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				Resumen

				Eficacia biológica de bioinsumos sobre Phytophthora cinnamomi y Campylocarpon pseudofasci-culare, en condiciones de laboratorio. Durante el año 2021, se evaluó la eficacia biológica de diferentes bioinsumos sobre dos agentes causales asociados a la pudrición radical de plantas de aguacate. El estudio se realizó en dos etapas, en la primera se llevó a cabo el aislamiento, identificación morfológica y molecular de los organismos y verificación de los postulados de Koch. En la fase posterior, se realizaron pruebas de confronta-ción dual entre cada uno de los patógenos y los siguientes organismos: Bacillus spp. (INTA-B37), Bacillus spp.(BP-16), Trichoderma harzianum (aislado de suelo de Orotina (T.H.O)), Trichoderma harzianum (aislado de suelo de Nandayure (T.H.N)) y un producto comercial compuesto de Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis y Azotobacter spp. Se evaluó el porcentaje de inhibición en el crecimiento de los patógenos y, en el caso de las trichodermas, se valoró la competencia por el sustrato. Se identificó que los patógenos corresponden a Campylocarpon pseudofasciculare y a Phytophthora cinnamomi. En relación con la confrontación dual, se obtuvo que las trichodermas presentaron los mayores valores de inhibición sobre C. pseudofasciculare, con un 56,3 %(T.H.N) y 50 % (T.H.O) respectivamente. Asimismo, BP-16 y T. harzianum (T.H.O) alcanzaron un 55,2 % y44,7 % de inhibición sobre P. cinnamomi, respectivamente. Con respecto a la competencia por sustrato, las dos trichodermas alcanzaron el grado uno en la escala de Bell frente a ambos patógenos.

				Palabras clave: Patógeno, Aguacate, Organismos benéficos.

				Abstract

				A survey about the biological efficacy of different bioinputs on two causal agents associated with root rot in avocado plants was evaluated during 2021. The study was carried out in two stages, in the first one the isolation, morphological and molecular identification of the organisms and verification of Koch’s postulates were carried out. In the subsequent phase, dual confrontation tests were implemented between each of the founded pathogens and the following organisms: Bacillus spp. (INTA-B37), Bacillus spp. (BP-16), Trichoderma harzianum (isolate from Orotina (T.H.O) soil), Trichoderma harzianum (isolate from Nandayure (T.H.N) soil), and a commer-cial product composed of Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis and Azotobacter spp. The percentage of inhibition in the pathogen´s growth was evaluated and, in the case of trichoderma species, the competition for the substrate was measured. Morphological and molecular techniques were used to identified the pathogens 
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				as Campylocarpon pseudofasciculare and Phytophthora cinnamomi. Dual confrontation was performed and the results showed the highest inhibition on C. pseudofasciculare with the trichoderma species, with values of56,3 % (T.H.N) and 50 % (T.H.O), respectively. Likewise, BP-16 and T. harzianum (T.H.O) reached 55,2 % and44,7 % inhibition values on P. cinnamomi, respectively. Regarding the competition for substrate, the two tricho-derma reached grade one in Bell’s scale against both pathogens.

				Keywords: Pathogen, Avocado, Beneficial organism.

				Introducción

			

		

		
			
				En el cultivo de aguacate, uno de los pató-genos más problemáticos es P. cinnamomi, así como otras especies del mismo género. Esta causa una de las enfermedades más devasta-doras que afecta en cualquier etapa del cultivo. Cuando la infección se desarrolla en almácigo, las plantas presentan un reducido crecimiento, poco desarrollo foliar y amarillamiento generalizado de hojas (Tamayo 2007).

				En plantaciones establecidas, los árboles afectados detienen su crecimiento y las hojas se tornan más pequeñas con apariencia pálida. Se observa un amarillamiento generalizado, con rebrotes pequeños y de poco vigor, así como flora-ciones excesivas y desfasadas. Posteriormente, las hojas se secan y las ramas laterales muestran una marchitez descendente; en estados avan-zados ocurre la muerte árbol. El hongo también puede afectar la base del tronco por lo que se puede formar un chancro oscuro con exudaciones con apariencia blanquecina (Morales et al. 2005, Tamayo 2007).

				Síntomas similares son provocados por varios hongos de la familia Nectriaceae. Debido a que estos patógenos atacan el sistema radical y pueden llegar a afectar los haces vasculares, según el estado de desarrollo de la enfermedad, el diagnóstico en campo se dificulta, ya que el daño observado puede ser provocado por uno o varios de estos organismos. La identificación morfo-lógica puede ser compleja debido a la similitud morfológica de los conidios, aunque se reconocen algunos aspectos como el tamaño de estos, el número de septos y la presencia o no de micro-conidios para diferenciarlos (Ramírez y Morales 2013, Parkinson 2017, Palacios 2021).

			

		

		
			
				En relación con el manejo de enfermedades radicales en el cultivo de aguacate, se han desarro-llado diferentes estrategias de manejo integrado, sin embargo, prevalece el uso de plaguicidas, lo que conlleva a impactos negativos en el ambiente y la salud. Estos reducen la biota del suelo y simplifican el sistema al minimizar las interrela-ciones entre las poblaciones de organismos, lo que puede degenerar en un mayor problema fito-sanitario. Asimismo, el uso continuo de moléculas sintéticas ejerce una presión de selección sobre los patógenos, lo que ha provocado tolerancia o resistencia a las mismas (Dobrowolski 2008, Ramírez et al. 2013).

				Como alternativa a los agroquímicos, se han evaluado distintos organismos para el control de P. cinnamomi. Se ha obtenido una reducción de la severidad de la enfermedad que provoca con el uso de Trichoderma spp., bacterias como Pseudomonas fluorescens, varias especies del género Bacillus, y actinomicetes (Ramírez et al. 2013).

				Cabe destacar que el potencial de control se incrementa en presencia de materia orgá-nica debido al efecto supresivo de la diversidad biótica sobre la etapa saprofítica de este y otros patógenos, esto debido a que ocurre una mayor frecuencia de interacciones (competencia, parasi-tismo, antibiosis) entre las poblaciones presentes. La complejidad microbiana en el suelo promueve la estabilidad y, desde la arista ecológica, la autoorganización de los sistemas diversos contri-buye al desarrollo de supresividad (Batista et al. 2008, Sarandón y Flores 2014).
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				El uso preventivo de consorcios (diversidad) de organismos benéficos reduce el desarrollo de las enfermedades de suelo, inclusive, puede disminuir la capacidad de infección del inóculo secundario. Por la tanto, la capacidad de los patógenos de permanecer en el sitio del cultivo depende de la densidad poblacional y de las interacciones que se desarrollen dentro de la comunidad biótica (Pérez 2008).

			

		

		
			
				Con base en lo descrito, se planteó como objetivo de esta investigación determinar la eficacia biológica de diferentes bioinsumos sobre dos agentes causales de la pudrición de raíz en plantas de aguacate (Persea americana Mill, mate-rial Criollo), en condiciones de laboratorio.

			

		

		
			
				Materiales y métodos

			

		

		
			
				Diagnóstico de los agentes causales

				Aislamiento e identificación de los agentes causales

				Se realizaron muestreos de plantas de agua-cate con síntomas de marchitamiento, amari-llamiento, pérdida de tejido foliar, pudrición del sistema radical y necrosis en los haces vascu-lares. Esto se realizó en varias fincas ubicadas en Orotina, Nandayure y Pérez Zeledón.

				Cada una de las muestras se envolvió en papel periódico humedecido y se llevaron al Laboratorio de Fitoprotección del INTA. El aislamiento de los organismos se realizó mediante el protocolo para hongos y bacterias indicado por French y Hebert (1980). La identificación morfológica de los orga-nismos asociados a los síntomas descritos se llevó a cabo mediante la observación al micros-copio de luz, de las estructuras asexuales de los organismos obtenidos con mayor frecuencia en las cajas Petri. Estas se compararon con las guías para la identificación de organismos de Erwin y Ribeiro (1996), Gallegly y Hong (2008) y lo indi-cado por Agustí y Armengol (2013).

				Verificación de los postulados de Koch

				Una vez identificados los organismos aislados, se inocularon individualmente y en combinación (Cuadro 1), en plantas de aguacate (patrón criollo, copa Simmonds) de 40 cm de altura. A todas 

				las plantas se les mantuvo con saturación de humedad por 72 horas para favorecer la infección de los organismos. Se contó con tres repeticiones por tratamiento.

				Cuadro 1. Organismos individuales o en mezcla inoculados para verificar los postulados de Koch. Laboratorio de Fitoprotección del INTA, San José, 2021.

				
					Identificador

				

				
					Organismo o mezcla

				

				
					T0

				

				
					Testigo absoluto

				

				
					T1

				

				
					Phytophthora cinnamomi

				

				
					T2

				

				
					Campylocarpon pseudofasciculare

				

				
					T3

				

				
					P. cinnamomi + C. pseudofasciculare

				

				En caso de Phytophthora, la inoculación se realizó con 15 g/planta de semillas de sorgo colo-nizadas por el oomicete con una concentración de 1x105 esporangios/g. Los cuales se colocaron en tres orificios a cinco centímetros de la base de la planta, a una profundidad de 10 cm. Con respecto a Campylocarpon, se inoculó un mililitro de una solución de conidios (1x106) en la cantidad de puntos y profundidad antes indicada, en cada repetición.

				Se verificó la ocurrencia de síntomas y avance de los mismos durante un período de 70 días. A partir de las plantas sintomáticas, se realizó el reaislamiento e identificación del o los organismos causales de la enfermedad generada.
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				Identificación molecular

				Se realizó la identificación molecular de los patógenos reaislados, y de dos cepas de Trichoderma spp., una obtenida de un suelo de la finca El Porvenir cultivada con aguacate, en Nandayure (T.H.N) (Latitud: 9,93717° Norte y Longitud: -85,29633 Oeste) y otra de la finca Cavar la cual está ubicada en Orotina (T.H.O) (Latitud: 9,54505° Norte y Longitud: 84,30214° Oeste). Esto se llevó a cabo en el Laboratorio de Técnicas Moleculares de CIPROC/UCR, bajo los protocolos de extracción de ADN establecidos por la entidad. Los productos de PCR se enviaron a secuenciar a Corea del Sur.

				Se utilizó la herramienta Blast (instrumento bioinformático para inferir relaciones funcionales, estructurales o evolutivas entre dos secuen-cias de nucleótidos o proteínas) con la cual se 

			

		

		
			
				compararon las secuencias generadas con las que se encuentran en la base de datos del banco de genes (GenBank). El análisis filogenético se realizó con el software MEGA 6, mediante las pruebas del Vecino más cercano y Máxima Verosimilidad.

				Pruebas de confrontación dual

				Se evaluó la capacidad antagónica de orga-nismos de control biológico contra los dos pató-genos identificados morfológicamente como los causantes de las pudriciones de la raíz de agua-cate. Los biocontroladores evaluados fueron: las dos trichodermas antes mencionadas, dos cepas de Bacillus subtilis identificadas como BP- 16 y INTA-B37. Asimismo, se valoró el efecto del producto comercial Fertibiol® (1×109 UFC/mL) constituido de tres cepas de bacterias benéficas (Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis y Azotobacter spp.) (Cuadro 2).

			

		

		
			
				Cuadro 2.	Microorganismos utilizados en la prueba de confrontación dual en caja Petri. Laboratorio de Fitoprotección del INTA, San José, 2021.

				
					Tratamiento

				

				
					Descripción

				

				
					T1

				

				
					C. pseudofasciculare vs T. harzianum Nandayure

				

				
					T2

				

				
					C. pseudofasciculare vs T. harzianum Orotina

				

				
					T3

				

				
					C. pseudofasciculare vs Fertibiol

				

				
					T4

				

				
					C. pseudofasciculare vs Bacillus BP-16

				

				
					T5

				

				
					C. pseudofasciculare vs Bacillus INTA-B37

				

				
					T6

				

				
					Phytophthora cinnamomi vs T. harzianum Nandayure

				

				
					T7

				

				
					Phytophthora cinnamomi vs T. harzianum Orotina

				

				
					T8

				

				
					Phytophthora cinnamomi vs Fertibiol

				

				
					T9

				

				
					Phytophthora cinnamomi vs Bacillus BP-16

				

				
					T10

				

				
					Phytophthora cinnamomi vs Bacillus INTA-B37

				

				
					T11

				

				
					Testigo C. pseudofasciculare

				

				
					T12

				

				
					Testigo Phytophthora cinnamomi

				

			

		

		
			
				Diseño experimental

				En el caso de los postulados de Koch, bajo condiciones de invernadero, se estableció un diseño irres-tricto al azar. Se contó con tres repeticiones para cada tratamiento y el testigo.

				Respecto a las pruebas de confrontación dual, se estableció un diseño irrestricto al azar con cuatro repe-ticiones por organismo de control evaluado, con cada hongo identificado como patógeno. Para cada hongo, se contó con un testigo que consistió únicamente en el crecimiento de cada organismo fitopatógeno en cajas Petri con medio de cultivo PDA acidificado, con la misma cantidad de repeticiones antes mencionada.
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				Control de calidad

				Se realizó el control de calidad del producto comercial Fertibiol. Esto se realizó mediante la determinación de microorganismos presentes en UFC/mL, mediante diluciones decimales del producto y crecimiento en medios de cultivo para hongos y para bacterias. También se analizó la pureza microbiológica (porcentaje de colonias de otros organismos no declarados en el producto) y se llevó a cabo la identificación morfológica y bioquímica de las bacterias.

				Pruebas de confrontación dual

				El siguiente procedimiento se realizó, por separado, con cada organismo identificado como patógeno en las pruebas de verificación de los postulados de Koch:

				Bacterias BP-16 y INTA-B37

				En cajas Petri con medio de cultivo PDA sin acidificar, se colocó una línea de bacteria (~4cm) en cada extremo a una distancia aproximada de 2,5 cm del centro. Dos días después, se agregó un disco de 0,5 cm de diámetro de PDA colonizado por el pató-geno en el centro del plato. Esto se realizó con cada una de las bacterias en estudio (Figura 1).

				Figura 1.	Ordenamiento de las bacterias INTA en las pruebas de confrontación dual.
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				Las cajas Petri con los organismos se incu-baron por un periodo de siete días a tempera-tura ambiente. La inhibición del crecimiento del hongo (efecto antibiótico de cada bacteria) se evaluó diariamente mediante la determinación de la reducción en el porcentaje de expansión de micelio (mm), comparado con el testigo, mediante la siguiente fórmula:

				(R1-R2)/R1 x 100 (Royse y Ries 1977;Whipps 1987) (Figura 2).

				Figura 2. Radios para determinar el porcentaje de inhibición de crecimiento.

				Fertibiol

				Se tomaron dos alícuotas de 50 µL del producto previamente agitado y se depositaron cada una en línea recta a 2,5 cm del centro (mismo diseño de la figura 1). Dos días después, se colocó un disco de 0,5 cm de diámetro de PDA coloni-zado con el hongo en el centro de una caja Petri con medio de cultivo PDA sin acidificar. La incu-bación y la evaluación del porcentaje de inhibición se realizó mediante el procedimiento descrito en el subapartado anterior (Figura 2).
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				Trichoderma harzianum

				Se evaluó la capacidad de inhibición del crecimiento de las dos cepas de T. harzianum contra el patógeno (confrontación dual). Para esto, se colocó un disco de 0,5 cm de diámetro de PDA colonizado con el respectivo hongo (cinco días de crecimiento) en un extremo de una caja Petri con medio PDA acidificado y en el lado opuesto se agregó un disco de 0,5 cm de PDA colonizado con el organismo benéfico (cinco días de crecimiento). Esto se llevó a cabo con cada cepa de T. harzianum por separado (Figura 3).

				Figura 3. Ordenamiento de los organismos en la prueba de confrontación dual.
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				Se determinó el porcentaje de inhibi-ción (efecto antibiótico) mediante la fórmula(R1-R2)/R1 x 100. En donde R1 es el crecimiento radial del patógeno testigo (mm) y R2 es el creci-miento radial del patógeno (mm) en competencia con T. harzianum. Asimismo, se evaluó la compe-tencia por sustrato del hongo benéfico con la escala de Bell (Bell et al. 1982) (Cuadro 3).

				Cuadro 3.	Escala de evaluación de compe-tencia por sustrato de organismos en confrontación dual.

				
					Grado

				

				
					Descripción

				

				
					I

				

				
					Antagonista cubre el medio + al patógeno

				

				
					II

				

				
					Antagonista está en 2/3 partes del medio

				

				
					III

				

				
					Antagonista + patógeno cada uno en la mitad del medio

				

				
					IV

				

				
					Patógeno sobrepasa al antagonista

				

				
					V

				

				
					Patógeno sobrepasa todo el plato

				

				Análisis estadístico

				Con los datos obtenidos y con el uso del programa Infostat (versión estudiante 2020), se realizó un análisis de varianza (ANDEVA) mediante modelos lineales generales y mixtos, así como la comparación de medias (DGC p<0,05). Se compa-raron tratamientos de interés dentro y entre grupos con análisis por contrastes ortogonales. Además, se realizó una comparación de medias (Tukey p<0,01) del crecimiento radial de las trichodermas en estudio frente a cada patógeno, por separado.

			

		

		
			
				Resultados y discusión

				Diagnóstico de los agentes causales

				Se identificó morfológicamente (Figura 4) y molecularmente dos patógenos asociados a las pudriciones de las plantas de aguacate, como Phytophthora cinnamomi y Campylocarpon pseudofasciculare. El primer organismo es reconocido por el hábito de crecimiento del micelio, el cual es de color blanquecino poco algodonoso con bajo volumen que crece unido al medio de cultivo; este presenta hifas aseptadas (cenocíticas) y formación de espo-rangios multinucleados con forma elipsoide u ovoide, en donde se producen de 20-30 zoósporas heterocontas (morfología desigual) biflageladas. Además, tiene pelos tripartitos en el flagelo anterior llamados mastigonemas (Hardham 2005).

			

		

	
		
			[image: ]
		

		
			
				ISSN-1659-0538 - Versión impresa, ISSN-2215-5481 - Versión en línea

			

		

		
			
				ALCANCES TECNOLÓGICOS. 16(1):05-22. 2023

			

		

		
			
				Retana: Eficacia biológica de bioinsumos sobre Phytophthora cinnamomi y Campylocarpon pseudofasciculare, en condiciones de laboratorio.

			

		

		
			
				11

			

		

		
			
				Este oomicete se encuentra comúnmente asociado a necrosis radical de árboles de agua-cate tanto en vivero como en plantaciones esta-blecidas, donde las condiciones de humedad en el suelo son altas por periodos prolongados y las temperaturas son cálidas. Esto favorece la inci-dencia del patógeno ya que este requiere de agua libre en el medio para que las zoosporas puedan movilizarse por quimiotaxia hacia la raíz del hospe-dero, además, facilita que en un plazo de dos a tres días después de la infección, se produzcan nuevos esporangios, lo que incrementa rápida-mente el inóculo para nuevas infecciones (Gadek 1999, Hardham 2005).

				Cabe destacar que, si la condición de humedad es constante, aún en suelos con buen drenaje, 

			

		

		
			
				el patógeno se puede desarrollar. Esto porque, además de favorecer la producción de esporan-gios, un ambiente húmedo puede provocar modifi-caciones químicas en el suelo y reducir la tolerancia del hospedero a este u otros patógenos (Pérez 2008). Este aspecto hídrico fue un factor continuo que se observó en los sitios donde se realizaron los muestreos, sobre todo en áreas arcillosas.

				En el caso de C. pseudofasciculare, la colonia en PDA creció con el centro de color naranja-rojizo y con el borde liso de color blanquecino crema. Los conidios observados fueron hialinos, levemente curvados, cortos y septados (de cuatro a seis septos) (Figura 5). Esta descripción coincide con lo descrito por Agustí y Armengol (2014) y Lawrence et al. (2019).

			

		

		
			
				Figura 4.	A. Micelio de P. cinnamomi. B. Esporangios de P. cinnamomi.
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				Figura 5.	A. Micelio de C. pseudofasciculare en medio de cultivo V8. B. Macroconidios de C. pseudofasciculare.
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				Cabe destacar que este hongo sólo produce macroconidios, los cuales son generalmente más alargados que los de Cylindrocarpon e Ilyonectria, y por lo general, no forman clamidosporas. Este organismo se considera como patógeno de cultivos de aguacate y de otros frutales como el olivo y la vid, el cual provoca síntomas de pudri-ción radical (Agustí y Armengol 2014).

				En relación con la identificación de las dos cepas de Trichoderma spp. encontradas en los sitios de estudio, ambas se identificaron molecularmente como T. harzianum. Esta especie es ampliamente reconocida en el control de diferentes organismos patógenos del suelo (Martínez et al. 2013).

			

		

		
			
				Verificación de los postulados de Koch

				De acuerdo con los resultados de los postu-lados de Koch los organismos encontrados, de forma individual, provocaron necrosis radical, lo que se traduce en el marchitamiento y necrosis del follaje (Figura 6). Esto último es producto de la pudrición tanto de las raíces finas absorbentes como de las fibrosas, y al bloqueo de haces vasculares (por lo que se reduce la absorción y translocación de agua y nutrientes), lo que lleva a la muerte regresiva de la planta (Gadek 1999, Hardham 2005).

			

		

		
			
				Figura 6.	Verificación de los postulados de Koch. A y B. Síntomas provocados por C. pseudofasciculare. C y D. Síntomas provocados por P. cinnamomi.
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				Se obtuvo un 67 % de infección en las plantas inoculadas, para cada patógeno. La mezcla de ambos organismos en una misma planta provocó un 33 % de infección, asimismo, en una inocula-ción previa no se obtuvo infección. Esto se puede deber a que Phytophthora presenta una limitada capacidad competitiva, una reducida actividad 

				saprofítica y poco crecimiento en presencia de otros microorganismos en el suelo (Gadek 1999), por lo que es posible que la población del segundo patógeno, redujo la incidencia del oomicete.

				En el caso de C. pseudofasciculare, con base en lo obtenido en este ensayo y una prueba 
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				posterior en invernadero con resultados simi-lares, es posible que este patógeno no sea un buen competidor. Asimismo, la condición de alta humedad del sustrato pudo haber afectado la capacidad de infección en la planta al momento de la inoculación y se mantuvo como saprófito, sin embargo, es necesario más investigación para determinar las interacciones de este hongo con otros organismos y su efecto en su capacidad de infección en el huésped, ya que hasta el momento no se reporta información al respecto. Además, Santos et al. (2014) mencionan que este orga-nismo inoculado individualmente en el cultivo de uva presentó un periodo de incubación de cuatro 

			

		

		
			
				meses, lapso en el cual es probable que se afecte su desarrollo en nuevos tejidos en presencia de otros organismos, tanto benéficos como patogénicos.

				Por último, se debe considerar la interacción planta-patógeno en donde es posible que los genotipos inoculados, por provenir de semilla, podrían presentar un nivel de tolerancia a uno o a ambos patógenos. Álvarez et al. (2018) reportan una variabilidad genética de hasta un 84 % en materiales criollos, lo cual influye en el comporta-miento de las poblaciones de aguacate ante orga-nismos patogénicos.

			

		

		
			
				Pruebas de confrontación dual

				Campylocarpon pseudofasciculare

				Trichoderma harzianum

				Ambas trichodermas mostraron una inhibición superior al 50 % sobre C. pseudofasciculare. A los tres días después del inicio del estudio, cada hongo benéfico hizo contacto con el patógeno (Figura 7), y a los seis días se dio la colonización de estos sobre el organismo perjudicial, por lo que alcanzaron el grado uno de la escala de Bell (Cuadro 4). Esta velocidad de colonización y la capacidad de parasitación permite consi-derar a ambas cepas como altamente antagonistas (Bell et al. 1982, Sánchez 2016).

				Figura 7.	De izquierda a derecha, crecimiento de Trichoderma harzianum frente a C. pseudofasciculare, a los tres días en confrontación dual. A. Cepa obtenida de Finca el Porvenir, Nandayure. B. Cepa aislada de la Finca Cavar, Orotina.
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				El patógeno mostró una velocidad de creci-miento baja, por lo que los hongos de biocontrol colonizaron el medio con rapidez. A partir de este resultado, se puede asumir que estos últimos presentan una potencial ventaja competitiva para 

			

		

		
			
				colonizar la rizosfera frente al ascomicete. Cabe destacar que T. harzianum presenta un sistema quiti-nolítico compuesto de dos ß-1,4- N-acetilglucosaminidasas, cuatro endoquitinasas y 1,3-glucanasas (moduladas según el organismo que parasitan), las 
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				cuales provocan degradación celular de los hongos de raíz. Ambos mecanismos limitan la incidencia del patógeno en el huésped (Haran et al. 1996, Ait-Lahsen et al. 2001). Bajo la condición del ensayo, es posible que los mecanismos descritos influyeron en el reducido crecimiento del patógeno.

				Otros mecanismos de control que se reco-nocen de esta y otras especies de Trichoderma son la detoxificación de toxinas excretadas por los patógenos y la desactivación de enzimas de estos producen en el proceso de infección. Además, 

			

		

		
			
				inducen mecanismos de defensa bioquímicos y fisiológicos en la planta (Harman 2000, Infanteet al. 2009).

				Respecto a la comparación del crecimiento radial de las trichodermas frente a este patógeno, no se obtuvo diferencias entre sí (Cuadro 4). Sin embargo, bajo condiciones limitantes de baja humedad y alta temperatura la cepa de Nandayure tiene un mayor potencial de establecimiento y control, lo cual es un aspecto relevante ante la variabilidad climática actual.

			

		

		
			
				Cuadro 4. Competencia por sustrato de las cepas de Trichoderma harzianum contra patógenos radicales de árboles de aguacate, en pruebas in vitro. Laboratorio de Fitoprotección, INTA, San José.

				
					Confrontación

				

				
					Grado (Escala Bell)

				

				
					Crecimiento radial de T.H. (cm)*

				

				
					Tiempo contacto (días)

				

				
					T. harzianum Nandayure vs C. pseudofasciculare

				

				
					I

				

				
					4

				

				
					3

				

				
					T. harzianum Orotina vs C. pseudofasciculare

				

				
					I

				

				
					5,1

				

				
					3

				

				
					T. harzianum Nandayure vs Phytophthora cinnamomi

				

				
					I

				

				
					4,0

				

				
					3

				

				
					T. harzianum Orotina vs Phytophthora cinnamomi

				

				
					I

				

				
					4,4

				

				
					3

				

				* n.s. Diferencias no significativas, según Tukey (p<0,01).

			

		

		
			
				Al respecto, Arriola (2018) reporta que no obtuvo inhibición de este producto frente a Ralstonia sola-nacearum, bajo condiciones in vitro. Sin embargo, al realizar evaluaciones en invernadero, los orga-nismos redujeron la incidencia del patógeno a un 24 %. La autora explica que estas diferencias en los resultados obedecen a que posiblemente las bacterias tuvieron una movilidad reducida en el medio de cultivo o a que la producción o difusión de los compuestos antimicrobianos producidos por estas pudo ser lenta. Asimismo, se debe valorar si la solución comercial contiene alguna sustancia que inhibe el crecimiento de los organismos en caja Petri con el fin de proteger las cepas.

			

		

		
			
				Fertibiol

				En el caso de este producto comercial, no se obtuvo efecto inhibitorio sobre el desarrollo del patógeno (Figura 8). Esto se debe a que, según el control de calidad del producto, no se encontraron los organismos que en la etiqueta se declaran. No obstante, se reconoce que los microorganismos que se indica que contiene el producto, tienen potencial para el control biológico. Lo anterior tanto por las interacciones amensalismo y anta-gonismo que cada bacteria puede ejercer contra patógenos de suelo, así como por las relaciones de competencia que estas bacterias desarrollan en la raíz contra estos organismos nocivos (Rodríguez et al. 2016, Pedraza et al. 2020).
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				Bacterias BP-16 y INTA-B37

				En la confrontación con la bacteria BP-16 (cepa de Bacillus subtilis), se obtuvo un 5,2 % de inhibición del crecimiento del hongo, lo cual puede es considerado como un efecto leve de control (Figura 8). A pesar de este resultado, se reporta que esta cepa, bajo condiciones in vitro, redujo el crecimiento de Fusarium oxysporum en un 57 % y de Rhizoctonia solani un 45 % (Vargas 2020).

				Las diferencias entre lo anterior y los resul-tados obtenidos requieren de más investigación, para determinar si existen mecanismos bioquí-micos del hongo que bloquean las sustancias inhibitorias que produce la bacteria. A pesar del bajo porcentaje de reducción del creci-miento alcanzado, esta bacteria puede ser útil en la disminución de la incidencia de este y otros patógenos en la raíz debido a la compe-tencia por espacio y nutrientes, además, induce la respuesta sistémica en plantas mediante la producción de lipopéptidos y refuerza las respuestas basales de las plantas (Chandleret al. 2015, Allard et al. 2016).

				Figura 8. Crecimiento de C. pseudofasciculare a los siete días en confrontación con la bacteria BP-16

				En el caso de la bacteria INTA-B37, la inhibi-ción sobre el patógeno fue de 39,4 %. Este valor fue menor que el alcanzado por Vargas (2020) quien obtuvo un 69 % de reducción del creci-miento de este organismo sobre F. oxysporum y un 61 % sobre R. solani. Lo anterior indica el 

				potencial que tiene esta para el control de hongos perjudiciales para las plantas (Figura 9).

				Figura 9. Crecimiento de C. pseudofasciculare a los ocho días en confrontación con la bacteria INTA-B37.

				En este ensayo no se determinó los metabo-litos implícitos en esta habilidad inhibitoria, pero se reconoce que las bacterias del género Bacillus producen compuestos antimicrobianos, tales como péptidos de síntesis no ribosomal (NRPs) y policétidos (PKs). Además, generan enzimas líticas como quitinasas, glucanasas, protesasas y acil homoserin lactonasas AHSL), compuestos orgánicos volátiles y hormonas, cuya expresión varía en forma y cantidad según la interacción organismo benéfico-planta-patógeno (Pedrazaet al. 2020).

				Análisis estadístico

				El porcentaje de la variación en la variable evaluada sobre este hongo que es explicado por el modelo lineal fue R2 = 0,75 (p<0,05). La cepa de T. harzianum proveniente de Nandayure obtuvo el mayor valor de inhibición sobre el patógeno con un 56,3 %, seguido por la cepa de T. harzianum obtenida de Orotina con un 50,1 %, sin diferen-cias significativas entre ellas. La bacteria INTA-B37 presentó un 39,4 % de inhibición y BP-16 un5,2 %, con lo cual ambas bacterias presentaron diferencias estadísticas en el porcentaje de reduc-ción de crecimiento del hongo (Figura 10).
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				 Letras distintas indican diferencias significativas entre medias de los tratamientos (DGC p<0,05).

				Figura 10.	Porcentaje de inhibición del crecimiento de Campylocarpon pseudofasciculare en presencia deT. harzianum Nandayure (T.H.N), T. harzianum Orotina (T.H.O), Bacillus BP-16 y Bacillus INTA-B37.

				De acuerdo con los contrastes realizados (Cuadro 5), se comprobó que las dos cepas de trichoderma no presentan diferencias significativas entre sí en esta variable (p= 0,6425). Asimismo, se determinó que la bacteria INTA-B37 redujo un 34,2 % más que BP-16 el crecimiento de C. pseudofasciculare (p=<0,0001).

				Al comparar el efecto inhibitorio de las dos trichodermas contra la reducción del desarrollo alcanzado por las dos bacterias sobre el patógeno se obtuvo que ambas cepas del hongo benéfico disminuyeron el avance de C. pseudofasciculare un 30.9 % más que las dos cepas de Bacillus subtilis (p=0,0006) (Cuadro 5). Estos resultados demuestran la capacidad de control de los organismos evaluados sobre este patógeno y permite asumir el potencial uso de estos en consorcios para el combate del hongo.

				Cuadro 5.	Estimadores de lasdiferencias de las medias de los porcentajes de inhibición alcanzados por los organismos de control evaluados sobre C. pseudofasciculare

				
					Tratamiento

				

				
					Porcentaje

				

				
					p-valor

				

				
					T.H.N vs T.H.O

				

				
					6,23

				

				
					0,6425

				

				
					INTA-B37 vs BP-16

				

				
					34,20

				

				
					 <0,0001

				

				
					T.H.N*T.H.O vs BP-16*INTA-B37

				

				
					30,91

				

				
					0,0006
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				Phytophthora cinnamomi

				Trichoderma harzianum

				Ambas cepas de este organismo bené-fico tuvieron un efecto inhibitorio medio frenteP. cinnamomi. La que se obtuvo de Nandayure alcanzó un 34,5 % y la que se aisló de Orotina un 44.7 % de reducción de crecimiento del patógeno. Estos valores se consideran bajos, sin embargo, 

			

		

		
			
				fueron influenciados por una mayor velocidad de desarrollo mayor del oomicete en presencia de las trichodermas, en comparación con el testigo. Debido a esto, en ambos casos, a los tres días del inicio del ensayo se dio el contacto entre cada hongo benéfico y el patógeno, y a los cuatro días las dos trichodermas llenaron por completo la respectiva caja Petri (Figura 11).
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				Figura 11.	De izquierda a derecha, confrontación dual (CD) de dos cepas de Trichoderma harzianum frente a Phytophthora cinnamomi. A. T.H.N a los dos días. B. T.H.N a los tres días. C. T.H.N a los cuatro días. D. T.H.O a los dos días. E. T.H.O a los tres días. F. T.H.O a los cuatro días.
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				Esta reacción de crecimiento se puede deber a un mecanismo de defensa del patógeno frente aT. harzianum. En el caso de la cepa que se obtuvo de Nandayure, se dio un crecimiento mayor al testigo en 0,35 cm y 0,68 cm, en el primer y segundo día, respectivamente. En relación con la aislada de Orotina, se obtuvo una diferencia de 0,17 cm, únicamente para el segundo día. En el resto del periodo, en ambos casos, se dio un decrecimiento por la interacción con el otro orga-nismo en la caja Petri (Figura 12).

				No existen reportes previos de este compor-tamiento de desarrollo, sin embargo, se menciona que, en el caso de P. capsici, esta produce más esporangios en presencia de Trichoderma spp., en respuesta a la inhibición que ejerce este orga-nismo (Ahmed et al. 1999). Esto indica un posible efecto del hongo benéfico sobre la fisiología de estos oomicetes.

			

		

		
			
				Cabe destacar que el comportamiento descrito también ocurrió con las dos bacterias en estudio. En el caso de BP-16, para el primer díaP. cinnamomi frente creció 1,1 cm más que el testigo y para el segundo día el radio fue igual al testigo, en el resto de periodo de evaluación se dio un decre-cimiento por el efecto inhibitorio. Con respecto a INTA-B37, este patógeno se expandió 1,1 cm y 0,7 cm más que el testigo, en los mismos días indi-cados. En los días restantes hubo una tendencia de crecimiento similar al testigo (Figura 13).

				En ensayos in vitro similares con distintas cepas de T. harzianum sobre P. cinnamomi, se reporta una inhibición en un rango de21,8 - 53,8 %. Estas diferencias obedecen a la procedencia de los aislamientos y a variaciones en la habilidad antagónica y parasítica del hongo benéfico (Sánchez 2016).
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				Figura 13. Crecimiento radial de Phytophthora cinnamomi en PDA acidificado en confrontación dual con los organismos en estudio.
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				Bacterias BP-16 y INTA-B37

				De acuerdo con las evaluaciones, la bacteria INTA-B37 no tuvo efecto de inhi-bición sobre el crecimiento del oomicete. Esto se puede deber a que el patógeno no es susceptible a los metabolitos que libera la bacteria o bien a que la tasa de crecimiento de P. cinnamomi, en respuesta a la presencia del organismo benéfico, superó la concentración de dichos compuestos, por lo cual no fue sufi-ciente para reducir el desarrollo de patógeno de forma evidente (Figura 14).

				En el caso de la bacteria BP-16, esta redujo un 55 % el crecimiento de esta phytophthora. Se reporta una cepa de este organismo aislada de raíces de aguacate que alcanzó un 26 % de 

			

		

		
			
				Fertibiol

				No se obtuvo inhibición del crecimiento del patógeno por la razón expuesta en el apartado anterior. Asimismo, este resultado pudo ser influenciado por la reacción de crecimiento del patógeno que se indicó en el subapartado anterior.

			

		

		
			
				inhibición contra este patógeno (Hakizimana et al. 2011). Por lo tanto, el resultado obtenido es más del doble del valor anterior por lo que se puede considerar como un organismo con alto potencial para ser utilizado como controlador de P. cinna-momi en plantaciones de aguacate (Figura 15).

				Los mecanismos de inhibición de B. subtilis ya fueron mencionados en el apartado anterior y han sido ampliamente descritos en diversos ensayos. Las diferencias en la reducción de crecimiento obtenidas con los dos patógenos de este estudio indican la posibilidad de una variación en la liberación de metabolitos entre cepas de Bacillus subtilis, tanto en tipo como en concentración.
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				Figura 14. Crecimiento de P. cinnamomi en confrontación con la bacteria INTA-B37. A. Crecimiento un día después del inicio del ensayo. B. Tres después del inicio del ensayo.

				Figura 15. Crecimiento de P. cinnamomi en confrontación con la bacteria BP-16. A. Crecimiento un día después del inicio del ensayo. B. Cuatro días después del inicio del ensayo.
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				Análisis estadístico

				El porcentaje de la variación en la variable evaluada sobre este oomicete que es explicado por el modelo lineal fue R2 = 0,74 (p<0,05). De acuerdo con los resultados de este ensayo, la bacteria BP-16 presentó el mayor porcentaje de inhibición del patógeno con un 55 %, valor que 

			

		

		
			
				difiere estadísticamente en comparación con la reducción alcanzada por las dos T. harzianum, las cuales presentaron un 44,7 % (O) y 34,5 % (N). Entre estas cepas de hongos benéficos no se presentaron diferencias significativas (Figura 17).
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				 Letras distintas indican diferencias significativas (DGC p<0,05).
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				Figura 17. Porcentaje de inhibición del crecimiento de Phytophthora cinnamomi en presencia de Bacillus BP-16, T. harzianum Nandayure, T. harzianum Orotina.

				En relación con los contrastes entre las medias de los valores obtenidos, se obtuvo que la T. harzianum proveniente de Orotina redujo un 10,2 % el desarrollo del patógeno en relación con la cepa originaria de Nandayure (p=0,0482). Además, el efecto de inhibición de la bacteria BP-16 versus ambas cepas del hongo benéfico, fue mayor un 15,52 % (p=<0,0052) (Cuadro 6).

				Cuadro 6. Estimadores de las diferencias de las medias de los porcentajes de inhibición alcanzados por los organismos de control evaluados sobre P. cinnamomi.

				
					Tratamiento

				

				
					Porcentaje

				

				
					p-valor

				

				
					T.H.O vs T.H.N

				

				
					10,23

				

				
					0,0482

				

				
					BP-16 vs T.H.N y T.H.O

				

				
					15,52

				

				
					<0,0052

				

				Al comparar las medias del porcentaje de inhibición de los organismos evaluados sobre C. pseudofasci-culare (C) y P. cinnamomi (P), se obtuvo que no hubo diferencias entre estos grupos (p=0,1604), sin embargo, al contrastar las medias de los valores de reducción del crecimiento obtenido con las trichodermas para cada patógeno, las confrontadas con C. pseudofasciculare tuvieron un 13,6 % más de efectividad que en el caso del oomicete (p=0,0461) (Cuadro 7), lo cual pudo ser influenciado por la agresiva respuesta de desarrollo de P. cinnamomi frente a los organismos de control.

				En general, con los resultados obtenidos, se pudo determinar el potencial de control de los organismos benéficos sobre ambos patógenos. Se debe valorar el uso de estos en consorcio para el combate biológico en campo.

				Cuadro 7. Estimadores de las diferencias de las medias de los porcentajes de inhibición alcanzados por grupo sobre C. pseudofasciculare y P. cinnamomi.

				
					Tratamiento

				

				
					Porcentaje

				

				
					p-valor

				

				
					 T.H.N, T.H.O y BP-16 (P) vs T.H.N, T.H.O y BP-16 (C)

				

				
					7,63

				

				
					0,1604

				

				
					 T.H.N, T.H.O (C) vs T.H.N, T.H.O (P)

				

				
					13,55

				

				
					0,0461
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