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RESUMEN

Fusarium oxysporum es un hongo fitopatdgeno que genera pérdidas econdmicas
y dafios en los cultivos a nivel mundial, causando una enfermedad determinante y
limitante dentro de cultivos como frutales, de cereales, ornamental, etc. Trichoderma es
un bio-controlador alternativo el cual es usado como hongo antagonico frente a
Fusarium. En este estudio, se identificaron 16 cepas de Trichoderma recolectadas en la
sierra ecuatoriana y se reactivo una cepa de Fusarium oxysporum raza 1 obtenida
previamente del cultivo de banano (Musa paradisiaca). Se enfrentaron las 16 cepas de
Trichoderma frente a Fusarium por triplicado, dando un total de 48 repeticiones, con el
fin de medir los efectos de antagonismo y micoparasitismo. Todos los tratamientos
aplicados se encuentran dentro del mismo rango significativo en cuanto al efecto
antagoénico frente a Fusarium, mientras que, si existieron diferencias estadisticas en
cuanto a micoparasitismo, siendo cuatro cepas de Trichoderma las més eficientes frente
a la inhibicion del crecimiento de F. oxysporum

Palabras clave: Bio-controlador, Fusarium, Trichoderma, Antagonismo,
Micoparasitismo.



ABSTRACT

Fusarium oxysporum is a phytopathogenic fungus that generates significant
economic losses and crop damages worldwide. Fusarium causes a determining and
limiting disease within crops such as fruit trees, cereals, ornamentals, etc. Trichoderma
is an alternative bio-controller which is used as an antagonistic fungus against
Fusarium. In this study, 16 Trichoderma strains, collected in the Ecuadorian highlands,
were identified and a strain of Fusarium oxysporum race 1, previously reactivated from
the banana crop (Musa paradisiaca), was reactivated. In order to measure the effects of
antagonism and mycoparasitism, the 16 strains of Trichoderma were confronted against
Fusarium by triplicated, giving a total of 48 repetitions. All tested treatments were
within the same significant range regarding the antagonistic effect against Fusarium. By
other hand, statistical differences were significant when mycoparasitism was evaluated,
and four Trichoderma strains were the most efficient against Fusarium growth
inhibition.

Key words: Bio-controller, Fusarium, Trichoderma, Antagonism,
Mycoparasitism.
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1 INTRODUCCION
1.1 Antecedentes

1.1.1 Importancia de la agricultura en la economia.

El inicio de la agricultura hace miles de afios, fue un hito indispensable para el
desarrollo de la civilizacion. Con la domesticacion de las plantas, los seres humanos
dejaron de ser ndmadas y pasaron a ser sedentarios, contribuyendo a la construccion de
centros poblados, a la cultura y a una mejor calidad y mayor disponibilidad de alimentos.
En la actualidad, la agricultura es el rubro econémico mas importante en el mundo y lo
es por dos principales motivos: genera réditos significativos para los paises productores
y, segundo, aporta la alimentacion para una poblacién en exponencial crecimiento (FAO,
n.d.)

La tendencia internacional es la comercializacion de productos agricolas libres de
pesticidas, consecuentemente en Ecuador también se vuelto una tendencia obtener
productos organicos. En Ecuador se calcula que existen aproximadamente 2°813.217
hectareas sembradas, de las cuales 1°320.988,67 hectareas utilizan algun tipo de
plaguicida quimico, esto representa el 43% del sector agricola, mientras que el otro 57%
practica una agricultura ecoldgica o amigable con el ambiente (INEC, 2013). Por la
informacién proporcionada por INEC, en el afio 2013, se han incrementado las
actividades agricolas en Ecuador, debido a que su territorio presenta diversos factores

climaticos que permiten que la produccion agricola sea alta y de calidad.

Ecuador por sus caracteristicas; climatologicas, suelos y altura es un pais
altamente apto para la agricultura, pero también megadiverso, lo cual también podria
perjudicar al sector agricola por las potenciales amenazas de plagas, hongos y

enfermedades que pueden tener los diversos cultivos que se pretende producir.
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Actualmente existe un constante desarrollo de control de plagas y enfermedades, que
permita un manejo amigable con el ambiente y el consumidor. Por otro lado, existen
agentes bioldgicos como: bacterias y hongos, que benefician a los agricultores a reducir
el uso de quimicos. Uno de los agentes biolégicos que ayudan a mitigar las enfermedades

es el hongo Trichoderma spp. (Chiriboga, 2015)

El control biol6gico consiste en el control de plagas que afectan un cultivo
mediante el uso de enemigos naturales que se encuentran dentro de un ecosistema o
pueden ser insertados (Rubio, 2006). Mediante el uso de agentes bioldgicos para el
control de organismos perjudiciales evitas que las plagas o enfermedades desarrollen
resistencia. Por otro lado, el uso de pesticidas quimicos puede permitir la generacion de
resistencia frente al modo de accion. Existen varios métodos para el empleo de agentes
bioldgicos entre los cuales se encuentra la conservacion de la fauna del agroecosistema
que permite el control del habitat mediante depredadores. También se debe tomar en
cuenta el uso de especies insertadas en un agroecosistema que actian como enemigo
natural sobre las plagas generando un equilibrio dentro del sistema (SENASA, 2016).

Segln Araya, R., et al (2003), el uso de controladores biolégicos es una opcion
para prevenir, eliminar o disminuir el dafio generado por las plagas de los cultivos.
Ademas, son agentes bioldgicos que suelen actuar especificamente sobre los organismos
de interés. El uso de bio controladores permite la reduccion del uso de quimicos, por ende,

se reducen costos ademas de evitar la contaminacion de fuentes de riego (Araya, 2003).
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1.1.2 Trichodermay sus caracteristicas generales

Existe un constante uso de Trichoderma dentro de la agricultura. Dos de las
principales son Trichoderma asperellum y Trichoderma harzianium. Estas presentan las
mismas caracteristicas morfoldgicas de identificacién, su produccién abundante de
conidios que al comienzo presentan un color amarillento, que luego se transforma en
verde. Se forma una estructura piramidal a partir de los conidiéforos, produciendo

conidias de un color verde claro con forma ovalada (Lopez, 2011).

1.1.3 Mecanismos de control de Trichoderma.

Segun Bravo et al, 2016, Trichoderma es un género de hongo saprofito de facil
crecimiento en el suelo de variados ecosistemas. Ademas, es un grupo de hongos de suma
importancia dentro de la agricultura, esto debido a que interactia con las raices y tejido
foliar de las plantas generando una simbiosis, lo cual le permite a Trichoderma
hospedarse y a las plantas mejorar el crecimiento y desarrollo de sus raices, y asi
aprovechar de mejor manera los nutrientes que se encuentran en los suelos. Por otro lado,
a Trichoderma se le considera un eficiente controlador bioldgico sobre los patdgenos que
se encuentran en el suelo. Trichoderma es un agente biolégico que actda como un
hiperparasito que genera competencia con otros hongos, produciendo metabolitos
antifangicos y enzimas hidroliticas que degradan la pared celular de otros hongos (Bravo,

2016).

Trichoderma tiene diversos mecanismos de accion bio-controlador sobre los
hongos fitopatdgenos. Los principales mecanismos de accién que actlan de manera
directa sobre los hongos fitopatdgenos son; competencia por espacio y nutrientes,
antibiosis y micoparasitismo (Lorenzo, 2001). Segun Harman, G., (2004), Trichoderma

presenta otro mecanismo de defensa indirecta, puesto que benefician a la planta porque
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ayudan a inducir la resistencia vegetal, de esta manera la planta genera respuestas tanto
fisiologicas como bioquimicas inducidas por Trichoderma. Adicionalmente, ayuda a la
solubilizacion de elementos nutritivos, que en su forma original no son accesibles para la
planta; también ayuda a crear un ambiente beneficioso para el desarrollo radicular, esto
permite aumentar la tolerancia de la planta frente a situaciones de estrés (Harman G. ,
Universidad Nacional de Colombia, 2003). Asi, globalmente, Trichoderma se caracteriza
por brindar mecanismos de defensa a la planta los cuales son; antibiosis, competencia,
micoparaitismo.

La competencia representa un mecanismo antagénico de suma importancia. Segun
Infante (2009) el antagonismo es la competencia que existe entre dos organismos frente
a un nutriente, esta competencia por el nutriente genera la reduccién sobre la
disponibilidad del espacio para el otro individuo. “Este tipo de antagonismo se ve
favorecido por las caracteristicas del agente control bioldgico como plasticidad ecoldgica,
velocidad de crecimiento y desarrollo, y por otro lado por factores externos como tipo de

suelo, pH, temperatura, humedad, entre otros* (Ahmad, 1987); (Hjeljord, 1998).

Por otro lado, el micoparasitismo es definido como “una simbiosis antagonica
entre organismos, en el que generalmente estan implicadas enzimas extracelulares tales
como quitinasas, celulasas, y que se corresponden con la composicion y estructura de las
paredes celulares de los hongos parasitados” (Infante, 2009). Finalmente, la antibiosis se
relaciona a la produccion de metabolitos toxicos que generan danos a otros
microorganismos sensibles a los antibidticos secretados. Este mecanismo no es muy
recomendado usar ya que el patdgeno puede desarrollar inmunidad ante los metabolitos

secretados (Mendez, 1999).
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1.2 Planteamiento del problema de investigacion

De acuerdo a los datos publicados por el Instituto Nacional de Estadistica y Censos,
INEC, (2013), existe amplio uso de agroquimicos en las actividades agricolas en el
Ecuador. En el 2016, el uso de quimicos en cultivos permanentes fue de un 50% de
los productores, mientras que apenas un 2% realiz6 un tipo de aplicacion con
insumos organicos. Por otro lado, en los cultivos transitorios incremento
notablemente el uso de quimicos a un 78% mientras que el uso de insumos
organicos tiene un incremento de 2,66%. Esto se realiza con el fin de combatir

enfermedades de y plagas, entre otros (INEC, 2016).

Cultivos Permanentes Cultivos Transitorios

2,67% 2,20% 2,04% 3,90% 3,97% 2,66%

2014 2015 2016 2014 2015 2016
M Uso de Insumos Quimico M No Usan Ningun Tipo de Insumo Uso de Insumos Orgénicos ® Uso de Organico + Quimi
1 Uso de Insumos Organico + Quimico Uso de Insumos Organicos ® No Usan Ningun Tipo de Insumo ¥ Uso de Insumos Quimico

Figura 2.Porcentaje del uso de Insumos Quimicos y Organicos en cultivos Transitorios y Permanentes en
Ecuador. (INEC, 2016)

Fusarium es un género de hongo patdgeno que dentro en la agricultura provoca
pérdidas notables. Segun Bharathi et al (2012), Fusarium genera un 21% de pérdidas en

tomate cuando su produccion es bajo invernadero, el cual es un ambiente con mayor



15

control. Mientras que cuando el cultivo se encuentra expuesto, sin la proteccion de un
invernadero, pueden llegar a existir pérdidas de hasta el 47% (Bharathi, 2012). Por otro
lado, otro género que tiene un alto impacto en la agricultura es Alternaria.

El método que mas se usa para el control de enfermedades causada por hongos,
en este caso especificamente Fusarium, es la aplicacién de diferentes fungicidas
sistémicos quimicos que se encuentran disponibles en el mercado como Benomil y
Amistar (FAO, 2019). Una nueva alternativa para el control preventiva de hongos es el
uso de agentes biol6gicos como suspensiones basadas en Trichoderma. Tanto Alternaria
como Fusarium pueden ser controlados mediante Trichoderma, debido a que genera
competencia por el espacio y nutrientes de la planta, inhibiendo e impidiendo el
crecimiento del agente fitopatdgeno causal (Benitez T., 2004).

Segln Pérez, L., et al, (2009), experimentos que fueron realizados en campo
para el control del fitopatdgeno Fusarium, mostraron que las areas que fueron tratadas
con el bio-controlador Trichoderma harzianium, se obtuvieron resultados que marcan la
inhibicion del fitopatogeno (Pérez, 2009). Por otro lado, Gonzalez, J., et al (2005)
muestra que el damping-off producida por Fusarium en las plantaciones de papaya en
México, puede ser eficazmente controlada mediante el uso de Trichoderma harzianium
(Gonzalez, 2005).

Debido a la dificultad de realizar pruebas de campo, una alternativa apropiada
para la evaluacion preliminar de los mecanismos de accion de agentes biologicos para la
inhibicidn de los fitopatogenos es la realizacion de bioensayos in vitro. Brevemente, en
el presente estudio se plantea a escala de laboratorio, mediante el uso de cajas Petri, la
siembra de Fusarium para, una vez desarrolladas las cepas, inocular Trichoderma y
observar los efectos sobre los fitopatogenos. De esta manera, es posible observar cual es

la cepa de Trichoderma que mejor actla sobre Fusarium, para luego propagarla y
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potencialmente proponer un método eficiente para el control bioldgico, ademas amigable

con la salud humana y el ambiente.

1.3 Justificacion

Debido a restricciones fitosanitarias y de salud puablica, el sector agricola tiene
una fuerte tendencia hacia la produccion organica. Actualmente el uso de pesticidas para
control bioldgico busca ser reducido, por dos principales motivos: la afectacion que tienen
sobre la salud humana y ademas los efectos perjudiciales que provocan en los suelos. La
salud humana se ve afectada, generando enfermedades pulmonares, cancer, entre otros.
Mientras que al suelo se ve afectado por la lixiviacién, que es el flujo de sustancias sobre

la superficie del suelo (Rodriguez, 2014).

Los insumos organicos son una alternativa que ha incrementado en los Gltimos
afios segun el Instituto Nacional de Estadisticas y Censos (2016) y se ha incrementado en
casi un 1% el uso de productos organicos como agentes bioldgicos. Esto se debe a que
los productores prefieren el uso de un producto quimico que ya han aplicado previamente
y conocen su rapido modo de accion. El uso de bio-funguicidas ademéas de tener un
resultado eficaz, cuida los diferentes recursos naturales como el suelo, el agua, en general
la contaminacion medio ambiental. Ademas de esto es mas amigable con la saludo del

humano (FAO, 2019).

Al saber que los recursos son limitados y las necesidades basicas humanas, cada
dia incrementan mas lo necesario el uso de préacticas de produccion amigables con el

ambiente, con un enfoque dirigido a la explotacion consiente de los recursos naturales de
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cada pais con el objetivo de reducir hasta erradicar el uso de pesticidas. Casi en su
totalidad tanto las plagas como fitopatdgenos tienen enemigos naturales dentro del mismo
ecosistema donde viven. Estos antagonistas bioldgicos pueden ser usados como parte de
un programa de manejo integrado para control bioldgico (Punschke, 2015).

Se han realizado durante la historia varios bio preparados para el control flngico
para asi de esta manera proteger y a su vez activar las defensas de la planta (FAO, 2010).
En la actualidad se presentan diversas alternativas para el control de hongos, en este caso
el trabajo con Trichoderma se ha incrementado notablemente, mostrando mayor
eficiencia que el resto de bio pesticidas. Por este motivo es importante evaluar las diversas
cepas de Trichoderma que se pueden encontrar en Ecuador. Esto con el fin de obtener
resultados que permitan determinar cuél es la mas apta para competir contra hongos

fitopatdgenos, como son Fusarium y Alternaria.
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2 OBJETIVO GENERAL:

2.1 Objetivo general
» Evaluar in vitro de los mecanismos de accion de 16 cepas de Trichoderma
asperellum y Trichoderma harzianium para la inhibicion del fitopatogeno

Fusarium oxysporum

2.2 Objetivos especificos:

* Multiplicar 16 cepas de Trichoderma asperellum y Trichoderma
harzianium, previamente estudiadas, del banco del laboratorio de
Agrobiotecnologia y Alimentos USFQ.

» Reactivar y cultivar las cepas de Fusarium oxysporum raza 1 de banano

» Evaluar el antagonismo y micoparasitismo in vitro de Trichoderma spp.

frente a F. oxysporum usando pruebas duales.

3  HIPOTESIS

3.1 Hipotesis
El efecto de Trichoderma asperelum y Trichoderma harzianium in vitro en

medio PDA incide en el crecimiento de F. oxysporum
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4 MATERIALES Y METODOS

La metodologia usada en el presente estudio es la descrita por Mufioz (2012), la
cual en un principio consiste en el desarrollo y crecimiento del hongo en los diferentes
medios especificos para su crecimiento (Mufioz, 2012). Posteriormente se usé la
metodologia de Acevedo (1995), la cual consiste en poner un disco de F. oxysporum
obtenido con el sacabocados de aproximadamente 5 mm en un extremo de la caja Petri con
medio Potato dextro agar PDA (DIFCO) y al otro extremo depositar un disco de

Trichoderma para asi realizar finalmente el ensayo por triplicado (Acevedo, 1995).

4.1.1 Obtencién de microorganismos para su multiplicacién
Las cepas estudiadas de Trichoderma fueron obtenidas del banco de microorganismos del
laboratorio de Agrobiotecnologia y Alimentos de la Universidad San Francisco de Quito,
las cuales fueron previamente recolectadas en cinco diferentes fincas ubicadas en la sierra
ecuatoriana y que ademas fueron caracterizadas a nivel molecular y funcional (Mufioz,

2012).
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Localidad | Trichoderma | Cédigo Especie

Trichoderma

Imbabura 2 C2BR6 harzanium
Trichoderma

Imbabura 5 C4BR3 harzanium
Trichoderma

Imbabura 6 C5AR6 asperelum
Trichoderma

Pichincha 7 P1AR6 asperelum
Trichoderma

Pichincha 8 P1AR1 harzanium
Trichoderma

Cotopaxi 16 T2AR3 asperelum
Trichoderma

Cotopaxi 18 T3CR4 asperelum
Trichoderma

Cotopaxi 20 T5BR5 asperelum
Trichoderma

Cotopaxi 21 T5CR1 asperelum
Trichoderma

Chimborazo 24 S2BR1 asperelum
Trichoderma

Chimborazo 25 S2CR1 asperelum
Trichoderma

Chimborazo 26 S3AR1 asperelum
Trichoderma

Chimborazo 27 S3CR3 asperelum
Trichoderma

Chimborazo 28 S5CR6 asperelum
Trichoderma

Chimborazo 29 S5C(2)R6 | asperelum
Trichoderma

Loja 33 L3CR2 harzanium

Para la obtencion de Fusarium, se obtuvo de igual manera del Banco de
microorganismos del laboratorio de Agrobiotecnologia y Alimentos de la Universidad
San Francisco de Quito, proveniente de un estudio realizado con anterioridad por Mishell

Corral 2017, Fusarium obtenido de banano (Musa paradisiaca).

4.1.2 Crecimiento de F. oxysporum
El medio seleccionado para la siembra de F. oxysporum fue PDA, este medio es

especifico para el crecimiento de hongos. Segun Ellis (1968) se observaron estudios en
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los cuales se ve un alto indice de crecimiento general de hongos (Ellis, 1968). Para la
realizacion del medio, se tomaron 49 gr de medio PDA 'y se los disolvio en agua destilada.
Luego se procedio a autoclavar la mezcla a 121°C por 20 minutos. Una vez finalizado el
proceso de autoclavado y, una vez se alcanz6 una temperatura inferior a 45 °C, se coloco
gentamicina en la mezcla, en una dosis de 160 mg por litro. Finalmente, en la camara de
flujo laminar se dispensé el medio en cajas Petri plésticas. Una vez que el medio PDA se
solidifico, se procedid a colocar F. oxysporum con el uso de palillos estériles de madera,
que previamente fueron autoclavados para evitar la contaminacion de los medios. El
palillo con la muestra de F. oxysporum fue introducido en el medio de la caja. Para evitar
la contaminacion de las cajas Petri, éstas fueron selladas con doble cinta Parafilm.
Finalmente se deposito las cajas en la incubadora a 30°C hasta que el hongo ocup6 toda
la superficie de la caja (aproximadamente 10 dias), una vez que se alcanzo el crecimiento

deseado del hongo, cada caja fue almacenada a 4 °C hasta su posterior uso.

4.1.3 Crecimiento de Trichoderma asperellum y Trichoderma harzianium

El medio seleccionado para la siembra de Trichoderma fue TSM, este medio es
especifico para su crecimiento (Eladl, 1981). Para la realizacion del medio, se prepard
medio TSM (Anexo 1) y se disolvié en 1 litro de agua destilada. Luego se procedio
autoclavar lamezclaa 121°C por 20 minutos. Una vez finalizado el proceso de autolavado
se coloco gentamicina en la mezcla cuando la temperatura fue inferior a 45 °C, en una
dosis de 160 mg por litro. Finalmente, en la camara de flujo laminar se dispensé el medio
en cajas Petri plasticas.

Una vez que el medio TSM se solidificd, se procedié a tomar las 16 diferentes
cepas liofilizadas de Trichoderma, mediante el uso de una micropipeta previamente

autoclavada y a inocularlas en medio de la caja Petri. Una vez liberada Trichoderma en
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el medio, mediante el uso de una Asa de extension se desplaza Trichoderma por toda la
caja Petri. Para evitar la contaminacion, las cajas Petri fueron selladas con doble cinta
Parafilm. Se procedid de igual manera con cada una de las 16 cepas de Trichoderma.
Finalmente, las cajas fueron colocadas en la incubadora a 26°C hasta que el hongo ocupé
toda la superficie de la caja (aproximadamente 7 dias); una vez que se observo el

crecimiento del hongo, cada caja fue almacenada a 4° hasta su posterior uso.

4.1.4 Ildentificacion de material vegetal sembrado

Una vez que se obtuvo el material vegetal se procedié a identificar que
Trichoderma spp y F. oxysporum presentaran las caracteristicas morfoldgicas esperadas,
de acuerdo a las claves taxonomicas de descritas por (Mufioz, 2012). Una vez
identificados los hongos, cada cepa fue cultivada por triplicado para proseguir a la

siguiente parte del experimento.

4.1.5 Evaluacion del efecto antagonico de las cepas de Trichoderma spp.
sobre el crecimiento de F. oxysporum

El medio seleccionado para la siembra de F. oxysporum y Trichoderma spp.fue
PDA. Para la preparacion del medio, se tomaron 98 gr de medio PDA y se los disolvio en
2 litros de agua destilada. Luego se procedid autoclavar la mezcla a 121°C por 20
minutos. Una vez finalizado el proceso de autolavado se colocé gentamicina en la mezcla,
cuando la temperatura fue inferior a 45 °C, en una dosis de 160 mg por litro. Finalmente,
en la cdmara de flujo laminar, el medio de cultivo fue dispensado en cajas Petri plasticas.
Se obtuvieron aproximadamente 60 cajas Petri con medio PDA en su interior, esto con la
finalidad de realizar cada experimento por triplicado. Mediante el uso de un sacabocados

se sacaron muestras de F. oxysporum, que fueron depositadas en un extremo de las cajas
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Petri, esto se realizd por 48 repeticiones, mas otras 16 cajas Petri que fueron tomadas
como controles. Una vez sembrado el hongo F. oxysporum, se sell6 con doble cinta
Parafilm y se depositd las cajas Petri en la incubadora que se encontraba a 30°C, durante
3 dias, cuando ya se puede observar el inicio de crecimiento del hongo (aproximadamente
1cm de didmetro). Luego de los tres dias se procedié a realizar de la misma manera que

para F. oxysporum, la siembra de Trichoderma spp. al extremo opuesto de la caja Petri.

4.1.6 Obtencion de Resultados: crecimiento de micelio.

Para la obtencion de datos se us6 una regla de escala en mm.
Se procedio a medir el crecimiento tanto de F. oxysporum como de Trichoderma spp.
Luego, se coloco la regla en uno de los extremos y se midié en cm. Se tom¢ datos hasta

observar el crecimiento total de los controles.

4.1.7 Anélisis estadistico
Mediante la obtencion de los resultados de antagonismo y micoparasitismo, se
procedio a realizar un analisis mediante el uso del modelo estadistico de ANOVA. Luego

se realizo la prueba de significancia de Tukey al 5%. (Sanchez, 2017).
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Identificacién morfoldgica de las cepas de Trichoderma

Luego de transcurrir los siete dias de crecimiento de Trichoderma se procedio a
observar las caracteristicas morfologicas de las cepas. Las caracteristicas que presentaron
en cada una de las cepas usadas como tratamientos presentaron la morfologia, los
metabolitos, la formacion de conidios los cuales permiten identificar cada una de las cepas
de Trichoderma y de su caracteristico verde alfombrado, junto con la formacion de
pequefios monticulos blancos. Segun Harman (1998), para identificar las cepas de
Trichoderma se deben observar conidios a partir de células conididgenas entero-blasticas
fialidicas, estas se deben agrupar al final del conidiéforo y presentaron formas ovoides,

elipsoidales y redondas, con pared lisa, de color verde brillante (Harman G. K., 1998).

Al observar los resultados que se obtuvieron en la figura 3.1 y 3.2 fueron similares
a los obtenidos por Mufioz (2012), las cuales fueron identificadas microscopicamente
observando el crecimiento de colonias, la formacion de penachos blancos de textura
lanuda formando una conexion en el medio PDA. Otra de las caracteristicas relacionas
son las que presentan el estudio realizado por Harman et al. (1998), la esporulacion del
hongo realiza un cambio en la coloracion del micelio transformandolo de blanco a un
color amarillento o verdoso. Se reportd un estudio en el que la observacion microscépica
de los conidioforos muestra una distribucion piramidal, sumamente ramificada y erecta

(Guigon C., 2010)



Trichoderma asperelum 20 Trichoderma asperelum 27

Figura 6.2. Identificacion morfolégica de las cepas de Trichoderma
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Trichoderma asperelum 24

Trichoderma asperelum 29

Trichoderma harzanioum 2

Trichoderma harzanioum 8

Figura 6.3. Identificacion morfolégica de las cepas de Trichoderma
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5.1.1 Resultados antagonismos Trichoderma spp. vs F. oxysporum

Los resultados obtenidos por antagonismo se observan que en general las
diferentes cepas de Trichoderma spp tuvieron un resultado similar en su enfrentamiento
frente a F. oxysporum. Ciertas cepas mostraron una mayor cobertura, pero ninguna con
un resultado significativamente distinto entre cepas, cayendo en el mismo rango

estadistico (Figura 6,5).

Resultado de antagonismo de Trichoderma vs Fusarium

~~| Inicio antagonismo de — Resultado final de antagonismo

Trichoderma 16 vs F.osxyporum Trichoderma 16 vs F.osxyporum

Figura 6.4 Resultado de antagonismo de Trichoderma vs Fusarium

Se observa el crecimiento de la Trichoderma 16 frente a F. oxysporum. La cepa
numero 16 fue de las de mejor crecimiento frente a F. oxysporum, se puede observar en
los resultados obtenidos donde crecid en promedio 2,7 cm de los posibles 7 cm del control
sin patdgeno. Las cepas de Trichoderma spp. no presentan una mayor diferencia entre sus
cepas (Figura 6,5). Por otro lado, la cepa de Trichoderma spp. nimero 5 presentd una

menor inhibicién del crecimiento de F. oxysporum. Segun Rivero al. (2008) evaluar los
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efectos de Trichoderma spp. sobre el crecimiento de Fusarium, la antibiosis libera

metabolitos que inhiben el crecimiento de F. oxysporum. (Rivero, 2008)

Diferencia significativa del crecimiento de F. oxysporum frente a cepas de

Trichoderma spp
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Figura 6.5 Grafica F. oxysporum frente a Trichoderma spp.

Las cepas de Trichoderma no presentan una mayor diferencia significativa entre
sus cepas con respecto a la inhibicion del patdgeno. El control presenta una diferencia
significativa debido a que en este caso F. oxysporum no tuvo enfrentamiento frente a
Trichoderma spp. Se esper6 a que Fusarium complete en crecimiento dentro de la caja
Petri, 7 cm desde el punto de siembra. La cepa de T. asperelum 6 presentd la mejor

inhibicidn de crecimiento de F. oxysporum mientras que la cepa de T. harzanioum nimero
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5 fue la que menor inhibicidn de crecimiento de F. oxysporum. Ninguna de las cepas de
Trichoderma spp. muestra diferencia estadistica frente al crecimiento de F. oxysporum,
esto quiere decir que todas se encuentran dentro del mismo rango de crecimiento.

En el estudio realizado en Colombia por Reinel (2009) sobre antagonismo in vitro
sobre T. harzianum frente a F. oxysporum, se observa que no existe diferencia estadistica
significativa entre las medias de crecimiento de Trichoderma, teniendo un mayor
crecimiento notable frente a Fusarium en un medio agar Sabouraud dextrosa (ASD)
(Reinel J., 2009). En este especifico caso el crecimiento de Trichoderma fue
notablemente mayor que el de F. oxysporum, esto se debe a que la siembra tanto de
Trichoderma como de Fusarium fue realizado el mismo dia. Trichoderma presenta una
esporulacion mas rapida (Vasquez, 2010), esto quiere decir que el crecimiento de
Trichoderma va hacer mucho mas rapida es por eso que para este experimento se permitio
un previo desarrollo de Fusarium con 3 dias antes de realizar las competencias por

espacio y nutrientes.

Tabla 1: Andlisis de la varianza del crecimiento de Fusarium frente a Trichoderma

ANOVA Crecimiento Fusarium (cm)
F P-
FV GL SC cM calcula | Value
Total 50 | 54.2204
Tratamientos 16 | 52.1937 | 3.26211 | 54.726* 1.95
E.E 34 | 2.02667 | 0.05961

Tabla 1 ANALISIS DE LA VARIANZA DEL CRECIMIENTO F. Oxysporum frente a Trichoderma spp.

Cv  14.1421356

SY  0.14095844

SD  0.19934533
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El coeficiente de variacion es de 14.14% con intervalo de confianza del 95%. Lo
cual se encuentra en un rango de confianza aceptable. Segun (Sanchez, 2017), los
experimentos que son realizados bajo condiciones de laboratorio muestran un 5% de
coeficiente de variacion, mientras que los experimentos realizados en invernadero un
10% y los realizados en campo un 15% para ser fiables. . Esto se debe a que las medias
de los tratamientos se encuentran dentro de un rango mientras que el control esta fuera
del rango de las medias. Esto quiere decir que existid una diferencia estadistica

significativa entre las cepas de Trichoderma en estudio y el control.

En los resultados presentados en la Figura 6.5 no se observa diferencia
significativa entre las cepas estudiadas. El control marca la Unica diferencia significativa
entre todos los resultados obtenidos. La prueba de Tukey al 5% realizada muestra que no
existe diferencia entre las medias de las cepas en estudio, con excepcion del control

(Sanchez, 2017).

5.2 Obtencion de resultados de micoparasitismo de Trichoderma vs F. oxysporum

La definicion de micoparasitismo o considerada también como simbiosis
antagénica entre organismos, es la parasitacion de un hongo por a otro mediante una
accion enzimatica o accion mecanica. El ataque de un hongo a otro provoca la destruccion
estructural que ademas sirve para que el hongo hospedero sea una fuente de nutrientes
(Van Gelden, 2009). Trichoderma actua frente a Fusarium como un agente parasitante,
en el cual luego de haber inhibido su crecimiento y nutrientes lo usa como un agente
hospedero.

En los resultados obtenidos se observa como una ligera cobertura verde comienza

a recubrir el patdgeno, esto sucede una vez que el crecimiento de Trichoderma se ve
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limitado por el espacio. Cuando las cepas de Trichoderma en estudio estan en el proceso
de micoparasitismo crecen quimiotropicamente sobre el patdgeno, de esta manera se
adhieren a las hifas de F. oxysporum, para asi de esta manera observar finalmente la

degradacion de la pared celular del hospedero (Carsolio C., 1999) .

Tabla 2: Escala de porcentaje de micoparasitismo de Trichoderma sobre F.

oxysporum

Escala de micoparasitismo

Porcentaje | Cobertura

25% | Ligera cobertura sobre el patégeno

50% | Media cobertura sobre el patégeno

75% | Alta cobertura sobre el patégeno

100% | Completa cobertura sobre el patégeno

Tabla 2 Escala de porcentaje de micoparasitismo de Trichoderma sobre F. oxysporum
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Trichoderma 27 frente a F. oxysporum con 60% de micoparasitismo

Figura 6.6 Resultado final de 60% de micoparasitismo Trichoderma vs F. oxysporum

Trichoderma 16 frente a F. oxysporum con 15% de micoparasitismo

Figura 6.7 Resultado final de 15% de micoparasitismo Trichoderma vs F. oxysporum



Trichoderma asperelum 27

Trichoderma asperelum 21

Trichoderma harzanioum 5

Figura 6.8 Micoparasitismo de Trichoderma spp sobre F. oxysporum
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Trichoderma asperelum 28

Trichoderma asperelum 6

Trichoderma harzanioum 8

Trichoderma asperelum 16

Figura 6.9 Micoparasitismo de Trichoderma spp sobre F. oxysporum

Trichoderma asperelum 18 ||
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Grafica y andlisis de la varianza sobre el crecimiento de F. oxysporum

frente a Trichoderma

1Z BUIapOLLI .

0.00 A
& = AB
50.00
AB -
s =
2 40,00
£
- AB
‘n
s 4 =l
= 30.00 =t AB
o AB
o
=
20,00 AB
10.00 ﬂ
0.00 o
=
3
3
&
3
@O
'&)’ N

1T BuLI2poyaL].
90 BUWLIapoYdL],
S0 BWLISPOYDLI].
£€ ewlapoyoll| ]
20 BwIapoyoL ]
20 ewiapoyoi
0Z ewiapoyoll] ]
4z eunapoyi L]

L)
@
m
SZ euLapoy! IJ__E_, m
m
5T BWISPOYLI %E_‘ o
gz ew lapouolll_3_| fos)
gl ew napouonuﬁﬁ_‘ fus)

Figura 6,7 Diferencia significativa entre las diferentes cepas de Trichoderma

Las cepas de Trichoderma presentan diferencia significativa entre la media de
Trichoderma 27 frente a las medias de las cepas de Trichoderma 16, 7, 20, 25, 24, 29, 26
y 18. Lacepade Trichoderma 27 presenta un mayor porcentaje de micoparasitismo frente
al resto de biocontroladores. En cuanto a los resultados del resto de cepas de Trichoderma
pueden ser de menor porcentaje de micoparasitismo debido a que las condiciones
ambientales y nutritivas no fueron las indicadas. Segun Papavizas, G. (1990),
Trichoderma requiere de materia organica para tener un mejor crecimiento. Por este
motivo cuando se realiza una constante aplicacion de Trichoderma se recomienda el uso

de fertilizantes y nutrientes, esto con el fin de un mejor crecimiento y desarrollo (Benitez

T., 2004).
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5.3 Analisis de la varianza del crecimiento de Fusarium frente a Trichoderma

Tabla 4: Andlisis de la varianza de micoparasitismo

ANOVA Micoparasitismo Trichoderma frente a Fusarium
FV GL SC CM FCalculada P-value
Total 47 | 1.05495
Tratamientos 15| 0.68328 | 0.04555 3.92197* 0.001
E.E 32 0.37167 0.01161

Tabla 3 Andlisis de la varianza de micoparasitismo

Cv  25.68585824
Sy  0.062221602

Sd 0.087994634

Existe evidencia estadistica para rechazar la hipotesis nula, esto significa que
existe diferencia estadistica entre las medias obtenidas, por lo tanto, se podria recomendar
el uso de la Trichoderma 27 como agente biocontrolador. Por otro lado, el coeficiente de
variacion de un 25 por ciento con un intervalo de confianza del 95 por ciento se encuentra
como datos no confiables. Esto se puede deber a que existieron cepas que el tiempo de

estudio no lograron un desarrollo éptimo como el resto de las cepas.
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6 CONCLUSIONES

Se replicaron con éxito 16 cepas de Trichoderma asperelum y Trichoderma
harzianum, las cuales fueron previamente estudiadas por Javier Mufioz en su trabajo
sobre “Caracterizacion molecular y funcional de Trichoderma spp. recolectadas en fincas
orgénicas de la region sierra del Ecuador” éstas fueron preservadas en el banco del

laboratorio USFQ (Mufioz, 2012).

Se reactivo y cultivo con éxito las cepas de Fusarium oxysporum obtenidas mediante
el aislamiento de una cepa obtenida del cultivo de banano. De las 48 réplicas se realizaron

los repiques donde todas crecieron.

Para el primer experimento se pudo evaluar el efecto antagonico de Trichoderma
sobre F. oxysporum, donde todas las cepas inhibieron el crecimiento del patégeno. Siendo
de esta manera Trichoderma 6 las més eficiente y Trichoderma 5 la menos eficiente, pero

ninguna de las dos presentd una diferencia significativa entre estos tratamientos.

En el segundo experimento se evaluo el micoparasitismo de Trichoderma spp sobre
F. oxysporum. Existieron varias cepas que no lograron micoparasitismo, siendo
Trichoderma 18 la menos eficiente. Por otro lado, la cepa Trichoderma 27 fue la que

mayor porcentaje de micoparasitismo presento.



7 ANEXOS

ANEXO A: Medio selectivo Trichoderma TSM

Cantidad
Componente
(g/L)
Nitrato de Calcio tetra-hidratado 1.4
Nitrato de Potasio 0,26
Sulfato de Magnesio hepta-
0,26
hidratado
Fosfato de Potasio 0,12
Cloruro de Calcio di-hidratado 1
Acido Citrico 0,05
Sacarosa 2
Agar 20
Tween 20 ImL
Gentamicina 1 ampolleta
Captan 80 0,05
Rovral 50 0,05

Tomar en cuenta pH 6.5-7

Fuente: (Elad, 1981)
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