al., 2019; Li et al., 2019b).

La accion antagonica de T. harzianum (71.6%) y T. viride (62.1%) de inhibicién del crecimiento
de Colletotrichum sp., por micoparasitismo, sin diferencia estadistica significativa, observada en este
trabajo corrobora el antagonismo y la presencia de uno de los mecanismos por el cual los Trichoderma
tienen en su capacidad antagonica contra hongos fitopatégenos (Guigén-Lopez et al., 2010). El porcentaje
de inhibicion producido por T. harzianum contra Colletotrichum sp. es un porcentaje significativo,
considerando que es un valor muy por encima de 50% (Savin-Molina et al., 2021), de 35.07% (Ayon et al.,
2020), que se encontrd contra Colletotrichum gloeosporioides, y cercano a 87.6% contra Colletotricum
sp. (Morales et al., 2020), y 78.3% contra Colletotrichum gloeosporioides (Lopez et al., 2022).

El porcentaje de inhibiciébn encontrado para T. viride contra Colletotrichum sp. es un
porcentaje similar al de 62% (Savin et al., 2021) que se encontré contra Colletotrichum gloeosporioides,
pero inferior al de 71.6% de T. harzianum evaluado en este trabajo; por lo cual T. harzianum aislado del
producto TRICHONOVA es un hongo que se deberia seguir investigando para optimizar su uso en el
biocontrol.

El porcentaje de inhibicion producido por T. harzianum contra Colletotrichum sp. es un porcentaje
significativo, considerando que es un valor muy por encima de 50% (Savin et al., 2021), y de 35.07% (Ayén
et al., 2020), que se encontrd contra Colletotrichum gloeosporioides, y cercano a 87.6% contra
Colletotricum sp. (Morales et al., 2020), y 78.3% contra Colletotrichum gloeosporioides (Lépez et al.,
2022).

El efecto de inhibicion de la germinaciéon de conidias de Colletotrichum sp. por aplicacion de la
solucion de metabolitos de T. harzianum (41.3%) y T. viride (42.2%), sin diferencia estadistica significativa,
menor al del fungicida Tebuconazol (92.7%), corrobora que la accion fungicida de los Trichoderma también
puede ser por metabolitos y que los porcentajes de inhibicion encontrados corresponden a este mecanismo,
que puede ser aumentado cuando el de parasitismo también interviene como en la prueba de
antagonismo por cultivo dual. Estos porcentajes de inhibicién de los Trichoderma son significativos en
comparacion a los de 21.33 % (T. harzianum) y de 32.37 % (T. viride) de inhibicién de la germinacion
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de conidias de Colletotrichum gloeosporioides (Nurbailis et al., 2019). Sin embargo, menores a los de
7112 % (por T. harzianum) de inhibicion de la germinacién de las conidias de Colletotrichum capsici,
donde se empled 2000 mg I"* de solucién de metabolitos (Rahman et al., 2011; Saber et al., 2017), y a los
de 100% de inhibicién de la germinacion de conidias de Colletotrichum sublineolum (por T. harzianum
WKY1 y WKY5) (Saber et al., 2017).

La solucién de metabolitos obtenidos, por su actividad fungicida, probablemente esta formada por
una diversidad de metabolitos. Se sabe que en las soluciones de metabolitos de Trichoderma, existen
varios metabolitos, que en T. harzianum se ha encontrado mas de 32 metabolitos secundarios con potencial
fungicida, uno de ellos fue la trichodermina que inhibe el crecimiento micelial y la germinacién de conidias de
Colletotrichum lindemuthianum y Colletotrichum gloeosporioides (Li et al., 2019b; Saber et al., 2017).

Los resultados obtenidos indicaron que el micoparasitismo y la produccién de metabolitos secundarios
por T. harzianum y T. viride fueron los mecanismos involucrados en la inhibicion del crecimiento micelial y
la germinacién de conidias de Colletotrichum sp. Esto se corrobora con el reporte que Trichoderma spp.
poseen mecanismos de accion que permiten el control del patégeno mediante la competencia por el
sustrato, el parasitismo, la antibiosis, la desactivacion de enzimas del patogeno, la penetracion y la
resistencia inducida (Landero et al., 2016).

El control de las lesiones de antracnosis de Colletotrichum en el fruto del mango por la solucién
de metabolitos de T. harzianum (<50%) y T. viride (55.9%), estadisticamente diferentes, corroboran la
capacidad fungicida que tienen estos Trichoderma. En la que T. viride, con mayor capacidad controladora,
estadisticamente similar al del fungicida TEBUCONAZOL (64.6 %), tuvo un valor ligeramente mayor al de
57 % ejercido por extractos de T. piluliferum que inhibieron el crecimiento de Colletotrichum museau en
banano (Costa et al., 2021); en la que T. harzianum con menor capacidad controladora tuvo un valor menor
al de 90 % a mas, ejercido por suspension de conidios de T. harzianum que inhibieron el crecimiento
de Colletotrichum gloeosporioides en frutos de aguacuate (Lopez et al., 2022).

Por estos resultados, es evidente que T. viride tiene un gran potencial para ser empleado como
biocontralador, aplicando sus soluciones de metabolitos para el control de la antracnosis en el fruto del mango.
Asimismo, se debe investigar también para el control de la antracnosis en el fruto del mango la aplicacion
de suspensiones de las conidias de los Trichoderma. Ruangwong et al. (2021) hacen mencion al éxito de
las aplicaciones de suspensiones conidiales de Trichoderma spp. en el control de diversas
enfermedades por hongos en las plantas, que sumergiendo chiles en una suspension conidial de
Trichoderma koningiopsis PSU3 — 2 se limit6 la infeccion de Colletotrichum gloeosporioides y se pudo
controlar la antracnosis.

CONCLUSIONES

La aplicacion de soluciones de metabolitos de T. harzianumy T. viride ejercen accidn biocontroladora
antifungica; cuando son aplicados in vitro, como in6culo fungico, y como solucion de metabolitos, inhiben
respectivamente el crecimiento micelial y la germinacion de conidias de Colletotrichum sp. significativamente;
e in vivo, como solucion de metabolitos sobre el fruto del mango, controlan la antracnosis de
Colletotrichum sp.; siendo la solucion de metabolitos de T. viride, el que ejerce un mayor control
comparable al de un biocontrolador que puede ser empleado para controlar la antracnosis en el fruto del
mango, sobre todo de exportacion.
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