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RESUMEN

El control bioldgico a través del uso de microoganismos con potencial antagonico es de
interés general, teniendo cierta inclinacion por el género Trichoderma, el cual ha
demostrado tener capacidad para el control de muchos patdégenos. Sin embargo, el género
comprende a especies que estdn muy estrechamente relacionadas unas de otras, lo que
motivo a realizar esta investigacion para evaluar el antagonismo de Trichoderma
asperellum y T. harzianum y su influencia en la produccion de micotoxinas in vitro sobre
aislados de Colletotrichum, Aspergillus y Penicillium. Los microorganismos fueron
sembrados en cultivo dual en medio PDA e incubados a 25 °C. La evaluacion de la
interaccion fue empleando una escala de Skidmore y Dickinson. Para la caracterizacion
bioldgica se emple6 el método de siembra de Pitt y Hocking, y, finalmente, la deteccion
de la capacidad toxigénica se usd la técnica de cromatografia en capa fina. Los datos
fueron sometidos a un analisis de varianza y una comparacion de medias por la prueba de
Tukey. Los resultaron mostraron a 7. harzianum como uno de los aislados con la mayor
capacidad de colonizacion y la influencia en la produccion de micotoxinas dependi6 de

la especie de Trichoderma y la cepa toxigénica.

Palabras claves: Antagonismo; Antibiosis, Cultivo dual; Fitopatégeno; Micotoxina;

TLC.
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ABSTRACT

Biological control using microorganisms with antagonistic potential is of general interest,
having a certain inclination for the genus 7richoderma, which has shown its ability to
control many pathogens. However, the genus includes species that are very closely related
to each other, which motivated us to carry out this research to evaluate the antagonism of
Trichoderma asperellum and T. harzianum and its influence on the production of
mycotoxins in vitro on Colletotrichum isolates, Aspergillus and Penicillium. The
microorganisms were sown in dual culture in PDA medium and incubated at 25 °C. The
evaluation of the interaction was using a Skidmore and Dickinson scale. For the biological
characterization the Pitt and Hocking sowing method was used, and, finally, the detection
of the toxigenic capacity was used the thin layer chromatography technique. The data
were subjected to an analysis of variance and a comparison of means by Tukey's test. The
results showed T. harzianum as one of the isolates with the highest colonization capacity
and the influence on mycotoxin production depended on the Trichoderma species and the

toxigenic strain.

Keywords: Antagonism; Antibiosis, Dual culture; Phytopathogen; Mycotoxin; TLC.
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I.  INTRODUCCION

La calidad y el rendimiento de muchos cultivos en cosecha y postcosecha se ven
influenciada por diversos factores entre los cuales destacan las enfermedades. Los
métodos de control a emplear varian de acuerdo con la naturaleza de los patosistemas y
puede ser cultural, quimico, fisico entre otros, siendo el quimico el mas utilizado por su
eficiencia (Nazarov et al., 2020). Sin embargo, este tipo de control presenta problemas
como la resistencia de los patdgenos y alteracion de los ecosistemas. El control bioldgico
es una estrategia de control menos impactante y es amigable con el medio ambiente.
Dentro de este tipo de control se destaca el uso de hongos del género Trichoderma,
conocido desde antes de 1920 por su capacidad como controlador biolégico sobre
diversos patdgenos (Harman, 2006). Este género también es utilizado en control de
plagas, promocion del crecimiento de plantas y biorremediacion. Los mecanismos por los
que actlia son la antibiosis, el micoparasitismo, la competencia por nutrientes y espacio,

inducciodn de resistencia, entre otros (Harman et al., 2012; Verma et al., 2007).

La capacidad antagonica puede variar de acuerdo con el tipo de patdégeno y la especie de
Trichoderma. Por ejemplo, el porcentaje de inhibicion de sintomas en el caso de
Trichoderma asperellum frente al causante la pudricion del tallo del maiz, Fusarium sp.
es de 71%, dependiendo del aislado de Trichoderma (Li et al., 2016). Celis-Perera et al.
(2021) encontraron 100% de inhibicion in vitro del crecimiento micelial de Fusarium
equiseti 'y de 100% de inhibicion de esporulacién y germinacion de conidios de
Colletotrichum cassiicola, Alternaria alternata y F. equiseti cuando expuestos a

Trichoderma asperellum.

La eficiencia y tipo de patogenos mas susceptibles a la inhibicion depende de la especie
del agente de control biologico Legesse y Alemu. (2021) estudiaron el nivel in vitro de
inhibicion micelial de Trichodernma harzianum y Trichoderma viride sobre Fusarium
xylarioides patdgeno causante del marchitamiento en el café. T viride fue el mas eficiente
con 63.6% de inhibicion. Amin et al. (2010) también encontré que 7. viride fue el mas
eficiente en el control in vitro de F. xylarioides, con inhibicion micelial de 41.88%,
ademads de 30.58% de inhibicidon micelial y 65.65% en produccion de esclerocios para
Rhizoctonia solani. Los metabolitos de 7. viride redujeron también de forma considerable
la produccion de esclerocios de Sclerotium rolfsii y Sclerotinia sclerotiorum. El maximo

porcentaje de inhibicion del crecimiento vegetativo de Colletrotichum capsici y

25



Alternaria brassicicola se registr6é con T. viride, mientras que 7. harzianum presentd el

maximo inhibicion de 37.16% del crecimiento de micelio de Helminthosporium oryzae.

Trichoderma harzianum y Trichoderma asperellum han demostrado accidon sobre
Colletotrichum truncatum, un patégeno que causa antracnosis en Capsicum annuum,
llevando a la reduccion de las lesiones. Ademas, se ha encontrado que inducen resistencia
sistematica en la planta, la produccion de enzimas de defensa y de compuestos como los
fenoles (Yadav et al., 2021). T. harzianum también tiene efecto antagonista in vitro sobre
Fusarium oxysporum, F. ipomoeae, F. solani, Penicillium citrinum, P. rotoruae,
Aspergillus goingii, Mucor variicolumellatus y F. oxysporum, causantes de enfermedades
en postcosecha a nivel de raiz en camote (Paul et al., 2021). Algunas cepas de T.
harzianum presentan inhibicion de hasta 80% de la podredumbre de los citricos
ocasionada por Penicillium digitatum, Alternaria alternata y Colletotrichum

gloeosporioides (Ferreira et al., 2020).

Las micotoxinas son metabolitos secundarios, o sea, que no son esenciales para la
sobrevivencia de los hongos toxigénicos. Los géneros de hongos filamentosos que pueden
producir micotoxinas de importancia o preocupacion en la agricultura son,
principalmente, Aspergillus, Penicillium, Alternaria y Fusarium (Cheung et al., 2004).
La investigacion cuyo objetivo fue desarrollar un ensayo de PCR multiplex para encontrar
y cuantificar diversidad de especies de hongos productores de toxinas. La evaluacion in
silico determind amplificaciéon en mas de 40 especies de Aspergillus, 23 especies de
Fusarium y 32 especies de Penicillium, asi como otras 64 géneros de hongos (Suanthie
et al., 2009). Trichoderma ademas presenta antagonismo sobre Aspergillus flavus y se
han encontrado aislados de Trichoderma que reducen de forma significativa la

produccion de aflatoxinas B1 (Ren et al., 2022).

En el pais, no siempre es posible conseguir las cepas de las instituciones gubernamentales
encargadas por la investigacion y comercializacion de estos. Ademas, a pesar de haber
avances en el conocimiento y uso de controladores bioldgicos, todavia falta mucho por
hacer. Recientemente, como parte de investigaciones de tesis patrocinadas por proyectos
de investigacion, se ha conseguido una coleccion de aislados de Aspergillus y Penicillium
de frutos y granos de café de Jaén y Rodriguez de Mendoza y se ha detectado la capacidad
de algunos de ellos para producir toxinas (Davila-Garcia, 2023; Gaslac-Culqui, 2022),

una caracteristica que se suma a la variabilidad caracteristica de los aislados y que pone
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en evidencia un tema poco estudiado en la mayoria de los paises de Sudamérica. También
se han conseguido aislados de Colletotrichum de frutos de rocoto y mango. En este ultimo
caso, se encontr6 que la especie es C. asianum y corresponde al primer reporte de
confirmacion de la presencia de esta especie en el pais (Vilcarromero-Ramos et al., 2022).
El estudio de estos aislados de manera general y la busqueda de formas de control, en
vista de su naturaleza patogénica, se reviste de importancia. Teniendo en cuenta todo esto,
se buscod evaluar el anatagonismo de Trichoderma asperellum y T. harzianum y su
influencia en la produccidon de micotoxinas in vitro sobre aislados de Colletotrichum spp.,
Aspergillus spp. y Penicillium spp. Con la determinacion del porcentaje de la inhibicion
del crecimiento, esporulaciéon y germinacion de los patogenos por 7. asperellum y T.
harzianum y viceversa, y el efecto de 7. asperellum y T. harzianum en la produccion de

toxinas por cepas toxigénicas de Aspergillus y Penicillium.
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II. MATERIAL Y METODOS

2.1. Lugar de estudio

El lugar de realizacion de la investigacion fue esencialmente en el area de diagndstico de
enfermedades de plantas, mas conocido como Clinica Fitopatologica, ubicado en el
Laboratorio de Investigacion en Sanidad Vegetal (LABISANV) o de Entomologia y
Fitopatologia. El andlisis de la deteccion e identificacion de las toxinas fue realizado en
el area de cromatografia del Laboratorio de Fisiologia y Biotecnologia Vegetal
(FISIOBVEG). Ambos hacen parte del Instituto de Investigacion para el Desarrollo
Sustentable de Ceja de Selva (INDES-CES) de la Universidad Nacional Toribio
Rodriguez de Mendoza de Amazonas (UNTRM-A).

2.2. Obtencion del material biologico

Las cepas de Trichoderma harzianum y Trichoderma asperellum fueron obtenidas del
INDES-CES. Estas fueron mantenidas a una temperatura de aproximadamente 5 °C en
forma de propagulos adheridos a papel filtro dentro de frascos de vidrio que contenian
silica gel. Para la reactivacion se sembraron los fragmentos de papel de filtro en medio
papa dextrosa agar (PDA) con antibidticos. Las placas de Petri fueron puestas a incubar
a 25 °C en oscuridad y posteriormente los hongos fueron repicados a otras placas de Petri

y mantenidas a lo largo del experimento.

Los hongos patdgenos fueron obtenidos de la coleccion de aislados de la Clinica
Fitopatologica. Estos se describen a continuacién con sus respectivos acrénimos,
escogidos arbitrariamente para facilitar su identificacion: Colletrotichum sp. recolectado
en Molinopampa-Amazonas a partir de frutos de rocoto (CR), C. asianum aislado en
Balsas a partir de frutos de mango (CM), Aspergillus sp. seccion Nigri toxigénico de
Lonya Grande (AT1), Aspergillus sp. seccion Circumdati toxigénico de Rodriguez de
Mendoza (AT2), Aspergillus sp. no toxigénico de Rodriguez de Mendoza (ANT),
Penicillium sp. toxigénico (PT1), Penicillium sp. toxigénico (PT2), Penicillium sp. no
toxigénico de Rodriguez de Mendoza (PNT). Todos los aislados de Aspergillus y
Penicillium fueron obtenidos a partir de granos de café (Coffea arabica) almacenados de
la variedad Catimor. La identificacién y caracterizacion biologica de todos ellos fue

realizada en anteriores investigaciones y su identificacion molecular estd en proceso,
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como parte de investigaciones independientes, con excepcion de C. asianum que ya fue
reportado (Vilcarromero-Ramos et al., 2022). Todos estos aislados fueron conservados a
5 °C en silica gel (Si0O.) contenida en tubos o en agar semiliquido cuya preparacion se

indica a continuacion.

2.3. Caracterizacion del material biologico

Se utilizé el procedimiento y claves dicotomicas de Pitt y Hocking (2009) como se
describe a continuacion. Con una aguja de inoculacién previamente flameada y en
condiciones asépticas se extrajo una pequefia porcion de micelio del borde de las colonias
y se la depositd en un microtubo de centrifuga de polipropileno de 1.5 ml conteniendo
agar semiliquido (0.2%) y Tween® 20 (polisorbato 20 o monolaurato de
polioxietilensorbitano). Los tubos se agitaron vigorosamente por aproximadamente 12 s
y luego se hizo un microspin por 3 s, tiempo suficiente para recuperar el contenido en el
fondo del tubo. Con un asa bacterioldgica se sembro ese inoculo en placas de Petri
conteniendo medio Agar Czapek Extracto de Levadura (CYA), Agar Extracto de Malta
(MEA) y Agar 25% Glicerol Nitrato (G25N). La siembra se realiz6 por triplicado en cada
placa de Petri que fue de 90 mm x 15 mm en todos los casos. Estas fueron puestas a
incubar a 25 °C. Una placa con medio CYA fue utilizada para sembrar hasta dos
microorganismos en dos localizaciones cada uno e incubada a 37 °C. Finalmente, en una
placa con medio CYA se realizd el mismo procedimiento anterior, con la diferencia que
se utilizo la misma aguja de inoculacidon contaminada con el hongo al inicio, y la placa
fue incubada a 5 °C. Las placas se rotularon y sellaron con cinta de policloruro de vinilo
(PVC) flexible y fueron incubadas en oscuridad. Los cultivos fueron observados
diariamente y medidos desde el tercer al séptimo dia o hasta que las colonias presentaron
contacto entre sus bordes. En ese momento, se registraron imagenes de las colonias con

un Smartphone a resolucion de 48 mp.

La identificacion por las claves dicotomicas de Pitt y Hocking (2009) sirviéo mas que todo
para caracterizar los aislados y generar informaciones que complementen posteriores
abordajes de identificacion, debido a la complejidad taxondmica de todos los géneros de
hongos empleados. En ese sentido, se aprovecho el procedimiento para registrar imagenes
y realizar observaciones microscopicas. Para este ultimo caso, los aislados producidos en
medio PDA fueron utilizados para preparar montajes microscopicos y observar las

estructuras periddicamente. También fueron realizados montajes microscopicos
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partiendo de la técnica del microcultivo, que consistié en sembrar el microorganismo en
un cubo de agar de aproximadamente 0.25 cm? situado entre una lamina portaobjeto y
una lamina cubreobjeto dentro de una camara humeda durante mas de 3 dias hasta ser
posible visualizar las estructuras de reproduccion directamente en el vidrio de las laminas.
Se registraron las imagenes con uso de liquido de montaje transparente (alcohol 70% y
acido lactico) y también realizando montajes con colorantes como fucsina acida y azul de
metileno o azul de algodon. Las estructuras de reproduccion, esporas e hifas fueron
medidas con un micrémetro y haciendo uso del programa Fiji (Schindelin et al., 2012).
Todo esto se realizd para generar mayores informaciones y explicaciones sobre el

comportamiento de los materiales biologicos estudiados.
2.4. Enfrentamiento bioldgico entre Trichoderma y los agentes patégenos

Los ensayos de evaluacion de la actividad antagdnica se realizaron con la técnica del
cultivo dual. Para ello, se emple6 una metodologia similar a la siembra para la
caracterizacion. Con un asa bacterioldgica se sembro una de las especies de Trichoderma
y uno de los patégenos con 5 cm de distanciamiento entre ellos y 2 cm de separacion de
cada colonia con relacion al borde de la placa de Petri conteniendo PDA. Paralelamente,
cada uno de los microorganismos se sembré en placas de Petri de forma independiente
conteniendo el mismo medio. Estos ultimos cultivos sirvieron como referencia (control)
para determinar el porcentaje de inhibicion (Figura 1). Las placas se incubaron a 25 °C
en oscuridad durante 5 dias o hasta que se obtuvieron los datos necesarios (Rondoy &

Severino, 2019).

Figura 1

Representacion de la forma de siembra para enfrentamiento biologico, donde los circulos
representan la placa de Petri de 90 mm y, los puntos, los lugares de siembra de (4)

Penicillium spp., Aspergillus spp. o Colletotrichum spp. y (B) Trichoderma spp.

Cultivo dual

Control A AXB Control B
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Las placas se incubaron a 25 °C en oscuridad durante 5 dias o hasta que se obtuvieron los

datos necesarios (Rondoy & Severino, 2019).

Contando con 8 cepas de patdégenos y 2 cepas de controladores biologicos, se realizaron
16 cultivos duales mas 10 cultivos individuales. Todas las siembras se realizaron por
triplicado, es decir, cada una de las 26 placas contd con 3 repeticiones, de forma que se
trabajo con un total de 78 placas de Petri (De la Cruz-Quiroz et al., 2018). Sin embargo,
debido a la complejidad de los procedimientos y para evitar contaminaciones cruzadas,
se realizaron los experimentos con cada uno de los géneros de patdgenos en tiempos
distintos. En caso necesario, cuando los resultados no estaban completos, el experimento

fue rehecho.

2.5. Evaluacion de la interaccion

2.5.1. Interaccion fisica

La interaccion de las colonias en cultivo dual se determin6 empleando la escala planteada
por Skidmore y Dickinson (1976), donde: (A) Crecimiento de ambos microorganismos
entremezclados donde los dos crecen uno dentro de otro sin ningun tipo de interaccion
macroscopica; (Bi) Crecimiento entrecruzado donde el hongo en observacion crece ya
sea por debajo o sobre la colonia del otro o ambos casos; (Bii) Crecimiento entremezclado
donde el hongo en observacion ha dejado de crecer y esta siendo colonizado o cubierto
por el otro; (C) Crecimiento mutuo de los hongos hasta un punto donde presentan ligera
inhibicion de 1 a 2 mm aproximadamente entre ambas colonias; (D) Halo de inhibicion
entre colonias mayores a 2 mm. Esto se realizé después de la ultima medicion de
crecimiento de los microorganismos aproximadamente a los 3.25 dias después de la
siembra (dds). En el caso de Colletotrichum obtenido de rocoto y mango fue realizado a
los 5 y 12 dds, respectivamente. Se realizaron observaciones microscopicas y se

registraron imagenes de la interaccion.

2.5.2. Inhibicion del crecimiento

El crecimiento de las colonias fue medido con un paquimetro desde el primer dia después
de la siembra, hasta el contacto entre colonias. Se registr6 el didmetro en dos posiciones
perpendiculares. Los datos que se emplearon para medir y evaluar el proceso de

inhibicion micelial han sido extraidos de la siguiente manera para el patdgeno se tomo el
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didmetro en direccion al patdgeno dividido entre dos y para el biocontrolador se utilizé
el radio en direccion al patdégeno. Para el caso de los microorganismos en control se tomo
en cuenta los didmetros en forma de cruz dividido entre 4. Sin embargo, en el caso de los
cultivos duales, se consider6 el radio y el diametro en direccion al microorganismo
opositor, en el caso del antagonista y el patdogeno, respectivamente debido a que
conforme pasaron los dias, microorganismos como el 7richoderma habian alcanzado el
limite de la placa en las otras direcciones, y porque el foco principal fue determinar la
posible inhibicion en la interaccion. La inhibicion del crecimiento (IC) se determind en

porcentaje diariamente hasta los 3 dds mediante la ecuacion i (Rodriguez & Flores, 2018).

crecimiento del testigo —crecimiento del tratamiento

IC = x 100 (i)

crecimiento del testigo

2.5.3. Inhibicion de la esporulacion

El procedimiento se llevé a cabo luego de haber finalizado las pruebas de enfrentamiento.
En el caso de los ensayos con los aislados de Colletotrichum CR y CM enfrentado con
las cepas de Trichoderma, estas evaluaciones se realizaron a los 5 dias y 12 dias,
respectivamente. Para ello, se agregd 10 ml de agua destilada (esterilizada) conteniendo
Tween® 20 al 0.05% y zumo de naranja al 1% en un tubo de ensayo para incentivar a la
germinacion (Pelser & Eckert, 1977). Con un sacabocado se obtuvieron discos de agar de
5 mm de diametro del centro de la colonia en el caso de las cepas de Penicillium (PT1,
PT2 y PNT), Aspergillus (AT1),y 1 disco de Trichoderma asperellum, 2 discos en el caso
de las cepas de Aspergillus (AT2 y ANT) y 3 de Colletotrichum (CR), en estos dos ultimos
casos los discos fueron retirados alrededor del punto de siembra, 10 discos en el caso de
Trichoderma harzianum, siendo 9 discos a una distancia intermedia entre el centro y el
borde de la colonia especificamente sobre la formacion del primer anillo concéntrico y 1
del punto central de siembra. En el caso de los enfrentamientos con las cepas de
Colletotrichum (CM) el método fue distinto. Veinte mililitros de la solucion de Tween®
20 fue vertida sobre las colonias producidas en las placas de Petri, se realizé un raspado
con una espatula de Drigalsky metdlica previamente flameada y todo el liquido
recuperado fue filtrado pasédndolo a través de 4 pliegues de gaza y recuperado en un vaso
de precipitado. La solucion se diluy6d 10 veces debido a la alta concentracion de esporas

de Trichoderma y los tubos fueron agitados a 2500 rpm/30 s. En todos los casos, una
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alicuota de aproximadamente 20 pl de la suspension de esporas se utilizé para estimar la
concentracion mediante una camara de Neubauer (French & Hebert, 1980). La lectura fue
realizada con 2 repeticiones, es decir, en los dos campos visuales, aprovechando el
tamafio de las esporas el conteo se hizo empleando la totalidad de cada recuadro mayor
utilizando un contador de células mecanico de 9 digitos. El porcentaje de inhibicion se

calculd mediante la ecuacion ii:

numero de esporas del testigo — nimero de esporas del tratamiento ..
IE =L P 8 P 15100 (i)

numero de esporas del testigo

2.5.4. Inhibicion de la germinacion de las esporas

Para evaluar la inhibiciéon de la germinacion de esporas se usaron los mismos tubos
conteniendo esporas en suspension (ver subtitulo 2.5.3.). Se agitaron a 2500 rpm/20 s
empleando el vortex. Se dispuso de placas Petri con medio agar agua donde se afiadio
100 pl de la soluciéon con las esporas, se esparcid6 empleando un asa de Drigalsky
previamente esterilizada y se sellaron las placas con cinta de PVC. Las placas se
incubaron a 25 °C entre 18 y 24 horas, dependiendo del hongo (Kuzmanovska et al.,
2018). Transcurrido el tiempo de incubacion, una alicuota de 400 pl de colorante azul de
toluidina (1%) : 4cido bérico (1%) (1:1, v/v) (Plascencia-Jatomea et al., 2003), filtrado
con filtro de jeringa de 0.22 um de nylon y 25 mm de didmetro, fue adicionado a la placa
de Petri con la finalidad de detener la germinacion y diferenciar con mayor facilidad los
conidios y los tubos germinativos. El conteo se hizo empleando un contador de células
mecanico Laboratory/ Counter. La inhibicioén de la germinacion se calculd en porcentaje

mediante la ecuacion iii;

[(germinacién del testigo —germinaciéon del tratamiento)]

1G =

x 100 (iii)

germinacion del testigo

2.6. Determinacion de la capacidad de produccion de micotoxinas

Los hongos reconocidos como toxigénicos en anteriores trabajos fueron inoculados en
medio de cultivo Agar Extracto de Levadura y Sacarosa (YESA) e incubados durante 7

dias a 25 °C. Transcurrido este tiempo de incubacion, tres discos de agar (disco de medio
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nutritivo de 5 mm con in6culo) del centro de la colonia de las placas enfrentadas y sin
enfrentar fueron removidos y transferidos a un vial. Dos mililitros de una solucion de
metanol:cloroformo (1:1, v/v) fue adicionado al vial para la extraccion de los metabolitos.
El vial fue agitado en un agitador (TX4/Velp scientifica) por 30 segundos a 2500 rpm. En
seguida, el extracto fue filtrado utilizando un filtro de jeringa de 0.22 um de nylon y 25
mm de didmetro. Los extractos filtrados de Aspergillus (6 ul) y de Penicillium (0.5 ul)
fueron aplicados a una cromatohoja para su separacion y comparacion con un estandar de

ocratoxina A (Filtenborg et al., 1983; Samson et al., 2019) obtenido de la empresa Merck.

2.7. Analisis de datos

Los porcentajes de inhibicion fueron sometidos a un andlisis de varianza y una
comparacion de medias por la prueba de Tukey. En el caso del porcentaje de inhibicion
de esporulacién de los aislados de Penicillium confrontados con Trichoderma harzianum
y del porcentaje de inhibicion de germinacion de esporas de 7. harzianum confrontado
con aislados de Penicillium, los datos fueron transformados utilizando el logaritmo y el
arcoseno, respectivamente, para cumplir los requisitos de normalidad del ANOVA. Para
los resultados de porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial de los aislados de
Aspergillus confrontados con 7. harzianum los datos fueron transformados con el
arcoseno para cumplir con los supuestos del ANOVA, mientras que para los aislados de
Penicillium confrontados con 7. asperellum y viceversa, que no cumplieron con los
supuestos de normalidad y homogeneidad del ANOVA, se utiliz6 la prueba no
paramétrica de Friedman, considerando dos factores, los tratamientos y los dias. Los

resultados de caracterizacion e interaccion fueron presentados de forma descriptiva.
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III. RESULTADOS

3.1. Caracterizacion del material biologico

3.1.1. Trichoderma

En la Figura 2 se aprecia la apariencia de las colonias de los dos aislados de Trichoderma
asperellum y T. harzianum en los diferentes medios recomendados en la siembra en
método Pitt. Las imagenes en el medio PDA fueron obtenidas antes porque se aprovecho

una de las colonias control de los experimentos de interaccion.

Figura 2

Trichoderma asperellum (TA) y T. harzianum (TH) en medio PDA, a los 3.25 dds, y en
medio CYA, MEA y G25N, a los 7 dds, mostrando el lado anverso (a) y reverso (r), a
25°C

G25N

TA

TH
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La apariencia de ambos aislados varié dependiendo del medio de cultivo. En el caso de
T. asperellum en el medio PDA, se observo presencia de micelio con zonas diferenciadas

o anillos concéntricos.

El centro de la colonia presentd color verde esmeralda y blanquecino en el borde,
pudiendo ser observado esto en el envés también. En el medio CYA el micelio fue
verdoso en los bordes y blanquecino en el centro y cubri6 la superficie de la placa. En el
medio MEA el micelio fue de aspecto algodonoso, blanquecino y de color verde
esmeralda en los bordes. En el medio G25N el crecimiento fue mas lento, alcanzando
18.46 mm y el micelio presentd color blanquecino. En el caso de 7. harzianum en el
medio PDA, el micelio present6 apariencia algodonosa de coloracion blanquecina y gris
con la formacion de un anillo concéntrico. En el medio CYA, el micelio fue blanquecino
filamentoso. En el medio MEA, el micelio fue blanquecino y amarillo verdoso en los
bordes, con formacion de circunferencias en cada colonia; en el medio G25N el
crecimiento radial fue lento, alcanzando un promedio de 7.37 mm. En el medio CYA a
37°C los aislados no presentaron crecimiento, mientras que a 5°C solo 7. harzianum

presentd un crecimiento de 4 mm (fotografias no presentadas).

Con respecto a las caracteristicas microscopicas 7. asperellum presento6 hifas delgadas y
ralas, conidioforos con abundantes ramificaciones que le dan una forma piramidal. Las
clamidosporas se presentaron en forma escalonada en las hifas, estas ultimas muestran
variaciones en tamanos con un didmetro promedio de 124 um y conidios ovoides de 42
um de didmetro agrupados en racimos pequefios, con forma esférica sobre las fidlides. T.
harzianum presentd hifas gruesas, septadas e incoloras de 54 um de diametro, fidlides
ampuliformes las cuales van creciendo de forma irregular dando forma piramidal al
conididforo, ademas de conidios circulares, ovoides, de coloracion verde esmeralda, de

31 um de didmetro (Figura 3).

Para una mejor observacion y mayor entendimiento de las estructuras microscopicas de

los aislados de Trichoderma se realizaron disefios de estas estructuras (Figura 64 y 66 en

ANEXOS).
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Figura 3

Micrografias de (a) conidioforo, (b) clamidosporas e hifas, (c) conidios de Trichoderma

asperellum, (d) conidios y conidioforo, (e) hifas y (c) conidios de Trichoderma

harzianum, a los 4 dds en medio PDA, barra = 150 um

3.1.2. Colletrotrichum

En la Figura 4 se presentan las imégenes de las colonias de Colletrotichum sp. y
Colletotrichum asianum aislados de plantas de rocoto y mango, respectivamente, en los
diferentes medios recomendados por Pitt & Hocking (2009) a 25 °C. Las imégenes en el
medio PDA fueron obtenidas posteriormente, a los 12 dds, porque se aprovecho6 una de

las colonias control de los experimentos de interaccion.

La apariencia de ambos aislados varié dependiendo del medio de cultivo. En el caso de
Colletrotichum sp. en medio PDA, el micelio presentd apariencia algodonosa y densa, de
coloracion blanquecina y con manchas grises a los 12 dias de incubacion a 25 °C (Figura
4 - a de CR), el reverso de la colonia present6 un color de gris a negro (Figura 4 - r de
CR). En el medio CYA, el micelio tuvo mayor densidad y presentd un color blanquecino
con el centro gris y formacion de anillos concéntricos, con crecimiento radial de 19.82 x
20.15 mm a los 6 dias. En el medio MEA, el micelio también fue denso, de coloracion
rosa palido y bordes blanquecinos, tono gris en el centro y formaciéon de anillos
concéntricos a los 7 dias de incubacion a 25 °C, con un promedio de crecimiento de 19

mm a los 6 dds.

En el medio G25N, el diametro de la colonia fue de 4 mm a los 7 dds. En el caso de

Colletrotichum asianum en el medio PDA el micelio tuvo una apariencia algodonosa y
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densa, de coloracion blanquecina y formacion de puntos negros de color gris oscuro en el
centro a los 12 dds. En CYA, el micelio de color blanquecino, con el centro gris y
formacion de anillos concéntricos, presentd un crecimiento denso, con un crecimiento
radial promedio de 20 mm a los 6 dds. En MEA, present6 micelio denso, de coloracion
grisacea con bordes blanquecinos y tono gris en el centro a los 7 dds, con un promedio de
crecimiento radial de 19 mm a los 6 dds. No present6 crecimiento en el medio G25N.
Ninguno de los aislados crecio a 37 °Cy a 5 °C solo el Colletotrichum sp. presentd 3 mm

de crecimiento radial.

Figura 4

Colletotrichum sp. (CR) y C. asianum (CM), en medio PDA, a los 12 dds, y en CYA, MEA
v G25N, a los 7 dds, mostrando el lado anverso (a) y reverso (r), a 25 °C

G25N

PDA CYA MEA
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Las caracteristicas microscopicas pueden ser observadas en la Figura 5. Colletotrichum
sp. presentd hifas delgadas incoloras, conidios brillantes de forma cilindrica, semi-
alargados y redondeados en los extremos midiendo 109.7 x 43.4 um cuando fue cultivado
en medio PDA. Colletotrichum asianum presentd hifas gruesas incoloras y conidios
alargados cilindricos con los extremos redondeados con forma semejante a un grano de

arroz, con dimensiones de 167.6 x 44 um (Figura 5d).

Figura 5

Micrografias (a) hifas y (b) conidios de Colletotrichum sp., (c) hifas teniidas con azul de
lactofenol y (d) conidios de Colletotrichum asianum, a los 7 dds en medio PDA, barra

=150 um

La caracterizacion de los aislados de Aspergillus y Penicillium fue realizada en

investigaciones anteriores (Davila-Garcia, 2023; Gaslac-Culqui, 2022).
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3.2. Interaccion entre Penicillium 'y Trichoderma

3.2.1. Interaccion fisica

La interaccion fisica entre los aislados de Penicillium obtenidos de granos de café, y
Trichoderma harzianum fue registrada fotograficamente de forma macroscopica (Figura
6) y microscopica (Figura 7) posterior a los 3 dds debido a que en ese momento se detuvo
el registro del crecimiento porque las colonias de 7. harzianum habian recubierto la

superficie del medio de cultivo en las placas control.

Figura 6

Penicillium toxigénico 1 (PT1), toxigénico 2 (PT2) y no toxigénico (PNT) en cultivo dual
con Trichoderma harzianum (TH) a los 3.25 dds a 25 °C

Control Cultivo dual

anverso reverso anverso vs. TH reverso vs. TH

PT2

TH




Figura 7

Borde de las colonias de Penicillium toxigénico 1 (PTI), toxigénico 2 (PT2) y no
toxigénico (PNT) en cultivo dual con Trichoderma harzianum (TH) a los 3.25 dds a 25

°C vista en el estereoscopio

PT1 PT2 PNT

Aumento

80X

10X

Aparentemente, el Penicillium no toxigénico crece mas que el Penicillium toxigénico 2
y, este a su vez, mas que el Penicillium toxigénico 1. El Penicillium toxigénico 2 presentd
una apariencia mas distinta que el Penicillium toxigénico 1 y el Penicillium no toxigénico.
En el cultivo dual, todos los aislados parecen haber sufrido una reduccion de su
crecimiento, en comparacion con las colonias no sometidas al enfrentamiento con hongos
distintos. Esto es mas evidente entre el aislado Penicillium toxigénico 1 en presencia de
T. harzianum. En las imagenes de la Figura 6 es posible verificar la inexistencia de halos
de inhibicion entre los aislados de Penicillium y T. harzianum. Observando mas de cerca,
con ayuda de un estereoscopio (Figura 7), fue posible verificar que las hifas de las cepas

de Penicilliumy T. harzianum se entrecruzaban.

La respuesta de los aislados de Penicillium fueron del tipo Bii, mientras que la respuesta

de T. harzianum fue del tipo Bi (Tabla 1).
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Tabla 1

Interaccion fisica de Penicillium toxigenico 1 (PTI), toxigénico 2 (PT2) y no toxigénico
(PNT), en cultivo dual con Trichoderma harzianum (TH) y T. asperellum (TA) en medio
PDA, a 25 °C y de acuerdo con la escala de Skidmore y Dickinson (1976)

Cultivo  Escala Descripcion de la respuesta del Escala Descripcion de la respuesta del

dual primer aislado segundo aislado

PT1IxTH A Entremezclados A Entremezclados

PT2xTH Bii Entremezclados (siendo cubierto) Bi Entremezclados (sobrepuesto)

PNT xTH Bii Entremezclados (siendo cubierto) Bi Entremezclados (sobrepuesto)

PT1 x TA C Halo de inhibicion de 1.12 mm - C  Halo de inhibicién de 1.12 mm -
Antagonista Antagonizado

PT2 x TA C Halo de inhibiciéon de 0.56 mm -  C  Halo de inhibicion de 0.56 mm -
Antagonista Antagonizado

PNT x TA Bii Entremezclados (siendo cubierto)  Bi Entremezclados (sobrepuesto)

Con respecto a la interaccion de las cepas de Penicillium con T. asperellum fue posible
observar halos de inhibicion, que demuestran que 7. asperellum fue afectado por parte de
los aislados Penicillium toxigénico 1 y Penicillium toxigénico 2. Esta fue la unica

interaccion del tipo C, es decir, con halos de inhibicion menores a 2 mm (Tabla 1).

En el caso del Penicillium no toxigénico hubo entrecruzamiento de hifas (respuesta tipo
Bii) con T. asperellum (respuesta tipo Bi), a diferencia de los aislados toxigénicos (Figura

8y9).

3.2.2. Inhibicion del crecimiento micelial

La inhibiciéon del crecimiento de los aislados de Penicillium por parte de 7. harzianum
fue entre 9% y 12% (Figura 10-A), sin diferencias notables entre ellos, pero con una
tendencia a aumentar con el tiempo. Con respecto a la inhibicion de 7. harzianum por
parte de los aislados de Penicillium, esta fue més notable con el aislado PT2 en el primer
dia, con cerca del 10%. En el segundo dia, el porcentaje de inhibicion del crecimiento
varié entre 1% y 6% dependiendo del aislado de Penicillium (Figura 10-B). No fue
posible continuar con las estimaciones después del segundo dia debido a que el aislado

de T. harzianum llend completamente la placa de Petri utilizada como control 3 dds. De
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cualquier forma, la tendencia del porcentaje de inhibicidon de 7. harzianum parece ser

mantenerse baja.

Figura 8

Penicillium toxigenico 1 (PT1), toxigénico 2 (PT2) y no toxigénico (PNT) en cultivo dual
con Trichoderma asperellum a los 3.25 dds a 25 °C

Control Cultivo dual

anverso reverso anverso vs. TA reverso vs.TA

PT1

PT2

TA

Cuando los aislados de Penicillium fueron enfrentados a 7. asperellum, el porcentaje de
inhibicion varid de 9 a 13%, no habiendo diferencias notables entre cllos hasta los 3 dds
(Figura 13-A). T. asperellum present6 un ligero incentivo en su crecimiento 1 dds cuando
fue cultivado en presencia de los aislados toxigénico 1 y no toxigénico de Penicillium.

Hasta 3 dds los porcentajes de inhibicion fueron bastante bajos (Figura 13-B).
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Figura 9

Penicillium toxigenico 1 (PT1), toxigénico 2 (PT2) y no toxigénico (PNT) en cultivo dual

con Trichoderma asperellum a los 3.25 dds

PT1 PT2 PNT

Aumento

50X (A y C)
80X (E)

10X

Figura 10

Inhibicion de crecimiento micelial de (A) Penicillium toxigénico 1 (PTI), toxigénico 2

(PT2) y no toxigénico (PNT) en cultivo dual con Trichoderma harzianum (TH) y (B)

viceversa, en medio PDA a 25 °C
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En el andlisis exploratorio de los porcentajes de inhibicion del crecimiento, con los
diagramas de cajas y guiandose de las medianas que son los puntos negros, fue posible
notar que esta inhibiciéon aument6d conforme paso6 el tiempo en todos los aislados de
Penicillium (Figura 11A), mientras que la respuesta de Trichoderma harzianum ante la
exposicion a Penicillium spp. fue semejante, pero con porcentajes de inhibicion mucho

mas bajos (Figura 11B).

Figura 11

Diagrama de cajas del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de (A)
Penicillium toxigenico 1 (PTI), toxigénico 2 (PT2) y no toxigénico (PNT) en cultivo dual
con Trichoderma harzianum y (B) viceversa, a 25 °C y con los dias de evaluacion

indicados en numeros romanos
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En los diagramas de cajas ya es posible percibir que podria no haber diferencias
estadisticas en la respuesta de las diferentes cepas de Penicillium ante Trichoderma
harzianum y viceversa. En la Figura 11 también es posible observar que hubo una
variacion considerable de los datos. Esta variacion no esperada, considerando que los
experimentos fueron realizados en laboratorio y no se tiene registro de fallas en las
siembras, contaminacion cruzada, sellado irregular de las placas o distribucion irregular
de la temperatura dentro de la incubadora, sélo puede explicarse por influencia del error
experimental, especificamente a pequenas variciones en los procedimientos, propios de
una primera experiencia en investigacion, pero que no implicaron tendenciosidad. Los
resultados muestran la ausencia de valores atipicos. Es importante mencionar que algunos
aislados como el Penicillium toxigénico 1 y 2 fueron obtenidos por un procedimiento de
punta de hifa. Esto significa que no se espera que la variaciéon sea debido a una
heterogeneidad en el material bioldgico (Davila-Garcia, 2023). En el caso de la respuesta
de las cepas de Trichoderma, se intentd garantizar la uniformidad del in6culo con la
obtencion de cultivos monospoéricos, mediante la técnica de aislamiento de esporas
utilizando agujas preparadas con pipetas de Pasteur, debido al tamafio bastante pequefio
de las esporas. Sin embargo, debido a la dificultad inherente a la técnica, que requiere
practica y, por lo tanto, un tiempo de entrenamiento, se obvid este paso para no
comprometer los objetivos principales de la investigacion y los plazos. Aun asi, los
resultados de las colonias puras de Penicillium demuestran que otros son los factores

causantes de varibilidad.

En la Figura 12 se resume la respuesta de los aislados de Penicillium frente a T. harzianum

y viceversa, no habiéndose encontrado diferencias significativas entre cepas.

La respuesta de crecimiento micelial de los aislados de Penicillium frente a T. asperellum
fue semejante a la encontrada frente a 7. harzianum (Figura 13). Asi mismo, en el
diagrama de cajas (Figura 14) se observa de manera general, una tendencia a aumentar el
porcentaje de inhibicion del crecimiento, con variacion mayor en la primera evaluacion,
probablemente debido a la sensibilidad de las evaluaciones con el vernier, que depende
también de una buena observacion por parte del evaluador. Se presentd una amplia
variacion en el 7. asperellum expuesto al Penicillium no toxigénico y en el Penicillium
toxigénico 1 expuesto al 7. asperellum en el dia 1 en comparacion a los otros dos

tratamientos.

46



Figura 12

Grupos y rangos del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de (A) Penicillium
toxigénico 1 (PTI), toxigénico 2 (PT2) y no toxigénico (PNT) en cultivo dual con

Trichoderma harzianum y (B) viceversa, a 25 °C e independiente del dia de evaluacion
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Nota. Letras iguales indican ausencia de diferencias estadisticas significativas de acuerdo con la prueba de

Tukey a un 0.05 de probabilidad, de forma independiente para A y B.

No se aprecian valores atipicos y no se aprecian diferencias significativas entre los

tratamientos en ninguno de los 3 dias (Figura 14).

El andlisis de variancia mostr6 diferencias en el caso de la respuesta de 7. asperellum.
Cuando fue expuesto al Penicillium toxigénico 2, T. asperellum practicamente no fue
afectado en su crecimiento, pero fue significativamente diferente la respuesta ante cada
aislado de Penicillium y, cuando fue confrontado al Penicillium no toxigénico la respuesta

fue de incentivo del crecimiento (Figura 15).
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Figura 13

Porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial entre (A) Penicillium spp. (PT1, PT2 Y
PNT) vs.Trichoderma asperellum (TA) y (B) viceversa
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3.2.3. Inhibicion de la produccion de esporas

La inhibicion de la produccién de las esporas de las cepas de Penicillium por T. harzianum
fue notable, destacandose el Penicillium toxigénico 1 con 70% de inhibicion. En
contraposicion, la reaccion de 7. harzianum fue de un incentivo en el porcentaje de
esporulacion, de mas de 40% cuando fue cultivado con Penicillium toxigénico 1. En
cambio, cuando fue expuesto al Penicillium toxigénico 2 y el no toxigénico, 7. harzianum

presentd entre 30 y 48% de inhibicion de la produccion de esporas (Figura 16).

La agrupacion de los datos y medianas en la Figura 17 lleva a pensar en posibles
diferencias estadisticas en el porcentaje de inhibicion de la esporulacion. Sin embargo, el
andlisis exploratorio con el diagrama de cajas muestra bastante variacion en los resultados
y el analisis de variancia indic6 ausencia de diferencias significativas cuando Penicillium
spp. esta confrontado a 7. harzianum y viceversa. Existio mayor variacion cuando 7.
harzianum estuvo confrontado con Penicillium toxigénico 1 en comparacion a los otros
2 tratamientos (Figuras 16 y 17). Con respecto a la interaccion entre Penicillium spp. con
T. asperellum, el Penicillium no toxigénico fue el mas afectado, con cerca de 70% de
inhibicion de la esporulacion. En cambio, el Penicillium toxigénico 2 presentd un
aumento en la produccion de esporas, de mas de 50%. Con respecto a T. asperellum,

presentd un incentivo de 20% a 60% en la produccion de esporas (Figura 18).
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Figura 14

Diagrama de cajas del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de (A)
Penicillium toxigenico 1 (PTI), toxigenico 2 (PT2) y no toxigénico (PNT) en cultivo dual
con Trichoderma asperellum y (B) viceversa, a 25 °C y con los dias de evaluacion

indicados en numeros romanos

A
PNT X TA PT1 XTA PT2 X TA
30 o =
|
|
l
20 | - T
o |
o i I
! l ! [ﬁ o x
N | 1 i
o 107 o ) L -—-- - ° .
) [*]
c ' - o *
8 o o o S
-10 -
l
-20 1 -
|
| I i [ I i [ I It
B TA X PNT TA x PT1 TAx PT2

= | 1 -

porcentaje

220 - -

230 4 -

Los diagramas de cajas no mostraron la presencia de valores atipicos y hubo aparentes
diferencias en el porcentaje de inhibicion de esporulacion entre las cepas de Penicillium

ante la presencia de 7. asperellum.
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Figura 15

Grupos y rangos del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de (A) Penicillium
toxigénico 1 (PTI), toxigénico 2 (PT2) y no toxigénico (PNT) en cultivo dual con

Trichoderma asperellum y (B) viceversa, a 25 °C e independiente del dia de evaluacion
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Nota. Letras iguales indican ausencia de diferencias estadisticas significativas de acuerdo con la prueba de

Tukey a un 0.05 de probabilidad, de forma independiente para A y B.

Sin embargo, el andlisis estadistico indico diferencias significativas solamente entre el
Penicillium toxigénico 2 con respecto a las demas cepas de Penicillium y la respuesta fue
de incentivo en la produccion de esporas de aproximadamente 50%. En la repuesta de T.
asperellum se encontrd6 amplia variacion en los datos, esencialmente de incentivo, mas
que de inhibicidn de la esporulacion. El andlisis estadistico mostro ausencia de diferencias

significativas en su respuesta frente las cepas de Penicillium (Figura 19).
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Figura 16

Inhibicion de esporulacion de Penicillium toxigénico 1 (PTI), toxigénico 2 (PT2) y no
toxigénico (PNT) en cultivo dual con Trichoderma harzianum (TH) y viceversa, en medio

PDA a 25 °C
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Figura 17

Diagrama de cajas del porcentaje de inhibicion de la esporulacion de (A) Penicillium
toxigénico 1 (PTI), toxigénico 2 (PT2) y no toxigénico (PNT) en cultivo dual con

Trichoderma harzianum y (B) viceversa, a 25 °C
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Nota. Letras iguales indican ausencia de diferencias estadisticas significativas a un 0.05 de probabilidad,

de forma independiente para A y B.
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Figura 18

Inhibicion de esporulacion de Penicillium toxigénico 1 (PTI), toxigénico 2 (PT2) y no
toxigénico (PNT) en cultivo dual con Trichoderma harzianum (TH) y viceversa, en medio

PDA a 25 °C
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Figura 19

Diagrama de cajas del porcentaje de inhibicion de la esporulacion de (A) Penicillium
toxigénico 1 (PTI), toxigénico 2 (PT2) y no toxigénico (PNT) en cultivo dual con

Trichoderma asperellum y (B) viceversa, a 25 °C
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Nota. Letras iguales indican ausencia de diferencias estadisticas significativas de acuerdo con la prueba de

Tukey a un 0.05 de probabilidad, de forma independiente para A y B.
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3.2.4. Inhibicion de la germinacion de esporas

Trichoderma harzianum inhibi6 la germinacion de esporas de Penicillium toxigénico 1
en 70% y en menor porcentaje del Penicillium no toxigénico, pero aparentemente no tuvo
ningin efecto frente a Penicillium toxigénico 2. Con respecto a la respuesta de 7.
harzianum, su germinacion de esporas fue incentivada en mas del 150% cuando estuvo
en presencia de la cepa Penicillium toxigénico 1. Ante la presencia del Penicillium
toxigénico 2 fue incentivada su germinacion con un promedio de 40%. Sin embargo,
cuando estuvo en presencia de PNT, fue inhibida en cerca del 40% su germinacion (Figura

20).

Figura 20

Inhibicion de la germinacion de esporas de Penicillium toxigénico 1 (PT1), toxigénico 2
(PT2) y no toxigenico (PNT) en cultivo dual con Trichoderma harzianum (TH) y

viceversa, en medio PDA a 25 °C
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El andlisis exploratorio de datos permitid verificar inhibicion de la germinacion de
esporas solo en el caso del Penicillium toxigénico 1y del Penicillium no toxigénico y la
respuesta de 7. harzianum fue esencialmente de incentivo de la germinacion con
excepcion a cuando estuvo ante la presencia del Penicillium no toxigénico. Las respuestas
contrastantes podrian llevar a creer que estas son significativas. Sin embargo, el analisis
de variancia mostr6 ausencia de diferencias estadisticas y esto podria deberse en parte a

la alta variabilidad en los datos encontrados (Figura 21).
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Figura 21

Diagrama de cajas del porcentaje de inhibicion de la germinacion de esporas de (A)
Penicillium toxigenico 1 (PTI), toxigénico 2 (PT2) y no toxigénico (PNT) en cultivo dual

con Trichoderma harzianum y (B) viceversa, a 25 °C
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Nota. Letras iguales indican ausencia de diferencias estadisticas significativas a un 0.05 de probabilidad,

de forma independiente para A y B.

La Figura 22 muestra que, en presencia de 7. asperellum, se encontr6 coincidencia en la
respuesta de inhibicion de la germinacion de esporas del Penicillium toxigénico 1 con un

porcentaje semejante al encontrado cuando fue confrontado al 7. harzianum.

Figura 22

Inhibicion de la germinacion de esporas de Penicillium toxigénico 1 (PT1), toxigénico 2
(PT2) y no toxigénico (PNT) en cultivo dual con Trichoderma asperellum (TA) y

viceversa, en medio PDA a 25 °C
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También hubo cierta coincidencia en la respuesta de 7. asperellum cuando fue expuesto
al Penicillium no toxigénico. Sin embargo, la germinacion de esporas de 7. asperellum
fue inhibida también con los otros aislados, mientras que incentivé germinacion de

esporas del Penicillium toxigénico 2y el Penicillium no toxigénico (Figura 22).

En la Figura 23 se puede corroborar que, aunque los datos también presentan en general
bastante variabilidad, hubieron diferencias estadisticas significativas, siendo la respuesta
del Penicillium no toxigénico significativamente diferente a la del Penicillium toxigénico
1, mientras que la respuesta de 7. asperellum fue significativamente diferente cuando fue

expuesto al Penicillium no toxigénico en comparacion al Penicillium toxigénico 2.

Figura 23

Diagrama de cajas del porcentaje de inhibicion de germinacion de (A) Penicillium spp.

(PTI, PT2 y PNT) en cultivo dual con T. asperellum y (B) viceversa
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Nota. Letras iguales indican ausencia de diferencias estadisticas significativas de acuerdo con la prueba de

Tukey a un 0.05 de probabilidad, de forma independiente para A y B.
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3.3. Interaccion entre Aspergillus'y Trichoderma

3.3.1. Interaccion fisica

La interaccion fisica entre los aislados de Aspergillus obtenidos de granos de café, y
Trichoderma harzianum fue registrada fotograficamente de forma macroscopica (Figura
24) y microscopica (Figura 25) posterior a los 3 dds debido a que 7. harzianum habia

recubierto la superficie del medio de cultivo en las placas control.

Figura 24

Aspergillus toxigénico 1 (AT1), toxigénico 2 (AT2) y no toxigénico (ANT) en cultivo dual
con Trichoderma harzianum (TH) a los 3.25 dds a 25 °C

Control Cultivo dual

anverso reverso anverso vs. TH reverso vs.TH

AT1

AT2

TH
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Figura 25

Borde de las colonias de Aspergillus toxigénico 1 (ATI), toxigénico 2 (AT2) y no
toxigénico (ANT) en cultivo dual con Trichoderma harzianum (TH) a los 3.25 dds a 25

°C vista en el estereoscopio

AT1 a 20X AT2 a 80X ANT a 50X

Aparentemente, el Aspergillus no toxigénico crece mas que el Aspergillus toxigénico 1y,
este a su vez, mas que el Aspergillus toxigénico 2. Las cepas de Aspergillus presentaron

una apariencia caracteristica que las diferencia.

En el cultivo dual, fue evidente que todos los aislados sufrieron una reduccién de su
crecimiento, en comparacion con las colonias no sometidas al enfrentamiento con hongos
distintos. En las imagenes de la Figura 24 es posible verificar la inexistencia de halos de

inhibicion entre los aislados de Aspergillus y T. harzianum.

Observando mas de cerca, con ayuda de un estereoscopio (Figura 25), fue posible

verificar que las hifas de las cepas de Aspergillus y T. harzianum se entrecruzaban.

La respuesta de los aislados de Aspergillus fueron del tipo A o Bii, mientras que la

respuesta de 7. harzianum fue del tipo Bi (Tabla 2).

Con respecto a la interaccion de las cepas de Aspergillus con T. asperellum no fue posible
observar halos de inhibicion, si no entrecruzamiento (respuesta tipo A) por parte de los

aislados Aspergillus toxigénico 1y Aspergillus toxigénico 2 (Tabla 2).
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Tabla 2

Interaccion fisica de Aspergillus toxigénico 1 (AT1), toxigénico 2 (AT2) y no toxigénico
(ANT) en cultivo dual con Trichoderma harzianum (TH) y T. asperellum (TA) en medio
PDA, a 25 °Cy de acuerdo con la escala de Skidmore & Dickinson (1976)

Cultivo Escala Descripcion de la respuesta del Escala Descripcion de la respuesta del

dual primer aislado segundo aislado
ATIxTH A Entremezclados A Entremezclados
AT2 xTH Bii Entremezclados (cubierto) Bi  Entremezclados (sobrepuesto)
ANT xTH Bii Entremezclados (cubierto) Bi  Entremezclados (sobrepuesto)
AT1I xTA A Entremezclados A Entremezclados
AT2xTA A Entremezclados A Entremezclados
ANT x TA  Bii Entremezclados (cubierto) Bi  Entremezclados (sobrepuesto)

En el caso del Aspergillus no toxigénico hubo entrecruzamiento de hifas (respuesta tipo
Bi) con T. asperellum (respuesta tipo Biiy A) y Bi para T. asperellum, a diferencia de los

aislados toxigénicos (Figuras 26 y 27).
3.3.2. Inhibicion de crecimiento micelial

La inhibicion del crecimiento de los aislados de Aspergillus por parte de T. harzianum
fue mayor en el caso del aislado no toxigénico, con 30% menor crecimiento con respecto
a la colonia no enfrentada (Figura 28 A). Con respecto a la respuesta de 7. harzianum, este
presentd también una leve inhibicion en el crecimiento, en especial cuando estuvo en
presencia del aislado Aspergillus toxigénico 1 hasta el primer dia, pero en el segundo dia

fue posible ver una disminucion en esa inhibicion (Figura 28B).

En el andlisis exploratorio de los porcentajes de inhibicion del crecimiento, con los
diagramas de cajas y guiandose de las medianas, que son los puntos negros, fue posible
notar que no existe diferencias significativas entre los tratamientos (Figura 29A). La
respuesta de Trichoderma harzianum ante la exposicion a Aspergillus, también no mostro

aparentemente diferencias importantes en el segundo dia (Figura 29B).
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Figura 26

Aspergillus toxigénico 1 (AT1), toxigénico 2 (AT2) y no toxigénico (ANT) en cultivo dual
con Trichoderma asperellum (TA) a los 3.25 dds a 25 °C

Control Cultivo dual

anverso reverso anverso vs.TA reverso vs.TA

AT1

AT2

ANT

En los diagramas de cajas ya es posible percibir que podria no haber diferencias
estadisticas en la respuesta de las diferentes cepas de Aspergillus ante Trichoderma y
viceversa. En la Figura 29 también es posible observar que hubo una variacion
considerable de los datos. En este experimento, también se observd una variacion no
esperada pudiendo ser la misma explicacion para el experimento anterior. Considerando
que los experimentos fueron independientes y realizados en laboratorio, sélo puede
explicarse por influencia del error experimental. Los resultados muestran la ausencia de

valores atipicos.
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Figura 27

Borde de las colonias de Aspergillus toxigénico 1 (ATI), toxigénico 2 (AT2) y no
toxigénico (ANT) en cultivo dual con Trichoderma asperellum (TA) a los 3.25 dds a 25

°C vista en el estereoscopio

AT1 AT2 ANT

Aumento

50X

10X

Figura 28

Inhibicion de crecimiento micelial de (A) Aspergillus toxigénico 1 (ATI), toxigénico 2
(AT2) y no toxigénico (ANT) en cultivo dual con Trichoderma harzianum (TH) y (B)

viceversa, en medio PDA a 25 ° C

A B
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Figura 29

Diagrama de cajas del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de (A)
Aspergillus toxigénico 1 (AT1), toxigénico 2 (AT2) y no toxigénico (ANT) en cultivo dual

con Trichoderma harzianum y (B) viceversa, a 25 °C y con los dias de evaluacion

indicados en numeros romanos
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Nota. Letras iguales indican ausencia de diferencias estadisticas significativas de acuerdo con la prueba de

Tukey a un 0.05 de probabilidad, de forma independiente para A y B.
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En la Figura 30 se resume la respuesta de los aislados de Aspergillus frente a T. harzianum

y viceversa, no habiéndose encontrado diferencias significativas entre cepas.

Figura 30

Grupos y rangos del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de (A) Aspergillus
toxigénico 1 (ATI), toxigénico 2 (AT2) y no toxigénico (ANT) en cultivo dual con

Trichoderma harzianum y (B) viceversa, a 25 °C e independiente del dia de evaluacion
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La respuesta de crecimiento micelial de los aislados de Aspergillus frente a T. asperellum
varid de 2% a mas del 10%. Este tltimo porcentaje de inhibicion fue el mostrado por
Aspergillus toxigénico 1 (Figura 31A), mientras que 7. asperellum fue a su vez inhibido
entre 7% y 13% por las cepas Aspergillus (Figura 31B). Asi mismo, en el diagrama de
cajas (Figura 32A) se observa de manera general, una tendencia a aumentar el porcentaje

de inhibicion del crecimiento para los aislados de Aspergillus no toxigénico y toxigénico
1.
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Figura 31

Inhibicion de crecimiento micelial de (A) Aspergillus toxigénico 1 (ATI), toxigénico 2
(AT2) y no toxigénico (ANT) en cultivo dual con Trichoderma asperellum (TA) y (B)

viceversa, en medio PDA a 25 °C

A B
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Hubo una mayor variaciéon en la ultima evaluacién para ambos y una tendencia a
disminuir para el caso del aislado de Aspergillus toxigénico 2 con variacién mayor en la
primera evaluacion, probablemente debido a la sensibilidad de las evaluaciones con el

vernier, que depende también de una buena observacion por parte del evaluador.

Se presenté una amplia variaciéon en el 7. asperellum expuesto a las 3 aislados de
Aspergillus en los primeros dias de evaluacion, la inhibicion mostrada en los primeros
dias se fue diluyendo en funcion al tiempo frente al aislado de Aspergillus toxigénico 1y

toxigénico 2 y se conservo frente al aislado no toxigénico (Figura 32B).

El andlisis de variancia mostr6 diferencias en el caso de la respuesta de 7. asperellum.
Cuando fue expuesto al Aspergillus no toxigénico (Figura 33A) T. asperellum mostro la
maxima inhibicidon en comparacion a los otros dos aislados, seguido por el Aspergillus
toxigénico 1 y el toxigénico 2 donde la inhibicion se iba diluyendo respectivamente
(Figura 33B). La respuesta de 7. asperellum fue significativamente diferente ante cada

aislado de Aspergillus.
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Figura 32

Diagrama de cajas del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de (A)
Aspergillus toxigénico 1 (AT1), toxigénico 2 (AT2) y no toxigénico (ANT) en cultivo dual
con Trichoderma asperellum y (B) viceversa, a 25 °C y con los dias de evaluacion

indicados en numeros romanos
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Figura 33

Grupos y rangos del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de (A) Aspergillus
toxigénico 1 (ATI), toxigénico 2 (AT2) y no toxigénico (ANT) en cultivo dual con

Trichoderma asperellum y (B) viceversa, a 25 °C e independiente del dia de evaluacion
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Nota. Letras iguales indican ausencia de diferencias estadisticas significativas de acuerdo con la prueba de

Tukey a un 0.05 de probabilidad, de forma independiente para A y B.
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3.3.3. Inhibicion de la produccion de esporas

Trichoderma harzianum incentivo la produccion de esporas de Aspergillus toxigénico 1
en mas del 300%. Por su parte, Aspergillus también caus6 un incentivo en la produccion

de esporas entre 70% y 250%, dependiendo de la cepa de Aspergillus (Figura 34).
Figura 34

Inhibicion de esporulacion de Aspergillus toxigénico 1 (ATI), toxigénico 2 (AT2) y no
toxigénico (ANT) en cultivo dual con Trichoderma harzianum (TH) y viceversa, en medio

PDA a 25 °C
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Porcentaje de inhibiciéon

Los resultados no muestran diferencias significativas entre los tratamientos de 7.
harzianum y viceversa en cuanto al porcentaje de inhibicion de esporulacion. No existe
presencia de valores atipicos y la mayor variacion lo muestra Aspergillus no toxigénico

confrontado con 7. harzianum y viceversa (Figura 35A).

La agrupacion de los datos y medianas en la Figura 35 lleva a pensar en posibles
diferencias estadisticas en el porcentaje de inhibicion de la esporulacion. Sin embargo, el
andlisis exploratorio con el diagrama de cajas muestra bastante variacion en los resultados
y el andlisis de variancia indicé ausencia de diferencias significativas cuando las cepas de

Aspergillus estan confrontadas a 7. harzianum y viceversa.

Existid6 mayor variacion cuando 7. harzianum estuvo confrontado con Aspergillus no
toxigénico en comparacion a los otros 2 tratamientos (Figuras 34 y 35). Con respecto a la
interaccion entre las cepas de Aspergillus con T. asperellum, el Aspergillus toxigénico 1

fue el tnico afectado, con mas de 4%.
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Figura 35

Diagrama de cajas del porcentaje de inhibicion de la esporulacion de (A) Aspergillus
toxigénico 1 (ATI), toxigénico 2 (AT2) y no toxigénico (ANT) en cultivo dual con

Trichoderma harzianum y (B) viceversa, a 25 °C
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Nota. Letras iguales indican ausencia de diferencias estadisticas significativas de acuerdo con la prueba de

Tukey a un 0.05 de probabilidad, de forma independiente para A y B.

Por el contrario, los aislados de Aspergillus toxigénico 2 y no toxigénico mostraron
incentivo de esporulacion de mas de 40 y 115%, respectivamente. Con respecto a 7.
asperellum, presentd un incentivo de esporulacion de 9% frente al aislado no toxigénico,
solo mostrando inhibicion frente a los Aspergillus toxigénico 1 y 2 inferiores al 4%

(Figura 36).

Figura 36

Inhibicion de esporulacion de Aspergillus toxigénico 1 (ATI), toxigénico 2 (AT2) y no
toxigénico (ANT) en cultivo dual con Trichoderma asperellum (TA) y viceversa, en medio

PDA4 a 25 °C
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1
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ATIxTA AT2xTA ANTxTA TAXxATl TAxAT2 TA xANT
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Los diagramas de cajas no mostraron la presencia de valores atipicos y no hubo aparentes
diferencias en el porcentaje de inhibicion de esporulacion entre las cepas de Aspergillus
ante la presencia de 7. asperellum (Figura 37A). Aspergillus toxigénico 2 muestra la
mayor variacion en comparacion a los otros dos tratamientos. La respuesta de 7.
asperellum frente a Aspergillus presentd un incentivo de esporulacion de forma
coincidente con el aislado toxigénico 2 de Aspergillus, demostrando la capacidad que

tienen ambos de incentivar la produccion de esporas de forma reciproca (Figura 37B).

Figura 37

Diagrama de cajas del porcentaje de inhibicion de la esporulacion de (A) Aspergillus
toxigénico 1 (ATI), toxigénico 2 (AT2) y no toxigénico (ANT) en cultivo dual con

Trichoderma asperellum y (B) viceversa, a 25 °C
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Nota. Letras iguales indican ausencia de diferencias estadisticas significativas de acuerdo con la prueba de

Tukey a un 0.05 de probabilidad, de forma independiente para A y B.
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3.3.4. Inhibicion de la germinacion de esporas

En presencia de Trichoderma harzianum, el Aspergillus toxigénico 1 también presentd
un incentivo con una germinacioén de mas del 600%, seguido de lejos por el Aspergillus

toxigénico 2 con mas de 200% de mayor germinacion de esporas (Figura 38).

Figura 38

Inhibicion de germinacion de Aspergillus toxigénico 1 (ATI), toxigénico 2 (AT2) y no
toxigénico (ANT) en cultivo dual con Trichoderma harzianum (TH) y viceversa, en medio

PDA a 25 °C
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El andlisis exploratorio de datos permite verificar un incentivo del porcentaje de
germinacion de los aislados de Aspergillus frente a T. harzianum, mostrando los niveles
mas altos de incentivo los aislados de Aspergillus toxigénico 1y el toxigénico 2 (Figura
39A). T. harzianum mostrd la mayor inhibicion de germinacion frente al aislado del

Aspergillus toxigénico 1 (Figura 39B).

Las respuestas contrastantes podrian llevar a creer que estas son significativas. Sin
embargo, el andalisis de variancia mostr6 ausencia de diferencias estadisticas y esto podria
deberse en parte a la alta variabilidad en los datos encontrados. En presencia de
Trichoderma asperellum, Aspergillus toxigénico 2 mostrd incentivo de germinacion de

100%.
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Figura 39

Diagrama de cajas del porcentaje de inhibicion de germinacion de (A) Aspergillus spp.

(AT1, AT2 y ANT) en cultivo dual con T. harzianum y (B) viceversa

a 7 a B
A a__.
- a
0 - L—e ) G- - :
a |
h 70 | o
| |
-200 -
L]
60 a -
2 2
) ® 5]
S -400 o - £
o o
S S 50 -
Q Q
-600 | 1 - .
|
|
______ 40 - a L
| g 777‘7777
-800 - | -
|
---te- 30 . ———ie-- Lo -
ANT x TH AT1 xTH AT2x TH TH x ANT TH x AT1 TH x AT2

Nota. Letras iguales indican ausencia de diferencias estadisticas significativas a un 0.05 de probabilidad,

de forma independiente para A y B.

Los otros dos aislados presentaron inhibicién de germinacion de esporas inferiores al 10%
(Figura 40). El analisis exploratorio de datos permite observar variacion para el aislado
de Aspergillus toxigénico 2 frente a 7. asperellum (Figura 41A) en comparacion a los

otros dos tratamientos.

Figura 40

Inhibicion de germinacion de Aspergillus toxigénico 1 (ATI), toxigénico 2 (AT2) y no
toxigénico (ANT) en cultivo dual con Trichoderma asperellum (TA) y viceversa, en medio
PDA a 25 °C
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Figura 41

Diagrama de cajas del porcentaje de inhibicion de germinacion de (A) Aspergillus spp.

(AT, AT2 y ANT) en cultivo dual con T. asperellum y (B) viceversa

- a - E a s
a a
(3 a .
i 2 L
0 o 20 . i
2 2
] 50 )
c  -50 4 - €
g g a
8 g8 0 »
Q (=% -
L ]
-100 4 -
20 -
«150 =
ANT x TA AT1 xTA AT2xTA TA x ANT TA x AT1 TA xAT2

Nota. Letras iguales indican ausencia de diferencias estadisticas significativas de acuerdo con la prueba de

Tukey a un 0.05 de probabilidad, de forma independiente para A y B.

La respuesta de 7. asperellum frente a los aislados de Aspergillus mostr6 incentivo de
esporulacion frente al Aspergillus toxigénico 2 (Figura 41B). El andlisis de variancia
mostrd ausencia de diferencias estadisticas y esto podria deberse en parte a la alta

variabilidad en los datos encontrados.
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3.4. Interaccion entre Colletotrichum 'y Trichoderma

3.4.1. Interaccion fisica

En las Figuras 42 y 43 se resumen las imagenes de las colonias individuales y en cultivos
duales de los aislados de Colletotrichum asianum y Trichoderma. Es evidente la
colonizaciébn que muestran ambas especies de Trichoderma frente al aislado de
Colletotrichum asianum aislado de mango, se observa sobreposicion y esporulacion

también mostrandose aparentemente mas agresivo 7. harzianum.

Figura 42

Colletotrichum asianum aislado de mango (CM), en cultivo dual con Trichoderma

asperellum (TA) y Trichoderma harzianum (TH) y a los 12.25 dds a 25 °C

Control CM en Cultivo dual
anverso reverso anverso reverso

La respuesta de los aislados de Colletrotichum asianum fueron del tipo Bii, mientras que
la respuesta de 7. harzianum fue del tipo Bi donde se aprecia de forma evidente la
colonizacidon que muestra 7richoderma spp. sobre los aislados. Esta respuesta puede ser

mas notoria en funcion al tiempo de la evaluacion (Tabla 3).
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Figura 43

Borde de las colonias de Colletotrichum asianum de mango (CM), en cultivo dual con
Trichoderma asperellum (TA) y Trichoderma harzianum (TH) a los 12.25 dds a 25 °C y
aumento de 10X

CM x TA CM x TH

Tabla 3

Interaccion fisica de Colletotrichum sp. (CR) y C. asianum (CM) en cultivo dual con
Trichoderma harzianum (TH) y T. asperellum (TA) en medio PDA, a 25 °C y de acuerdo
con la escala de Skidmore y Dickinson (1976)

Cultivo Escala Descripcion de la respuesta del Escala Descripcion de la respuesta del

dual primer aislado segundo aislado

CM x TA Bii  Entremezclados (cubierto) Bi  Entremezclados (sobrepuesto)
CM x TH Bii  Entremezclados (cubierto) Bi  Entremezclados (sobrepuesto)
CR xTA A Entremezclados A Entremezclados

CR x TH Bii  Entremezclados (cubierto) Bi  Entremezclados (sobrepuesto)

En la interaccion entre el Colletotrichum sp. y las especies de Trichoderma se aprecia una
diferencia de longitud de radios de la colonia de Colletotrichum que estd siendo
confrontada, mostrando limitado crecimiento del radio en direcciébn opuesta al
Trichoderma asperellum que este no se sobrepone. No obstante, la respuesta de

Trichoderma harzianum es sobreponerse y colonizar al Colletrotichum (Figura 44 y 45).
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Figura 44

Colletotrichum sp. aislado de rocoto (CR), en cultivo dual con Trichoderma asperellum
(TA) y Trichoderma harzianum (TH) y a los 5.25 dds a 25 °C

Control CR en cultivo dual
anverso reverso anverso reverso

TA |

TH

Figura 45
Borde de las colonias de Colletotrichum sp. aislado de rocoto (CR), en cultivo dual con

Trichoderma asperellum (TA) y Trichoderma harzianum (TH) 5.25 dds a 25 °C y aumento

de 10X CR x TA CR x TH
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La respuesta de los aislados de Colletotrichum sp. fueron del tipo A y Bii, mientras que

la respuesta de 7. harzianum fue del tipo Biy A (Tabla 3).

3.4.2. Inhibicion de crecimiento micelial

En general, los porcentajes de inhibicion del crecimiento radial de los aislados de
Colletotrichum y Trichoderma fueron bajos (Figuras 46 y 47), con excepcion de la
interaccion Colletotrichum sp. frente a T. harzianum, con mas del 8% de inhibicion

(Figura 47A).

Figura 46

Inhibicion de crecimiento micelial de (4) Colletotrichum asianum de mango (CM) en

cultivo dual con Trichoderma asperellum (TA) y T. harzianum (TH) y (B) viceversa, en

medio PDA a 25 °C
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En el andlisis exploratorio de los porcentajes de inhibicion del crecimiento, con los
diagramas de cajas y guiandose de las medianas, que son los puntos negros, lleva a pensar
en que probablemente no existen diferencias significativas entre los tratamientos (Figuras
48 y 49). Ambos aislados de Colletotrichum frente a T. harzianum mostraron inhibicion,

siendo que esta inhibicion aument6 conforme pasaban los dias.
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Figura 47

Inhibicion de crecimiento micelial de (A) Colletotrichum sp. de rocoto (CR) en cultivo
dual con Trichoderma asperellum (TA) y T. harzianum (TH) y (B) viceversa, en medio

PDAa?25°C
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Figura 48

Diagrama de cajas del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de (A)
Colletotrichum asianum de mango (CM) y (B) Colletotrichum sp. de rocoto (CR), ambos
en cultivo dual con T. harzianum (TH), a 25 °C
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Asi mismo, no se aprecid valores atipicos y Colletotrichum sp. frente a T. harzianum

mostr6 la mayor variacion en el primer dia de evaluacion en comparacion al otro aislado.
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Figura 49

Grupos y rangos del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de (A)
Colletotrichum sp. de rocoto (CR) y Colletotrichum asianum de mango (CM) y en cultivo
dual con T. harzianum y (B) viceversa, a 25 °C
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Nota. Letras iguales indican ausencia de diferencias estadisticas significativas de acuerdo con la prueba

de Tukey a un 0.05 de probabilidad, de forma independiente para A y B.

Los diagramas de cajas del porcentaje de inhibicion de crecimiento cuando se compara
T. harzianum y su respuesta frente a los dos aislados de Colletotrichum muestran
existencia de diferencias significativas entre los tratamientos. En esta interaccion se puede
apreciar que la inhibicién de crecimiento de 7. harzianum varia segun al aislado de
Colletotrichum siendo, en realidad no muy afectado por C. asianum e incentivado por

Colletotrichum sp. (Figura 50).

Los resultados muestran que los aislados de Colletotrichum no fueron inhibidos en su
crecimiento de forma notable por 7. asperellum y no se encontraron diferencias
estadisticas significativas (Figura 51 y 52). Al comparar la respuesta de Trichoderma
asperellum frente a los dos aislados de Colletotrichum a través del diagrama de cajas se
muestra la mayor variacion en el primer dia de evaluacion cuando estd frente a
Colletotrichum sp. No se aprecian valores atipicos y el porcentaje de inhibicidon parece
mantenerse estable entre el segundo y tercer dia (Figura 53 B). En el andlisis estadistico,
teniendo en cuenta el factor tratamiento, muestra que no existen diferencias significativas
entre los tratamientos (Figura 52 B). Sin embargo, cuando se somete a un analisis
considerando el factor dia, se aprecian diferencias significativas dandonos a entender que

la respuesta de 7. asperellum en funcion a los dias es muy diferente (Figura 56).
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Figura 50

Diagrama de cajas del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de Trichoderma
harzianum en cultivo dual con (A) Colletotrichum asianum de mango (CM) y (B)

Colletotrichum sp. de rocoto (CR), en medio PDA a 25 °C
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Figura 51

Diagrama de cajas del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de (A)
Colletotrichum de mango (CM) en cultivo dual con T. asperellum (TA) y (B)

Colletotrichum de rocoto en cultivo dual con T. asperellum (TA), a 25 °C
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Figura 52

Grupos y rangos del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de Colletotrichum
sp. de rocoto (CR) y Colletotrichum asianum de mango (CM) y en cultivo dual con T.
asperellum (TA), a 25 °C

A B

10
|

-10
-10

-20
1

-20
1

-30

40

CRXTA CM X TA TAxCM TAXCR

Nota. Letras iguales indican ausencia de diferencias estadisticas significativas de acuerdo con la prueba de

Tukey a un 0.05 de probabilidad, de forma independiente para A y B.

Figura 53

Diagrama de cajas del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de Trichoderma
asperellum (TA) en cultivo dual con (A) Colletotrichum asianum de mango (CM) y (B)
Colletotrichum sp. de rocoto (CR), en medio PDA a 25 °C
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Figura 54

Grupos y rangos del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de Trichoderma

asperellum frente a dos aislados de Colletotrichum teniendo en cuenta el factor dia
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Nota. Letras iguales indican ausencia de diferencias estadisticas significativas de acuerdo con la prueba de

Tukey a un 0.05 de probabilidad, de forma independiente para A y B.

3.4.3. Inhibicion de la produccion de esporas

A pesar de los resultados anteriores, las cepas de Trichoderma presentaron inhibicion de
25% de la produccién de esporas cuando estuvo en presencia de Colletotrichum sp. de

rocoto. 7. asperellum muestra mayor inhibicion entre las dos cepas de mas del 30%
Figura 55

Inhibicion de esporulacion de Colletotrichum sp. de rocoto (CR) en cultivo dual con

Trichoderma asperellum (TA) y T. harzianum (TH) y viceversa, en medio PDA a 25 °C
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Para el aislado de Colletotrichum de mango no se logré encontrar esporas y debido a ello
no se muestran los resultados de la interaccion con las cepas de Trichoderma. Las dos
cepas de Trichoderma muestran un incentivo en la produccion de esporas, con mas de

300% para T. harzianum y mas de 260% para T. asperellum (Figura 56)

Figura 56

Inhibicion de esporulacion de Trichoderma asperellum (TA) y T. harzianum (TH) en

cultivo dual con Colletotrichum asianum de mango (CM), en medio PDA a 25 °C
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3.4.4. Inhibicion de la germinacion de esporas

La inhibicidn de germinacion de esporas de Colletotrichum de rocoto fue observada para
ambas cepas de Trichoderma, alcanzando la méaxima inhibicion frente a 7. asperellum
con mds de 40%. El antagonista tuvo una respuesta contraria, incentivando su

germinacion en ambas cepas, con mas de 6% en 7. asperellum (Figura 57).

La germinacion para el aislado de Colletotrichum de mango no pudo ser evaluada debido
a que no se encontrd esporas. Sin embargo, al igual que en el anterior caso, ambos
biocontroladores mostraron un incentivo de germinacion siendo 7. harzianum quien tuvo
mas de 130%, seguido del 7. asperellum con mas del 80% (Figura 57). Debido a que no
se encontré esporas para el aislado de Colletotrichum de mango y, ademads, las
evaluaciones para cada aislado fueron llevadas a cabo en tiempos diferentes, con mas de
7 dias de diferencia, no fue viable hacer comparaciones de los porcentajes de inhibicion
de esporulacion entre los aislados. No obstante, se presentan los resultados del porcentaje

de inhibicidon de germinacion de esporas de los aislados de Trichoderma, teniendo en
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cuenta que se utilizd el mismo método de evaluacion, pero es importante tener en cuenta

que fue en diferentes tiempos de cultivo del microorganismo (Figura 58).
Figura 57

Inhibicion de germinacion de Colletotrichum sp. de rocoto (CR) en cultivo dual con

Trichoderma asperellum (TA) y T. harzianum (TH), en medio PDA a 25°C
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Figura 58

Inhibicion de la germinacion de Trichoderma asperellum (TA) y T. harzianum (TH) en

cultivo dual con Colletotrichum asianum (CM) en medio PDA a 25 °C
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3.5. Efecto de la interaccion en la produccion de micotoxinas

El anélisis de cromatografia en capa delgada muestra la probable produccion de citrinina
por parte de los aislados de Penicillium toxigénicos. De esta forma se confirma que los

aislados toxigénicos son realmente especies con el potencial de producir toxinas. Cuando
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el Penicillium toxigénico 1 est4 confrontado con 7. harzianum la produccion de la toxina
disminuye en comparacion al control, y al estar frente a 7. asperellum no se verifica
produccion de la toxina. Ocurre lo contrario para el Penicillium toxigénico 2 que al estar
frente a 7. asperellum aumenta la produccion de toxina, pero disminuye frente a T.
harzianum. No se observa la produccion de toxinas por el Penicillium no toxigénico
(Figura 59). Aparentemente, el Aspergillus toxigénico 1 produce bajas cantidades de
micotoxinas y la técnica del TLC no seria suficientemente sensible como para detectarla

(Figura 60).

Figura 59

Perfil de metabolitos en placas de Cromatografia de Capa Delgada (TLC), de
Penicillium toxigénico I (PT1), Penicillium toxigénico 2 (PT2), Penicillium no toxigénico
(PNT) con y sin exposicion a Trichoderma harzianum y a T. asperellum usando el

estandar de OTA en diferentes concentraciones para comparacion
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Nota. 2.4 ng del estandar de OTA fue incluido en las muestras 7, 8, 9, 16, 17, 18, 25, 26, 27.
Figura 60

Perfil de metabolitos en placas de Cromatografia de Capa Delgada (TLC), de Aspergillus
toxigénico 1 (AT1), Aspergillus toxigénico 2 (AT2), Aspergillus no toxigénico (ANT) con
y sin exposicion a Trichoderma harzianum y a T. asperellum usando el estandar de OTA

en diferentes concentraciones para comparacion
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Nota. 2.4 ng del estandar de OTA fue incluido en las muestras 7, 8, 9, 16, 17, 18, 25, 26, 27.
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IV. DISCUSION

La investigacion realizada inicialmente tuvo su origen en el interés por explorar el campo
del control biologico de patogenos. Entre el 2021 y el 2022 se hicieron recolecciones que
permitieron aislar hongos deterioradores de granos de café en postcosecha. Estos fueron
caracterizados y pudo verificarse que algunos presentaban potencial para producir
toxinas, especificamente aflatoxinas u ocratoxinas. De ellos, se seleccionaron aquellos
con apariencia mas semejante, pero con la caracteristica de ser toxigénicos y sin esa
capacidad. En ese periodo, también fueron colectados aislados de Colletotrichum de
importancia agricola por la antracnosis que causan en frutos de mango y rocoto. Asi, esta
investigacion fue direccionandose en el entendimiento de la naturaleza de las
interacciones, mas alla del porcentaje de control de conocidos antagonistas como
Trichoderma. La inhibicion de este género por aislados patogénicos ya fue reportada en
la literatura, por lo que se evalud también la respuesta de Trichoderma ante la presencia

de otros microorganismos.

Hay varias cosas que todavia no se conocen de los hongos toxigénicos, pero se sabe que
el estrés puede activar las sefiales que llevan a los hongos a producir toxinas. Es por eso,
como parte del estudio de las respuestas de los microorganismos al ser expuestos a la
presencia de los otros, que se busco verificar si habia mayor o menor produccion de
toxinas ante la presencia de Trichoderma. Esto tiene relevancia en la seguridad

alimentaria, ademas de generar conocimiento basico.

De los 10 aislados o cepas fungicas utilizadas, s6lo Colletotrichum asianum colectado de
frutos de mango en Amazonas, fue recientemente identificada bioldgica y genéticamente
con precision, mientras que los aislados de Trichoderma ya estan identificados como tales
en las colecciones del INDES-CES. En este ultimo caso se espera realizar una
confirmacion de su identidad mediante secuenciacion. Asi mismo, estd pendiente la
identificacion taxondmica precisa de los demas aislados en funcion de su homologia

genética con los bancos de genes.

En la literatura se reportan diferentes métodos de la técnica de cultivo dual de
microorganismos, sea en la distancia entre las cepas al sembrarlas o sobre la forma de
medirlas. Se busco realizar ensayos de la forma mas clasica y simple posible. La forma

de siembra de las cepas mezclando las masas de hifas y esporas con medio semiliquido
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permitid evitar contaminaciones cruzadas y establecer puntos mintsculos de siembra y
uniformes en el medio de cultivo. Es importante destacar que las siembras fueron
realizadas en la mesa de trabajo del laboratorio con presencia de llamas producidas con
mecheros de alcohol, utilizando la camara de flujo laminar apenas para la preparacion de

medios de cultivo.

Con respecto a la escala de Skidmore y Dickinson (1976) utilizada para explicar la forma
en que las colonias entraron en contacto, es importante tener en cuenta que esta ameritaria
ser complementada con observaciones microscopicas que, aunque se realizaron a través
de cortes transversales de las colonias en los puntos de encuentro y visualizacion
microscopica (datos no presentados), se requeririan mas pruebas, uso de colorantes, entre
otros abordajes. Debido a la relevancia de las imagenes en la caracterizacion bioldgica,

se cuid6 que las fotografias fueran realizadas de forma que los ruidos fuesen minimos.

La evaluacion del crecimiento, aunque inicialmente pretendid realizarse como
comunmente se hace, midiendo dos didmetros perpendiculares de las colonias y luego
promediando el valor, requirié una adaptacion. El crecimiento radial consistid, en el caso
de ser medido el género Trichoderma, en el radio en direccion al hongo opositor. En el
caso de la medicion del crecimiento radial de Penicillium, Aspergillus y Colletotrichum,
esta consistio en el diametro de la colonia medida en sentido al Trichoderma. En el caso
de los controles, es decir, las placas con crecimiento de un solo microorganismo, la
medicion del crecimiento radial consistio en el promedio de dos diametros
perpendiculares, siendo que en el caso de Trichoderma, este dato fue dividido entre 2 para
obtener el radio y usarlo como referencia para calcular el porcentaje de inhibicion del
crecimiento, con respecto al crecimiento de la colonia de 77ichoderma en el cultivo dual.

Lo que se hizo en el caso de Trichoderma, fue una adaptacion necesaria.

Las evaluaciones de esporulacion fueron realizadas extrayendo un disco de las colonias,
debido a que, al contarse con cultivos duales, el raspado con la espatula de Drigalsky, que
es una técnica mas convencional, habria ocasionado que las esporas de los diferentes
hongos se mezclasen en la solucion, causando potencialmente dificultad en su estimacion.
Sin embargo, esta ultima situacion sucedié en el caso de los cultivos duales con
Colletotrichum asianum, con la cual hubo dificultad para obtener una solucion de esporas

a partir de discos de medio nutritivo conteniendo a la cepa.

85



En la caracterizacion de Trichoderma y Colletotrichum se encontrd que los aislados
presentan caracteristicas que los distinguen y que el método propuesto por (Pitt &
Hocking, 2009) funciona bastante bien para ver esas diferencias. El crecimiento o falta
de este en el medio CYA a 5 °C, 37 °C o en el medio G25N a 25 °C coincidi6 con lo
esperado para esos géneros. La idea de aprovechar para la caracterizacion las colonias
control producidas en medio PDA de los ensayos de interaccion con cultivos duales, no
fue muy conveniente debido a que la forma de siembra no fue en tres puntos y los
momentos de evaluacioén no coincidieron debido a los objetivos propios de cada técnica.
Las caracteristicas de 7. harzianum no fueron idénticas a las descritas en la literatura. A
priori, no podemos afirmar que se trate de otra especie, ya que 7. harzianum es

inherentemente complejo. Por ello, se mantiene su designaciéon como tal.

Es importante notar que, por la naturaleza de la investigacion, cuyo enfoque estuvo mas
en evaluar las posibles diferencias en la respuesta de los distintos aislados, por lo pronto
la magnitud de los porcentajes de inhibicion no fueron la prioridad en el andlisis
estadistico. Ademas, con los primeros resultados presentados queda evidente que estos
valores dependen del periodo evaluado (R. Verma et al., 2017), como se aprecia en los
primeros diagramas de cajas presentados, donde en algunos tratamientos el porcentaje de

inhibicion fue cambiando progresivamente en funcion al tiempo.

Con respecto a los porcentajes de inhibicion, Romero-Cortes et al. (2019) reportaron que
los niveles de inhibicion de Aspergillus niger por parte de 7. asperellum podrian estar
asociadas a la produccion de enzimas xilanoliticas. Ellos también reportaron la ausencia

de halo inhibitorio entre estos hongos.

Trichoderma es un biocontrolador con eficiencia en el control de la antracnosis causada
por Colletotrichum truncatum. En una investigacion realizada por Yadav et al. (2021) la

antracnosis causada por C. truncatum fue controlada en 78%.

Referente a la escala planteada por Skidmore & Dickinson (1976), donde también se
muestran representaciones de las interacciones, en la practica se encontraron situaciones
no idénticas a las representaciones y descripciones. Con eso, queda claro que las
representaciones y la escala en general es una aproximacion. Por ejemplo, la escala C y
D que son de interaccion con formacion de halos de inhibicion, la escala no detalla el caso

donde uno de los dos microorganismos tiene el crecimiento inhibido y el otro no. Las
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diferencias contrastantes en la tasa de crecimiento de Trichoderma y los demas hongos
estudiados en el presente trabajo, influenciaron en la dificultad para encajarse de forma
idéntica a la escala, pero tomando este hecho en consideracion, se pudo solucionar la

confusion inicial.

El interés que se tuvo en la seleccion de Trichoderma, Penicillium, Aspergillus y
Colletotrichum en la presente investigacion reside en la capacidad antagonica
ampliamente reconocida de Trichoderma, y la importancia de Penicillium, Aspergillus y
Colletotrichum como patdgenos de postcosecha de cultivos de alto valor econémico y
social. La utilizacion de especies de Trichoderma en el control bioldégico como parte de
los Programas de Manejo Integrado de Plagas incluye el control de patogenos de los
géneros Penicillium y Aspergillus (Castoria et al., 2008). Esto puede indirectamente
minimizar el riesgo de la contaminacion de los alimentos por micotoxinas, porque algunas
especies de estos géneros son toxigénicas, como es el caso del Penicillium verrucosum
(produtor de OTA Yy citrinina) y de algunas especies de Aspergillus de la seccion Nigri 'y
Circumdati (productores de OTA) (Pitt & Hocking, 2022; Taniwaki et al., 2003). La
contaminacion por toxinas afecta directamente a los vertebrados superiores, y esto incluye
a los seres humanos. En este sentido, en la presente investigacion hubo una preocupacion
por seleccionar tanto aislados toxigénicos como no toxigénicos de los géneros que pueden
presentar esta caracteristica, para verificar si la respuesta al antagonista es diferente, lo

que podria presentar desafios u oportunidades de control biolégico.

El TLC es una técnica cromatografica utilizada principalmente para andlisis
semicuantitativos. Tiene un limite de deteccion relativamente bajo y presenta cierta
dificultad para la comparacion de los compuestos de la muestra con los estandares de
concentraciones conocidas por ser realizada visualmente. Sin embargo, puede ser
empleada en el andlisis de la contaminacidén por micotoxinas a nivel de diagnostico. En
caso necesario, se selecciona otra técnica mas sensible, como el HPLC - que generalmente
también es mdas costosa -, para confirmar la deteccién y cuantificar, incluso bajas

concentraciones de micotoxinas (Rottinghaus et al., 1992).

La banda amarillenta observada en las corridas realizadas con los aislados de Penicillium
toxigénico (Figura 61) no tiene la misma caracteristica o patron presentado por el estdndar
de OTA. No obstante, no se puede descartar la posibilidad de que la OTA esté siendo

enmascarada por la sustancia amarilla. Para confirmar esta sospecha, hay necesidad de
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mas analisis, como el TLC bi-dimensional con diferentes soluciones de fase movil para
una separacion mas completa y poder descartar la presencia de compuestos que se
sobreponen (Betina, 1985). Con respecto a la identidad del compuesto amarillento, por la
difuminacion o arrastre de la banda, se considera que podria tratarse de la citrinina, que
también es una micotoxina acida y nefrotoxica como la OTA (Gorst-Allman & Steyn,
1979; Schmidt-Heydt et al., 2012), y también puede ser producida por especies de los
géneros Penicillium y Aspergillus (Mohamed et al., 2013). Esta micotoxina tiene un
factor de retencion similar a la OTA en algunas fases moviles (Gorst-Allman & Steyn,
1979) dificultando su separacion. El factor de retencion es la razéon de la distancia
recorrida por el analito y la distancia recorrida por el solvente o fase moévil utilizada en la
corrida cromatografica. A pesar de lo mencionado y de la necesidad de confirmacion de
la identidad de la micotoxina usando un estandar especifico, se observa una disminucion
en la intensidad de la banda en ambos aislados toxigénicos de Penicillium cuando son
confrontados con 7. harzianum. Este comportamiento también fue observado con la
aflatoxina B; y las ocratoxinas (A y B) producidas in vitro por Aspergillus flavus y A.
carbonarius, respectivamente, cuando fueron enfrentados con 7. harzianum (Braun et al.,
2018). Cuando el cultivo dual fue realizado con T. asperellum, el Penicillium toxigénico
2 presentd un comportamiento distinto. La banda tuvo mayor intensidad en comparacién
a su cultivo sin presencia del antagonista. Este resultado es contrario a lo reportado por
Stracquadanio et al. (2021) quienes utilizaron extractos de 7. asperellum y observaron
una disminucion de la produccion de OTA por Penicillium verrucosum. Sin embargo,
existen diferencias importantes en los experimentos, como el hecho de que este ultimo

fue realizado in vivo, con granos de trigo.

A pesar de que no se observaron bandas de OTA en las muestras de Aspergillus toxigénico
1 (Figura 62), por el mismo hecho del TLC presentar bajo limite de deteccion, como ya
fue mencionado, otro factor es que algunas especies podrian producir la toxina in vivo,
pero no en las condiciones utilizadas en el laboratorio para el anélisis (Paterson et al.,
2014). El Aspergillus toxigénico 2, identificado como siendo de la seccién Circumdati,
confrontado con 7. harzianum presentd una reduccion en la produccion de OTA que no

fue observada cuando confrontado con 7. asperellum.
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V. CONCLUSIONES

La respuesta de Penicillium, Aspergillus y Colletotrichum tanto en los porcentajes de
inhibiciéon de crecimiento micelial, produccién de esporas y germinacion de esporas
cuando estuvieron expuestos a Trichoderma, mediante la técnica de cultivo dual, vari6
dependiendo del aislado de estos reconocidos patdégenos de postcosecha, asi como de la
especie del propio Trichoderma. Estas respuestas variaron en dos extremos, inhibicion y
estimulo. El propio Trichoderma también respondié en su interaccidbn con esos
microorganismos con inhibicidn y estimulo en los parametros de desarrollo y crecimiento
evaluados. Con respecto a la influencia de Trichoderma en la produccion de metabolitos
secundarios por los aislados toxigénicos de los hongos evaluados, también se encontraron
respuestas complejas, desde el aumento de la produccion de metabolitos hasta la

disminucion, dependiendo de los aislados confrontados.

Biologicamente, todas las cepas fingicas presentaron caracteristicas Unicas.

Trichoderma harzianum se presentd mas agresivo con las cepas de Penicillium,
Aspergillus y Colletotrichum. Causé mayor inhibicidon de crecimiento micelial sobre el
Aspergillus no toxigénico y la menor inhibicion en C. asianum, con mas de 30 y menos
de 4%, respectivamente. 7. asperellum fue menos competitivo, con porcentajes de
inhibiciéon de crecimiento micelial de mas de 13 y menos de 2%, del Penicillium
toxigénico 1 y Aspergillus toxigénico 2, inclusive, presentd un halo de inhibicién en

presencia del Penicillium no toxigénico.

T. harzianum inhibi6 la esporulacion de los demaés géneros fungicos, alcanzando mas del
70% en el caso del Penicillium toxigénico 1; en el otro extremo, indujo la esporulacion
del Aspergillus toxigénico 1, en mas de 300%. En el caso de T. asperellum, causo la
maxima inhibicion en Penicillium no toxigénico, con mas del 79%, y un incentivo de mas

de 266% frente al aislado de C. asianum.

El porcentaje de inhibiciéon de la germinacidon presentd respuestas semejantes. 7.
harzianum inhibid6 como méaximo al Penicillium toxigénico 1 con 69% e incentivo en
666% al Aspergillus toxigénico 1. T. asperellum inhibié mas del 65% al Penicillium

toxigénico 1, e incentivd en 100% al Aspergillus toxigénico 2.
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La reaccion de Trichoderma cuando estuvo expuesto a los otros géneros también varid
en ese extremo. Irichoderma harzianum presentd diferencias significativas en el
porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial cuando fue confrontado a las cepas de
Colletotrichum, la produccion y la germinacion de esporas fue inhibida tanto para 7.
asperellum como para Colletotrichum sp. cuando fueron confrontados y hubo un aumento

notable en los dos géneros de Trichoderma cuando fueron confrontados con C. asianum.

La OTA parece haber sido opacada en el caso de las cepas toxigénicas de Penicillium por
la presencia de otra toxina, que podria ser la citrinina. En todo caso, se trata de un
metabolito secundario. La produccion de esta varié dependiendo de la cepa, asi como del
tipo y presencia de Trichoderma. En el caso del Aspergillus toxigénico 1, no se verifico
la presencia de OTA, tal vez por estar en concentraciones muy bajas, mientras que en
Aspergillus toxigénico 2, se detectd la micotoxina que tuvo su produccion afectada por

Trichoderma harzianum.

Se espera que los estudios de interaccion de microorganismos, como el presente que
utiliz6 hongos que pueden ser considerados modelos bioldgicos de estudio, permitan
desarrollar estrategias de uso de los controladores bioldgicos, y de la prevencion de
riesgos toxicologicos y, en general, incrementar el conocimiento de las complejas

respuestas de los seres vivos en su ambiente.
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ANEXOS

Figura 61

Procedimiento para la preparacion de suspension de esporas. a) materiales, b) filtrado
de zumo de naranja, c) obtencion de disco de 5 mm conteniendo esporas, d) preparacion
de suspension en solucion de Tween 20 al 0.05% con el zumo, e) montaje en camara de

Neubauer y f) estimacion del numero de esporas bajo el microscopio a 400X

Figura 62

Representaciones de las estructuras microscopicas de T. harzianum, a) conidioforo, b)

hifas septadas, c) conidios
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Figura 63

Procedimiento para la estimacion del numero de esporas germinadas a) Preparacion de

solucion de azul de toluidina y transferencia placas de Petri con solucion de esporas y

previamente esparcidas en la superficie e incubadas, b) distribucion del colorante

mediante movimientos circulares, c¢) Reposo, d) obtencion de porcion de medio de cultivo

con dimensiones ligeramente menores a la lamina portaobjeto, e) montaje del medio de

cultivo conteniendo las esporas, f) visualizacion sin uso de lamina cubreobjeto, g) campo

visual mostrando esporas y sus tubos germinativos

Figura 64

Representaciones de las estructuras microscopicas de T. asperellum a) conioforo b)

clamidosporas y c¢) conidios
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Figura 65

Estructuras de reproduccion de Aspergillus toxigénico 1 (a, b), Aspergillus toxigénico 2
(c, d), Aspergillus no toxigeénico (e, f), siendo las imdagenes de los conidioforos (a, c, e) y

de las esporas (b, d, f), barra = 150 um

Figura 66

Estructuras de reproduccion de Penicillium toxigénico 1 (a, b), Penicillium toxigénico 2
(c, d), Penicillium no toxigénico (e, f), siendo las imagenes de los conidioforos (a, c, e) y

de las esporas (b, d, f), barra = 150 um
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Figura 67

Penicillium toxigénico 1 (PT1), en cultivo dual con T. harzianum en medio YESA a los

40 dds

Figura 68

Aspergillus no toxigénico (ANT), en cultivo dual con T. asperellum en medio YESA a los
6 dds (A) y Colletotrichum de rocoto, en cultivo dual con T. asperellum en medio PDA a
los 5 dds a 25 °C (B)
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Figura 69

Interccion de Penicillium spp. (PT1, PT2 y PNT) en cultivo dual con Trichoderma harzianum (TH)

Céd. Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 3.25

Control Cultivo dual Control Cultivo dual Control Cultivo dual Control Cultivo dual

PT1

PT2

PNT

TH
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Figura 70

Interaccion de Penicillium spp. (PT1, PT2 y PNT) en cultivo dual con Trichoderma asperellum (TA)

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 3.25

Control Cultivo dual Control Cultivo dual Control Cultivo dual Control Cultivo dual

PT1

PT2

PNT

TA
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Figura 71

Seguimiento de crecimiento de Aspergillus spp. (AT1, AT2 y ANT) en cultivo dual con Trichoderma harzianum (TH)

Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 3.25

Control Cultivo dual Control Cultivo dual Control Cultivo dual Control Cultivo dual

AT1

AT2

TH
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Figura 72

Seguimiento de crecimiento de Aspergillus spp. (AT1, AT2 y ANT) en cultivo dual con Trichoderma asperellum (TA)

Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 3.25

Control Cultivo dual Control Cultivo dual Control Cultivo dual Control Cultivo dual

AT1

AT2

ANT

TA
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Figura 73

Seguimiento de crecimiento de Colletotrichum asianum (CM) en cultivo dual con Trichoderma asperellum y T. harzianum

Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 12

TA

TH
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Figura 74

Seguimiento de crecimiento de Colletotrichum sp (CR) en cultivo dual con Trichoderma asperellum y T. harzianum

Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 5

CR
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