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Resumen

De diferentes localidades productoras de tomate del estado Aragua, Vene-
zuela, fueron colectadas muestras de plantas con sintomas de marchitez vascular
y muestras de suelo. Estas fueron procesadas en las instalaciones de la Clinica
de Enfermedades de Plantas de la Universidad Central de Venezuela, obte-
niendo aislamientos tanto de Fusarium como de Trichoderma, que de acuerdo
a caracteristicas macroscopicas y microscopicas fueron identificadas como
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici y Trichoderma koningii. Siendo de gran
importancia la identificaciéon del patégeno y de los posibles microorganismos
que pueden actuar como controladores biolégicos dentro de un manejo integra-
do del cultivo.
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Abstract

Plants with symptoms of wilt disease and floor samples were collected in
different localizations of Aragua State, Venezuela. These were processed at
The Clinic of Phytopathology of the Central University of Venezuela, for getting
isolations of Fusarium and Trichoderma, identified as Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici and Trichoderma koningii, respectively considering their
macroscopic and microscopic characteristic. Being of great importance the
identification of the patdégeno and of the possible microorganisms that can act
as biological controllers inside an integrated handling of the cultivation.
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Introduccién

El tomate (Lycopersicon
esculentum Mill.) es la principal hor-
taliza en la dieta diaria del venezola-
no, siendo producido en diferentes
zonas del pais, entre las que se en-
cuentra el estado Aragua. El rendi-
miento del cultivo es afectado por di-
ferentes factores entre los que se en-
cuentran las condiciones ambientales,
asi como las plagas y enfermedades,
senalandose dentro de estas tultimas

a la marchitez vascular causada por
Fusarium oxysporum f. sp. licopersici
(1,4). Entre las alternativas para su
control se encuentra el empleo de pro-
ductos Dbiolégicos a base de
microorganismos antagonistas (5, 6),
siendo el objetivo del presente traba-
jo colectar e identificar aislamientos
del patégeno y del antagonista
Trichoderma de diferentes localidades
del estado Aragua.

Materiales y métodos

En las localidades de Pao de
Zarate, Guanayen, Mucura y Santa
Lucia del estado Aragua, donde exis-
ten reportes de incidencia de marchi-
tez vascular del tomate, se colectaron
al azar plantas completas con sinto-
mas de la enfermedad con el objetivo
de aislar al patégeno Fusarium. Asi
mismo se colectaron muestras de sue-
lo del area de cultivo para la obten-
ci6n del antagonista Trichoderma.

Las muestras fueron traslada-
das al laboratorio de fitopatologia la
Clinica de Enfermedades de Plantas
de la Facultad de Agronomia de la
Universidad Central de Venezuela
para su procesamiento. La obtencién
del patégeno se realiz6 siguiendo la
metodologia de Burgess et al., (3) y la
obtencién del antagonista se logré
mediante la técnica de dilucidén
seriada en capsulas de Petri con agar.

Se realizé la descripcién e iden-
tificacién de los aislamientos con base
a caracteristicas macroscopicas y mi-
croscépicas: I) Para la caracterizacién
de Fusarium todos los aislamientos

52

fueron repicados a capsulas de Petri
con PDA, conservandolos bajo condi-
ciones alternas de luz y oscuridad
cada 12 horas (a 20°C en oscuridad y
25°C en luz) por diez dias; determi-
nando color, aspecto y didmetro de
crecimiento de la colonia. En lami-
nas semipermanentes se hicieron pre-
parados microscépicos, a partir de
colonias obtenidas en PDA de cuatro
a siete dias, realizando observaciones
microscépicas y medicién de
microconidios y clamidosporas. Los
mismos aislamientos se cultivaron en
medio de cultivo agar-hoja de clavel
(CLA), conservandolos a 27-30°C en
oscuridad durante seis a diez dias,
haciendo preparados microscépicos
para observar y medir macroconidios,
realizando su identificacién con la
ayuda de material bibliografico sobre
el género Fusarium sp. (3). II) Para
la caracterizacién de Trichoderma los
aislamientos se repicaron en PDA y
se conservaron a 27-30°C en oscuri-
dad por tres a ocho dias; determinan-
do color, aspecto, forma de crecimien-
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to y diametro de crecimiento de la co-
lonia, asi como pigmentacién del me-
dio de cultivo. De colonias con tres
dias de crecimiento se hicieron pre-
parados microscopicos, determinando
tipo de ramificacién de los
conidi6foros, forma y medidas de las
fialides y los conidios. Para determi-

nar la presencia o ausencia de las
clamidosporas y sus caracteristicas,
se emplearon preparados microscépi-
cos de colonias de ocho o méas dias de
crecimiento, identificando los aisla-
mientos en base a informacién biblio-
grafica (2).

Resultados y discusion

Descripcion e identificacién de
los aislamientos de Fusarium: En ge-
neral las colonias inicialmente son
hialinas y después de 48 horas adquie-
ren una coloracion violeta. El didme-
tro de crecimiento de la colonia, trans-
curridas las 72 horas fue alrededor de
2,0 cm y el micelio aéreo poco flocoso.
Al microscopio el micelio es hialino y
septado; produciendo abundantes
microconidios sobre cortas
monofidlides en falsas cabezas (figu-
ra 1); los macroconidios son
fusiformes, septados, con una célula
apical alargada y una célula basal
pedicelada; las clamidosporas son

globosas, terminales y/o intercalares.

Las muestras de las diferentes
localidades presentaron las siguien-
tes caracteristicas:

a) Pao de Zarate (PZ): Colonia
que transcurridos diez dias alcanzd un
didmetro de 8,4 cm de crecimien-
to. Microconidios de forma oval-
reniformes, unicelular, de 4,75-9,5 x
1,90-2,85 um. Macroconidios abun-
dantes, con dos a tres septas, de 9,5-
32,5 x 1,9-3,8 um. Clamidosporas
globosas, de paredes gruesas, de bor-
des lisos o festoneados, de 6,5-9,50
pm., individuales o bicelulares en el
apice del micelio.

microconidios

Figura 1. Microconidios en falsas cabezas de F. oxysporum f. sp.

lycopersici (40x).
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b) Guanayen (G): Este aisla-
miento fue el que presentd el mas ra-
pido crecimiento de la colonia, alcan-
zando los 9,0 cm de didmetro a los diez
dias, con abundantes microconidios
reniformes-ovalados de una o dos cé-
lulas, de 3,8-8,55 x 1,90-2,85 pm.
Macroconidios abundantes, de tres
septas, de 10,45-29,45 x 2,85-3,80 pm.
Clamidosporas globosas, de bordes li-
sos, de 4,75-9,50 um, presentes de for-
ma individual y terminales en el
micelio.

¢) Mtacura (M): La colonia a los
diez dias alcanz6 un diametro de 8,0
cm. Microconidios sobre cortas
monofialides, oval-reniformes, de una
o dos células, de 5,70-8,55 x 1,90-2,85
pm. Macroconidios con tres a cuatro
septas, de 14,25-37,05 x 2,85-3,80 um.
Clamidosporas globosas, de paredes
lisas y gruesas, de 4,75-8,55 pm, indi-
viduales o bicelulares, intercaladas y
apicales en el micelio.

d) Santa Lucia (SL): Colonia de
menor velocidad de crecimiento, al-
canzando un diametro de 7,0 cm a los
diez dias. Con abundantes
microconidios de una célula, oval-
reniforme, de 10,8-14,4 x 7,2 pm.
Macroconidios abundantes,
fusiformes, célula basal pedicelada,
célula apical en forma de gancho, con
dos septas, de 21.6-32 x 7.2 pum.
Clamidosporas de paredes lisas,
globosas, de 7,2-10,8 um, individua-
les, intercaladas y terminales sobre
el micelio.

Estas permitieron identificar los
aislamientos como Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici, coinci-
diendo con lo seiialado por otros au-
tores como Anzola y Roman (1) y
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Jiménez (4) quienes identificaron a
este patégeno afectando el cultivo de
tomate en diferentes zonas de Vene-
zuela, incluyendo el estado Aragua.

2.- Descripcion e identificacion
de los aislamientos de Trichoderma:
En general la Colonia es de crecimien-
to rapido. Micelio hialino, hifas
septadas y ramificadas en toda su lon-
gitud. Presentan  conidiéforos
ramificados y abiertos con 3 a 4
fialides por verticilo, sobre las cuales
se forman los conidios. No posee
fialides intercaladas (figura 2).

Las muestras de las diferentes
localidades presentaron las siguien-
tes caracteristicas:

a) Pao de Zarate (PZ): La colo-
nia crece en anillos concéntricos, ini-
cialmente de color blanco, tornédndo-
se verde claro hasta alcanzar un ver-
de oscuro. A los tres dias tiene un dia-
metro de 6,6 cm. El micelio aéreo es
ralo. Los coniditéforos de 70,7 pm de
longitud x 2,85 pm de ancho. De
Fialides ampuliformes y lageniformes
de 9,5 a 11,7 um de longitud y de 1,9
a 2,85 um en su parte mas ancha. Los
conidios son secos, verdes, pequerios,
globosos de 1,90 a 3,8 um de longitud
x 1,90 a 3,8 um de ancho y agrupados
en masas. Con pocas clamidosporas
sub-globosas y terminales.

b) Guanayen (G): La colonia ini-
cialmente es de color blanco, cambian-
do desde verde claro hasta verde oli-
va. A los tres dias alcanza 9,0 cm de
diametro, El micelio aéreo es flocoso.
Conidiéforos de 25,3 pm de longitud
x 2,85 um de ancho, con fialides
lageniformes de 6,95 a 11,4 um de lar-
goy de 1,90 a 2,85 um en su punto
mas ancho. Sus conidios son secos,
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Figura 2. Conidi6foro con fialides y conidios de Trichoderma koningii (40x).

verdes, globosos a sub-globosos de
2,85 a 3,80 um x 2,85 a 3,80 um. Po-
cas clamidosporas globosas con un
diametro de 5.7 um, individuales de
paredes lisas y terminales e interca-
ladas en el micelio.

¢) Micura (M): La colonia tifie
el medio de color amarillo claro y a
los tres dias alcanza 8.5 cm. El micelio
aéreo es ralo, color amarillo verdoso.
Con conidiéforos de 50 pm de longi-
tud x 2,0 pm de ancho. Sus fidlides
son ampuliformes a lageniformes, ge-
neralmente de 4,75 a 9,5 um de largo
x 1,90 um en su punto mas amplio.
Abundantes conidios generalmente
globosos a sub-globosos, de 2,85 pm
de diametro. Clamidosporas oblon-
gas, individuales de paredes lisas y
gruesas, de 4,75a 7,6 um x 4,75 a 7,6
um y generalmente terminales.

d) Santa Lucia (SL): La colonia
crece en anillos concéntricos, inicial-
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mente es de color verde claro y con el
transcurrir del tiempo, cambia a ver-
de oscuro, con un diametro de 8,8 cm
a los tres dias. El micelio aéreo es
flocoso. Los conidiéforos de 47,3 um
de longitud x 2,85 pm de ancho. Las
fidlides son ampuliformes a
lageniformes de 7,6 a 19 um de longi-
tud x 1,90 a 2,5 um de ancho.
Conidios verdes, sub-globosos a ovoi-
des de 2,85 a 3,80 um x 2,85 a 3,80
um. Con clamidosporas individuales
de paredes delgadas y lisas, de 2,85 a
6,65 um x 2,85 a 5,7 um, generalmen-
te terminales.

Por estas caracteristicas y en
base a Bisett et al., (2) los diferentes
aislamientos se ubican en la seccién
Trichoderma especie Trichoderma
koningii, a diferencia de Jiménez (4)
quien senalé aislamientos provenien-
tes del estado Aragua, como
Trichoderma harzianum.
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Conclusiones

Se confirma la presencia de
Fusarium oxysporum f. sp.
Lycopersici, que ocasiona la marchi-
tez vascular del tomate y se identifi-
can cuatro aislamientos de
Trichoderma koningii en muestras de

suelo de las localidades de Pao de
Zarate, Guanayen, Mucura y Santa
Lucia del estado Aragua, areas pro-
ductoras de tomate del estado Aragua,
Venezuela.

Recomendaciones

Se recomienda evaluar los ais-
lamientos de Trichoderma koningii
identificados en esta investigacién, en
cuanto a sus requerimientos desde el

punto de vista de condiciones ambien-
tales y de nutricién, para su posible
empleo en control biolégico de
fitopatégenos.

Literatura citada

1. Anzola, D. y G. Roman. 1982.
Evaluaciéon de la tolerancia de
cultivares de tomate a diversas
razas de Fusarium oxysporum f.
sp. lycopersici. Agronomia
Tropical 32 (1-6):261-272.

2. Bisett, J. 1991. A revision of the
genus Trichoderma. II.
Infrageneric classification. Can,
J. Bot. 69:2357-2372.

3. Burgess, L. W., B.Summweewll, A.
Bulloxk, K. P. Got, and D.
Backhouse, 1994. Laboratory
Manual for Fusarium Research.
Royal Botanic Gardens. 133 p.

4. Jiménez, P. C. 2004. Formulacién y
momento de aplicacién de
Trichoderma harzianum Rifai
para el control de Fusarium

56

oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc)
Zinder & Hansen, causante de la
marchitez en tomate en el estado
Aragua. Tesis de grado para optar
al titulo de Magister Scientiarum
en Agronomia. Maracay,
Venezuela, Universidad Central
de Venezuela. 92 p.

5. Larkin, R. P. and D. R. Fravel. 1998.
Biological control of Fusarium
Wilt diseases by nonpathogenic
Fusarium spp. Formulations and
field efficacy. Phytopathology.
8(9):S51.

6. Stefanova, N. M. 2003. Produccién y
aplicacion de Trichoderma spp.
como antagonista de hongos
fitopatégenos. Informe Técnico de
investigacion, INISAV. Cuba. 7 p.





