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RESUMEN

El presente estudio incluyo trabajo de campo en un cultivo de maiz en el recinto
“Las canitas” en el cantén Urdaneta y una segunda etapa en el laboratorio de
fitopatologia de la Universidad Agraria del Ecuador. Con el objetivo de evaluar el
efecto antagonista de dos cepa de Trichoderma (T. harzianum y T viride) sobre la
roya (Puccinia sorghi) y tizén foliar (Helminthosporium spp.), agentes causales del
cultivo de maiz. En campo, se emplearon para el estudio dos hibridos de maiz (Iniap
H-551 y Trueno), por lo que se establecieron 6 tratamientos. Bajo la incidencia
natural de los patdgenos en estudio, la cepa T. viride y el hibrido Trueno
demostraron un comportamiento estable. Sin embargo, los resultados no fueron
significativos. Los resultados reflejaron que el tratamiento T4 (T. viride - Trueno)
sobresalié para la variable indice de incidencia para los dos patdogenos en estudio.
En laboratorio, se valord la efectividad del micoparasito de las dos cepas de
Trichoderma sp. frente a los hongos fitopatdgenos aislados de las plantas de maiz
provenientes del ensayo de campo, a través de pruebas de antagonismo entre el
agente micoparasito y el agente fitopatégeno, obteniendo un mayor antagonismo
de los micoparasito frente a Helminthosporium spp. En el caso de Puccinia sorghi
se evidencio que unicamente T. viride inhibié en gran manera su desarrollo. Por lo
que se concluye en que las cepas de Trichodermas no ejerce un control eficaz en
el manejo de las enfermedades evaluadas, debido a que estas no influyeron en su
produccion, ni en su rentabilidad.

Palabras claves: Trichoderma, roya, tizon, control biolégico, aislamiento,
laboratorio.
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SUMMARY

The present study included field work in a corn crop in "Las cafitas" in the Urdaneta
canton and a second stage in the phytopathology laboratory of the Agrarian
University of Ecuador. The objective was to evaluate the antagonistic effect of two
Trichoderma strains (T. harzianum and T. viride) on rust (Puccinia sorghi) and leaf
blight (Helminthosporium spp.), causal agents of the maize crop. In the field, two
corn hybrids (Iniap H-551 and Trueno) were used for the study, so 6 treatments
were established. Under the natural incidence of the pathogens under the study, the
T. viride strain and the hybrid Trueno showed a stable behavior. However, the result
weren’t significant. The results showed that the T4 treatment (T. viride - Trueno)
excelled for the incidence index variable for the two pathogens under study. In the
laboratory, the effectiveness of the mycoparasite of the two strains of Trichoderma
sp. against the phytopathogenic fungi isolated from the maize plants from the field
trial was evaluated through antagonism tests between the mycoparasite and the
phytopathogenic agent, obtaining a greater antagonism of the mycoparasite against
Helminthosporium spp. In the case of Puccinia sorghi, it was shown that only T.
viride greatly inhibited its development. Therefore, it is conclude that the strains of
Trichodermas don’t exert an effective control in the management of the evaluated
diseases, because didn’t influence their production nor their profitability.

Key words: Trichoderma, rust, leaf blight, biological control, isolation, laboratory.
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INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) duro es un cultivo de gran importancia econémica y
social, por su contribucion tanto en la alimentacion humana como la animal
mediante la elaboracion de alimentos balanceados principalmente. Reportes de la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO,
2020) indican que la produccion de maiz en América Latina y el Caribe alcanz6 un
total de 203 890 134 toneladas, que corresponde a 1,41 % de incremento en

comparacion a la produccion del afio 2019.

En Ecuador se sembraron alrededor de 278 021 hectareas en el 2020 y el
rendimiento nacional fue de 4,31 t/ha (SIPA, 2021), lo cual represent6 un 34,2 %
de disminucién en comparacién al afo 2019 donde se obtuvo un rendimiento
nacional de 6,56 t/ha en una superficie menor de 274 465 hectareas (MAG, 2019).

El maiz es susceptible a varias enfermedades, que en alguna manera han
causado pérdidas severas, como lo son la roya del maiz y el tizdn que se expondran
en esta investigacion. Por lo que a lo largo de la historia se ha intentado reducir el
dafo econdmico y estético causado por ellas, creando enfoques mas precisos en
los controles de las mismas, resultando estas a menudo severas y unicas, como la

aplicacién de pesticidas, fumigacion de suelos o quemas (Porcuna, 2012).

Abordar los problemas de plagas y enfermedades en los cultivos no es nada
facil y cada vez resulta mas dificil esta tarea, puesto que los agentes bidticos antes
ya mencionados sufren modificaciones genéticas que hacen que estos sean
resistentes y puedan sobrevivir a los plaguicidas. También son favorecidos por las
condiciones ambientales, el tipo de suelo y la susceptibilidad de los materiales. Sin
embargo, cuando se analizan el conjunto de causas que han podido favorecer el

desarrollo o evolucion de los mismos, se consideran otras medidas.
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Una de las alternativas biolégicas para manejar la incidencia de estos
agentes causales y de la cual se ha obtenido buenos resultados, es la aplicaciéon
de Trichoderma, un hongo anaerdbico caracterizado por tener un comportamiento
saprofito o parasito. El éxito de las cepas de Trichoderma como agentes de control
biolégico se debe a su alta capacidad reproductiva, habilidad para sobrevivir a
condiciones ambientales desfavorables, eficiencia en la utilizacion de nutrientes,
capacidad para fortalecer a la planta a nivel radicular, fuerte agresividad contra
hongos fitopatdgenos y eficiencia en promover el crecimiento en plantas e induccion

de mecanismos de defensa (Hidalgo y Moran, 2020).

Caracterizacion del tema

Se han desarrollo diferentes métodos de control para manejar los agentes
bidticos ya mencionados que representan un alto impacto econdémico, que
involucran principalmente la aplicacion de pesticidas o plaguicidas que resultan
altamente toxicos, no solo para los seres humanos sino también para el medio
ambiente. En la actualidad se dispone de alternativas biolégicas para el manejo de
las mismas, destacando la habilidad de los Trichodermas que sin ser novedosa se

viene estudiando desde hace 20 anos.

El uso de cepas de este género en el biocontrol de hongos y nematodos, ya
sea por ataque enzimatico directo sobre las masas de huevos y estados juveniles
y adultos, o por estimulacién hormonal de la defensa sistémica de las plantas en
muy pocos casos no ha tenido éxito. Sin embargo, en muchos casos la aplicacion
de este hongo ha contribuido como un factor de contencion que debe ser repetido

a ciertos intervalos de uno a varios aros.

La tarea de estudiar las diferentes especies de este género para su eficacia
en determinados agentes causales no es nada facil, por el contrario, es ardua y
prolongada, aunque ya se han obtenido notables avances, todavia resta mucho

trabajo para acercarse a la meta final.
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Planteamiento de la situacién problematica

El cultivo de maiz es afectado por varias enfermedades, entre estas:
curvularia, mancha de asfalto, tizon, cinta roja, carbon comun y roya estas dos
ultimas causadas por los hongos Helminthosporium sp. y Puccinia sorghi, estas
enfermedades causan lesiones en hojas, tallos y frutos, lo que contribuye en gran

manera a la reduccion de los rendimientos del cultivo (INIAP, 2020).

Existe un bajo rendimiento en la produccion de maiz duro en Ecuador, una
de las razones es por la afeccion de enfermedades. Por lo que existe un
antecedente de alto indice de toneladas importadas en el periodo 2004 - 2021. De
acuerdo con los datos del SIPA (2020) se registrdo 0 tm exportadas y 49 254 tm
importadas, para este ano 2021 (Enero - Febrero) 0 tm exportadas y 26 870 tm
importadas reflejandose un balance comercial negativo de - 100,0% (SIPA, 2021).
Por consiguiente, es de mucha importancia desarrollar y evaluar métodos de control
biolégico mediante cepas de Trichoderma, con el objetivo de reducir el dafio
econdmico y estético causado por las enfermedades e incrementar los niveles de

produccion.

En la presente investigacion se intentara manejar los agentes causales ya
antes mencionados de las enfermedades roya y tizon, mediante la aplicacién de
dos cepas de Trichoderma, ya que al ser un hongo antagonista tiene la capacidad
de ejercer un efecto de control biolégico sobre diferentes patégenos de interés (De
Costo y Erabadupitiya 2005). La investigacion se la realizara en condiciones de

laboratorio y luego en campo, para determinar la eficacia del mismo en el cultivo.

Justificacion e importancia

Los agentes infecciosos (bacterias, hongos, virus) afectan en gran medida
el desarrollo y potencial genético de los diferentes cultivos, reduciendo en gran
manera los rendimientos. El control de los mismos se ha basado tradicionalmente
en la aplicacién de plaguicidas, los cuales muchas veces no solo actuan sobre el

agente en estudios, sino que afectan a otros agentes muchas veces beneficiosos y
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han contribuido al desarrollo de la inmuno — resistencia de estos agentes causales
de enfermedades. Por tanto, surge la importancia de tomar y desarrollar vias de
solucion que estén siempre orientadas a la conservacion ambiental, ya que es mas
sencillo prevenir proactivamente la aparicion de una resistencia que recuperar la

susceptibilidad de forma reactiva.

El potencial productivo del cultivo del maiz (Zea mays), ha aumentado cada
afio. Sin embargo, en varios paises el rendimiento medio esta todavia muy por
debajo de lo que se puede producir, en gran parte por la incidencia de
enfermedades. La roya y tizéon son enfermedades comunes que atacan al cultivo
de maiz, en el mercado disponen de tratamientos quimicos para su manejo como
son: Mezcla de estrobirulinas y triazoles; tebuconazole; epoxiconazole; mancozeb

o propiconazole (INTA, 2010).

En los ultimos afios se ha dado un gran enfoque a optar por un manejo
integrado de plagas y enfermedades con medidas preventivas junto con
tratamientos biologicos. Implementar cepas de Trichoderma en los cultivos para
combatir las enfermedades proporciona una de las alternativas mas utiles y
prometedoras en el amplio campo de control de enfermedades en plantas, evitando
asi los métodos comunes como las aspersiones, tratamiento de semilla, cirugia
vegetal y demas que muchas veces resultan costosos e ineficaces, he aqui la
importancia de estudiar, desarrollar e implementar métodos de control biolégico
basados en cepas de Trichoderma que contrarresten los métodos de control que

merman las utilidades y que ahora son indispensables.

Delimitacion del problema
Esta investigacion se realizé en el recinto “Las Canitas”, canton Urdaneta,

provincia de Los Rios, con una duracion de 4 meses aproximadamente.
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Formulacién del problema
¢ Como manejar agentes causales en el cultivo de maiz mediante la

aplicacion de cepas de Trichoderma spp.?

Objetivos

Objetivo general
e Evaluar el efecto antagonista de dos cepas de Trichoderma sobre los

principales agentes causales de roya y tizén en el cultivo de maiz.

Objetivos especificos

e Evaluar la efectividad de T. harzianum y T. viride sobre roya y tizon en
condiciones de laboratorio.

o Verificar el efecto antagonista de T. harzianum y T. viride en los hibridos de
maiz INIAP H-551 y Trueno, a través de la incidencia, la severidad y la
eficacia en el control de roya y tizén, en la zona de Los Rios.

e Valorar el efecto antagonista de T. harzianum y T. viride en la produccion del
maiz mediante el peso de los granos y el rendimiento.

¢ Analizar econdmicamente los tratamientos en base al rendimiento y costo de

produccion.

Hipétesis o idea a defender
Al menos una de las cepas de Trichoderma evita la presencia de los agentes

causales de la investigacion.

Aporte técnico o conceptual
Con la presente se intenta proporcionar informacion sobre una de las
alternativas mas prometedoras para el control de agentes causales en maiz, a

saber la aplicacién de cepas de Trichoderma, la misma que puede ser desarrollada
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en diferentes enfermedades y cultivos con el fin de reducir costos de produccién y

contribuir a la conservacion del medio ambiente.

Aplicacién practica

El control de plagas y enfermedades representa un rubro importante en los
costos de produccion agricola, por lo que desarrollar estrategias que minimicen
tales costos representa un factor importante en la economia del pais. Una posible
alternativa biologica son los hongos antagonistas Trichodermas, para reducir en

gran medida los ataques de los agentes infecciosos.

Por lo que esta investigacion busca evaluar la actividad antagonica de dos
cepas de Trichoderma, a fin de que los controles de plagas no representen un rubro
significativo en los costos de produccion y a la vez reducir el impacto ambiental que
ha conllevado la aplicacion de pesticidas. Con la finalidad de que los agricultores

se abran a la posibilidad de nuevas alternativas que favorezcan a la investigacion.

Los resultados de la presente se expondran sea estos favorable,
desfavorable o nulo. Por lo que se la presentara como una alternativa para que los
estudiantes, profesionales y la comunidad en general puedan obtener una guia o

ayuda en la investigacion académica sobre la misma.
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CAPITULO 1

MARCO TEORICO

1.1 Estado del arte

Sloka, Shashi y Mohammad (2020) realizaron un estudio en la Universidad
de Agricultura, Tecnologia y Ciencias de Prayagraj, India. Con el objeto de
determinar el comportamiento de T. viride junto con algunos aceites esenciales para
el control del tizon Exserohilum turcicum, Helminthosporium turcicum en maiz. En
condiciones de campo los tratamientos fueron: aceite de neem, aceite de eucalipto,
aceite de clavo los tres aceites acompafiados con T. viride. Los resultados
mostraron un tratamiento combinado de aceite de clavo + Trichoderma viride al 5%
seguido por aceite de Neem + Trichoderma viride @ 5% resultaron ser los mas
efectivos en la reduccion de la enfermedad, a saber; aceite de clavo + Trichoderma
viride @ 5% (17,99%) seguido de aceite de Neem + Trichoderma viride al 5%
(19,74%).

De igual manera, Kumar et al., (2021) realizaron una investigacion en el
departamento de patologia de plantas de Bihar, India. Con el objetivo de evaluar la
accion fungica de fungicidas, botanicos y bioagentes contra el tizon del maiz,
causado por Helminthosporium maydis. Donde se evaluaron 9 fungicidas (5
sistémicos y 4 no sistémicos), 10 botanicos y 10 aislados de Trichodermas, todos
los tratamientos bajo condiciones de laboratorio. Donde concluyeron en que todos
los aislados de Trichodermas redujeron en gran manera el crecimiento micelial del

tizon del maiz.

Ademas, Chingaté et al., (2020) ejecutaron un ensayo en el laboratorio de
microbiologia la Universidad de Cundinamarca, Colombia. Con el objetivo de
estudiar y valorar la efectividad del micoparasito de Trichoderma sp. frente a
Puccinia sorghi; Cladosporium sp.; Alternaria sp y Verticillium sp. aislados de las

plantas de maiz. Se reflejé una incidencia y severidad mas alta para la roya
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(incidencia: 100 %; severidad: 100 %), por lo que en el cultivo de maiz se destaco
como el agente causal que se presentd en todas las plantas evaluadas. Para lo
cual, mediante pruebas de antagonismo entre el agente micoparasito y el agente
fitopatdogeno, obtuvieron como resultado que Trichoderma sp. Reflejo controles que
fueron de 20 a 49%; demostrando una mayor eficacia frente a Verticillium y los
demas agentes en un 49%, presentando antagonismo por competencia y antibiosis.

En el caso de roya no funcioné el experimento.

Igualmente, Wang et al., (2015) llevo a cabo un ensayo sobre el control
biologico del tizon de la hoja del maiz del sur por Trichoderma atroviride en la
Universidad Jiao Tong de Shanghai, China. Donde determino que T. atroviride
SG3403 podia causar la muerte de la hifa de Cochliobolus heterostrophus en las
placas. La pulverizacion de la suspension de conidios de T. atroviride sobre las
hojas de plantulas de maiz protegié a la misma de la infeccién por el patégeno. El
efecto de biocontrol se prolongé durante 30 dias en el campo. En las hojas de maiz
tratadas con T. atroviride, las actividades enzimaticas de la fenilalanina amoniaco
liasa (PAL) y el superdxido dismutasa (SOD) alcanzaron el nivel mas alto a las 24
h, la actividad enzimatica de la catalasa (CAT) alcanzé el maximo a las 36 h
después de la inoculacion del patégeno C. heterostrophus raza O. Concluyendo en
que T. atroviride indujo la expresion del gen de defensa del maiz contra la infeccién

por patdégenos.

Por otra parte, Tavera et al., (2017) desarrollaron una investigacion en el
invernadero del laboratorio de Microbiologia Ambiental del Instituto de
Investigaciones Quimico Bioldgicas de la UMSNH, México. Con la finalidad de
analizar el efecto de 3 dosis de T. harzianum en Z. mays al 50% del fertilizante
nitrogenado (FN). El experimento se realizé con 5 tratamientos, mediante las
variables-respuesta fenologia: Altura de planta (AP) y longitud radical (LR) vy
biomasa: Peso fresco y seco aéreo/radical (PFA/PFR)/ (PSA/PSR) a plantula y
floracién. Los resultados que obtuvieron son los siguientes: Con el inoculo de T.
harzianum en Z. mays la germinacion alcanzo un 92% estadisticamente diferente

al 81% en Z. mays sin inocular y al 100% de FN o control relativo (CR). A plantula
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Z. mays con T. harzianum a la dosis 40 g/100 g de semilla registré un PSA de 0.32
g, un PSR de 0.25 g estadisticamente diferentes a los 0.21 g de PSA, 0.19 g de
PSR de Z. mays con el FN al 100% o CR. A floracién con 40 g de T. harzianum/100
g de semilla reflejo 1.98 g de PSA y 1.29 g de PSR: Estadisticamente diferentes a
los 1.65g de PSA y 1.00 g PSR de Z. mays con el FN al 100% o CR.

También, Jie et al., (2014) efectu6é una investigacion sobre mecanismo vy
aplicacién de Trichoderma spp. en el control biolégico de las enfermedades de
maiz, en la Universidad Jiao Tong de Shanghai, China. Donde concluyeron en que
de los once biofertilizantes producidos a partir de Trichoderma spp., solo dos de
estos pueden aplicarse en cultivos de maiz. Siendo altamente efectivos para
controlar la pudricion del tallo y el tizon de la vaina; las eficacias de control de los
granulos variaron del 65% al 87% en condiciones de campo. Un Trichoderma pudo
ofrecer un control del tizon de la hoja del maiz del sur en aproximadamente un 50%
a 60%. Concluyendo en que la transduccion a larga distancia de la respuesta de
defensa del maiz desde la raiz hasta la hoja mediada por Trichoderma spp. seria

un nuevo foco de estudios futuros.

Sucaticona (2018) realiza una investigacion sobre la actividad antagonica de
Trichoderma spp y Lecanicillium spp frente a la roya amarilla del café (Hemileia
vastatrix) en condiciones de laboratorio, en la Universidad Nacional del Altiplano,
Perd. Donde observé comportamientos de antagonismo de Trichoderma sobre la
roya, debido a una invasion del micelio del Trichoderma sobre el patégeno en la
lesidn de la hoja. Describiendo que el ataque de Trichoderma sobre H. vastatrix en

las hojas de un cafetal puede ser diferente al parasitismo clasico.

1.2 Bases cientificas y tedricas

1.2.1 Importancia del cultivo de maiz
El maiz es un cultivo de suma importancia en Ecuador debido al significativo

rol que desempenfa en la seguridad alimentaria de la poblacién. EI maiz amarillo
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duro, esta destinado en un 80% a la produccion de alimento balanceado, se
produce mayormente en la region litoral y es el primer cultivo transitorio en
importancia en relacion con la superficie sembrada (300.000 ha). Su produccién y
rendimiento ha aumentado sostenidamente en los ultimos 20 afos, debido al uso
de semilla certificada y a las tecnologias de manejo que las companias privadas, el
Ministerio de Agricultura y Ganaderia y el Iniap han transferido a los productores
(Zambrano et al., 2019).

En América Latina y el Caribe, se producen mas de 220 millones de
toneladas de maiz, siendo exportado y consumido por todo el mundo. La
importancia del cultivo radica en el valor monetario que representa tanto para
Ecuador como para los paises vecinos, como también es importante a la hora de
preparar alimentos como harinas, aceites, tortillas, bocaditos, entre otros. A la vez
en la produccion de aceite de cocina, las fibras de su hoja son usadas para tejer
camisas, bolsas o canastas de compras, maletas, sombreros. En la actualidad, en
Ecuador, se cultiva en diferentes ecosistemas, tanto en la costa, como en las zonas
andinas de la sierra, siendo asi el maiz uno de los cultivos mas importantes del pais
(Farmagro S.A, 2015).

1.2.2 Taxonomia

Segun ISQUISA (2007), la taxonomia del maiz es la siguiente:
Reino: Plantae (vegetal)
Division: Traqueofita
Clase: Angiospermae
Subclase: Monocotiledonea
Orden: Glumerales
Familia: Poaceae (gramineas)
Género: Zea

Especie: mays (L)
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1.2.3 Origen

El cultivo del maiz tuvo su origen en América Central, especialmente en
México, de donde se difundidé hacia el norte hasta Canada y hacia el sur hasta
Argentina. La evidencia mas antigua de su origen, ha sido encontrada por
arqueologos en el valle de Tehuacan (México) pero es posible que hubiese otros
centros secundarios de origen en Ameérica. Este cereal era considerado un articulo
esencial en las civilizaciones maya y azteca y tuvo un importante papel en sus
creencias religiosas, festividades y nutricion; ambos pueblos incluso afirmaban que

la carne y la sangre estaban formadas por maiz (Peretti, 2018).

A finales del siglo XV, tras el descubrimiento del continente americano por
Cristébal Colén, el maiz fue introducido en Europa a través de Espafa.
Difundiéndose asi por los lugares de clima mas calido del Mediterraneo y
posteriormente a Europa septentrional. Con afos de estudio Mangelsdorf y Reeves,
1939 hicieron notar que el maiz podia ser cultivado en todas las regiones del mundo
aptas para actividades agricolas y que se recoge en algun lugar del planeta todos
los meses del afo. Crece desde los 58° de latitud norte en el Canada y Rusia hasta
los 40° de latitud sur en el hemisferio meridional. Se cultiva en regiones por debajo
del nivel del mar en la llanura del Caspio y a mas de 4 000 metros de altura en los

Andes peruanos (Caballero et al., 2019).

1.2.4 Exigencias edafoclimaticas del cultivo de maiz

El maiz duro requiere de temperaturas que oscilen entre 25 y 30°C, ademas
exigente bastante la luz solar. En climas con humedades altas su produccion es
relativamente baja y con temperaturas mayores a los 30°C pueden ocurrir
problemas ya que habria una mala absorcion de nutrientes, minerales y agua
(Sandoval, 2018).

1.2.4.1 Suelo
El maiz tiene la capacidad de adaptarse a una amplia variedad de suelos,

pero los mas idéneos para este cultivo son los de textura media (francos), fértiles,
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bien drenados, profundos y con elevada capacidad de retencion para el agua. El
maiz, en general, crece bien en suelos con pH entre 5.5y 7.8 fuera de estos limites
suele aumentar o disminuir la disponibilidad de ciertos elementos y se produce

toxicidad o carencia (Deras, 2015).

1.2.4.2 Fertilizacién

La fertilizacion es un factor indispensable debido a la poca fertilidad de los
suelos para obtener una buena produccion y calidad que es lo que se espera en la
actualidad, por lo que hacer un uso adecuado de ellos es importante para una
agricultura sostenible (Taco etal.,, 2017). Sin el uso de los fertilizantes, los
rendimientos serian cada vez mas bajos debido al empobrecimiento paulatino del

suelo por la extraccion de los nutrientes en las cosechas.

OECD (2003) recomienda un abonado de suelo rico en Potasio (K) y Fésforo
(P). También un aporte de nitrogeno (N) en mayor cantidad principalmente en
época de crecimiento vegetativo. La fertilizacion se efectua segun las
caracteristicas de la zona de plantacion, basado en un analisis de suelo, por lo que
no se sigue una fertilizacién rigurosa en todas las zonas por igual. No obstante se
aplica un abonado muy flojo en la primera época de desarrollo de la planta hasta
que esta presente un numero de 6 a 8 hojas. Es importante realizar una fertilizacion
ajustandose a las necesidades presentadas por la planta de una forma controlada

e inteligente (Garcia Sepulveda et al., 2019).

1.2.4.3 Raiz

La raiz del maiz presenta una estructura radicular compleja. En primera
instancia, las raices se forman endégenamente en el embridn, consiste en la raiz
primaria y las raices escutelares que aparecen durante la germinacion. Las raices
escutelares seminales son una parte importante para la captacion inicial de agua,
nutrientes y para el establecimiento de la plantula en el suelo. Las raices post-
embrionarias se forman después de la germinacion y crecen hasta formar un

sistema radicular con muchas ramificaciones en las plantas adultas. El sistema
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radicular post-embrionario esta formado por raices de corona o nodales (RC) y de

raices aéreas (RA) que surgen tardiamente en los nodos del tallo (Torres, 2021).

Las raices escutelares y las raices de corona forman la estructura de anclaje
de la raiz, mientras que las raices laterales se encargan de aumentar el area de
absorcidn en el suelo. La raiz primaria aparece después de la germinacion y se
hace visible cuando rompe la coleorriza, mientras que las raices escutelares

emergen del nodo escutelar (Singh et al., 2010).

1.2.4.4 Agua

La falta de agua es el factor mas limitante en la produccion de maiz. Este
fendmeno se lo conoce como estrés hidrico o sequia y se presenta durante las
primeras etapas (15 a 30 dias) del cultivo puede ocasionar pérdidas de plantas
jévenes, reduciendo asi la densidad poblacional o estancar su crecimiento. En
general, el maiz necesita alrededor de 500 a 700 mm de precipitacion bien
distribuida durante el ciclo del cultivo. El maiz es muy sensible también al aniego o
encharcamiento. Desde la siembra, hasta aproximadamente los 15-20 dias, el
aniego por mas de 24 horas puede danar el cultivo porque el meristemo esta debajo

de la superficie del suelo en esos momentos (Yanza, 2020).

1.2.5 Principales enfermedades del cultivo de maiz

El maiz esta expuesto a muchas enfermedades desde el momento que se lo
siembra hasta la cosecha, pero en la actualidad disponemos de variedades que
presentan resistencia a ciertas enfermedades de mayor importancia debido al
fitomejoramiento. Sin embargo, existen factores que van a favorecer el ataque de
enfermedades como son: factores climaticos, labores del terreno, rotacién de

cultivos, y control fitosanitario (Camarillo, 2018).

1.2.5.1 Mancha de café (Physoderma maydis)
Prolifera en areas de alta precipitacion y altas temperaturas, atacando las

hojas, las vainas, los tallos y, en ocasiones, las bracteas externas. Los primeros
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sintomas aparecen en la lamina foliar con presencia de pequefas manchas
cloréticas dispuestas en forma de bandas alternas de tejido sano. Las manchas en
la nervadura central son circulares, de color café oscuro, mientras que las lesiones
en las laminas son sélo manchas cloréticas. Los nudos y los entrenudos muestran
también lesiones de color café, ocasionan la pudricidn del tallo y acame (Stoetzer
y Robertson, 2018).

1.2.5.2 Tizén Foliar (Exserohilum turcicum; Helminthosporium
turcicum)

El tizon de la hoja del maiz es una enfermedad importante de las hojas del
maiz alrededor del mundo y se esta extendiendo a nuevas areas, como Alemania.
Exserohilum turcicum y Helminthosporium turcicum, agentes causales, infectan y
coloniza el tejido foliar y producen lesiones necréticas. El control de estos
patdgenos se ha basado en la aplicacidn de fungicidas y cultivares resistentes que
muestran resistencia monogénica. Sin embargo, la expresion de los sintomas y los
mecanismos de resistencia difieren en plantas que portan diferentes genes de

resistencia (Navarro et al., 2020).

Las pérdidas de rendimiento por esta enfermedad en hibridos susceptibles
pueden alcanzar hasta un 44% con niveles de gravedad de la enfermedad altos
entre 52 y 100% durante la etapa de abolladura completa. Las pérdidas dependeran
del nivel de resistencia del hospedador, gravedad de la enfermedad, etapa de
crecimiento fenoldgico de la planta durante la infeccién y la posicion de las hojas
infectadas. Ademas, el patdgeno es capaz de sobrevivir como clamidosporas en
los desechos vegetales y el indculo puede dispersarse por la lluvia y el viento. En
condiciones de alta humedad, los conidios pueden germinar después de una hora

en un amplio rango de temperatura (20-30 ° C) (Weems y Bradley, 2018).

Es favorecido por condiciones de alta humedad ambiental y temperaturas
que fluctuan entre 18 a 27 ° C. Consiste en la aparicion de manchas pequenas,

ligeramente ovaladas y acuosas que se producen en las hojas. Estas luego se
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transforman en zonas necréticas alargadas. Los sintomas aparecen generalmente
en las hojas inferiores aproximadamente una semana después de la infeccion. La
longitud puede variar de 2,5 a 15,0 cm, y son mayormente de color cenizo, a veces
verde-grisaceo o pardas. La expresion de los sintomas puede variar dependiendo

del genotipo (Nufiez et al., 2019).

1.2.5.3 Mildiu Velloso (Sclerophthora rayssia; Peronosclerospora
sacchari)

Conocido como “cenicillas”. Prolifera en areas calidas y humedas, la
expresion de los sintomas va a depender de la edad de la planta, la especie del
patdgeno y el medio ambiente, observandose un bandeado clorético en las hojas y
enanismo. El mildiu velloso presenta un crecimiento velloso (conidios) sobre o bajo
la superficie de las hojas, ocurriendo a primeras horas de la mafiana, este induce
también a la mal formacion de la espiga lo cual obstruye la produccion de polen y

formacién de mazorcas (Loza, 2017).

1.2.54 Complejo de Mancha de Asfalto (Phyllachora maydis;
Monographella maydis)

Esta enfermedad se presenta generalmente después de floracion, sin
embargo, bajo condiciones de siembras continuas se presenta en prefloracién.
Aunque se considera una enfermedad endémica, su severidad y facilidad de
diseminacion la ubican como una enfermedad muy agresiva, y si los factores
climatoldgicos la favorecen puede ocasionar muerte prematura de la hoja y quemar
el cultivo en corto tiempo. Los sintomas iniciales son pequefios puntos negros
ligeramente elevados, que se distribuyen por toda la lamina foliar, posteriormente y
de manera agresiva la infeccion puede diseminarse a las hojas superiores y a otras
plantas. Finalmente, las lesiones se unen para formar grandes areas necroticas. Si
la enfermedad aparece en etapas tempranas al llenado, las mazorcas pierden peso

y los granos se observan chupados, flacidos y flojos (Pefiaherrera, 2011).
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1.2.5.5 Curvularia (Curvularia sp.)

Se caracteriza por la presencia de manchas cloréticas muy pronunciadas.
Estas manchas por lo general son circulares u ovaladas y pequeias, de diametro
entre 0,8 - 3,0 mm (promedio 1,8); al inicio son de un color verde claro, de
apariencia aceitosa; luego se destaca, en su centro, una pequefa area necrotica
de un color castafo claro la cual, al aumentar de tamafo, se torna de un color
grisaceo-blanquecino en su porcidn central, con un borde rojizo, mientras que,
alrededor de toda la mancha, permanece un halo aceitoso, translucido, apreciado

especialmente cuando se observa contra la luz (INIAP, 2018).

1.2.5.6 Carbén Comun (Ustilago maydis)

El hongo ataca las mazorcas, los tallos, las hojas y las espigas. Se presentan
unas agallas blancas cerradas muy conspicuas que sustituyen a los granos
individuales. Con el tiempo estas se rompen y liberan masas negras de esporas
que infectaran las plantas de maiz en el siguiente ciclo. La enfermedad causa dafios
mas graves en plantas jévenes en estado activo de crecimiento pudiéndole producir
enanismo o matarlas. El carbén comun se distingue facilmente del carbon de la
espiga por la ausencia de tejidos vasculares que aparecen en forma de fibras en

las mazorcas infectadas por este patégeno (Lanver et al., 2017).

1.2.5.7 Roya (Puccinia sorghi)

Las especies del género fungico Puccinia causan enfermedades
denominada roya; se encuentra entre los patdgenos de cultivos mas importantes.
El hongo biotréfico obligado Puccinia sorghi, agente causal de la roya comun del
maiz, es responsable de pérdidas significativas en el rendimiento de maiz en las

regiones templadas productoras de este cultivo en todo el mundo (Kim et al., 2021).

El maiz es afectado por varias especies de royas, siendo la mas frecuente
la roya comun causada por Puccinia sorghi Schwein. Esta se manifiesta
particularmente en las hojas, aunque puede afectar también el tallo y la envoltura

de la mazorca. Se presenta en forma de pustulas circulares de color pardo o
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amarillentas, esparcidas sobre las hojas y cuando esporulan se tornan de color
café, rojizas o casi negras. Las pustulas son erupentes en su fase final y segregan
un polvillo de color ladrillo o café. La infeccion generalmente inicia en las hojas
bajeras. La especie P. sorghi Schwein es favorecida por temperaturas entre los 16
a 23° C y alta humedad relativa. La especie P. polysora Underw, es favorecida por

temperaturas calidas (27° C) y alta humedad relativa (Ferreira y Miranda, 2020).

La roya comun se presenta en todas las areas de produccion de maiz,
coexistiendo con el cultivo. Es mas predominante en elevaciones mas altas y muy
poco frecuente en temperaturas bajas, pero también se puede encontrar en areas
tropicales. Sus pustulas aparecen en la superficie tanto superior como inferior de
las hojas y se caracterizan por presentar una forma alargada, de color marrén a
marron rojizo. Su distribucion es de tropical a subtropical; sin embargo, si las
condiciones ambientales les favorecen, puede extenderse a regiones templadas.
Su uredia de forma redonda de color rojo anaranjado a marron claro aparece en la

superficie superior de la hoja (Ramirez et al., 2017).

1.2.6 Control biolégico de agentes causales

En los ultimos afnos se ha despertado un gran interés por el control bioldégico
de patdégenos, debido en gran parte, a la creciente preocupacion de la sociedad
acerca del uso de pesticidas. Los gobiernos de numerosos paises, asi como los
agricultores y los consumidores, son cada dia mas conscientes de la problematica
respecto a la influencia que tienen los productos quimicos en la inocuidad de los

alimentos; en el ambiente; recursos naturales y biodiversidad.

En este aspecto, los llamados microorganismos antagonistas como el hongo
Trichoderma spp., representan una alternativa segura para el control de ciertos
patdégenos, ya que actuan a través de diversos mecanismos que incluyen la
competencia por los nutrientes, el hiperparasitismo y la antibiosis de los patégenos.
Se trata pues, de hongos benéficos que impiden el desarrollo de los hongos o

nematodos causantes de enfermedades.
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Este hongo Trichoderma spp. tiene la capacidad de tomar los nutrientes de
los hongos patdgenos; compite con ellos o los degrada. También se alimenta de
los materiales organicos, degradandolos. Por ello, las incorporaciones de materia
organica y compost resultan utiles, ya que favorecen su establecimiento en el suelo.
El hongo requiere de humedad para poder germinar. Ademas, posee una velocidad
bastante alta de crecimiento, por lo que es capaz de establecerse en el suelo y
controlar enfermedades que afectan a los cultivos (Chiriboga, Gémez, y Garcés,
2015).

1.2.7 Trichoderma spp.
Segun NCBI (2010) Trichoderma, se clasifica taxonomicamente de la

siguiente manera:

Super reino: Eucariota

Reino: Fungi

Filum: Ascomycota

Subfilum: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Subclase: Hypocreomycetidae
Orden: Hypocreales

Familia: Hypocreaceae

Género: Trichoderma

Ademas, de acuerdo con la base de datos de UBIO, el género Trichoderma
contiene 149 especies reportadas hasta el momento, entre las que se encuentran

Trichoderma harzianum y Trichoderma viride (Vasquez, 2010).
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El género Trichoderma fue identificado por Persoon en 1794.
Posteriormente, Rifai hizo el primer agrupamiento en especies agregadas que se
utilizan hasta la actualidad y revisé el género Trichoderma proponiendo nueve
especies agregadas: Trichoderma piluliferum Webster & Rifai, Trichoderma
polysporum (Link ex Pers) Rifai, Trichoderma hamatum (Bon) Bain, Trichoderma
koningii Rifai, Trichoderma aureoviride Rifai, Trichoderma harzianum Rifai,
Trichoderma longibrachiatum Rifai, Trichoderma pseudokoningii Rifai vy
Trichoderma viride Pers ex S. F Gray. Estas especies se identificaron teniendo en
cuenta diferencias morfolégicas y fisioldégicas, como tipo de ramificacion del
conidiéforo, forma del conidio, crecimiento y coloracién de la colonia, entre otras
(Cai y Druzhinina, 2021).

La accion de Trichoderma como micoparasito natural se demostré por
Weindling en 1932, y su implementacion en experimentos de control biolégico
empez6 en 1970, en donde fueron mas los estudios de campo para su uso en
cultivos de hortalizas y ornamentales (Chet, 1990) (Villar et al., 2019). Estos hongos
son saprofitos del suelo y la madera, de crecimiento muy rapido. Las especies de
este género se encuentran ampliamente distribuidas por todas las latitudes, y se
presentan naturalmente en diferentes ambientes, especialmente en aquellos que
contienen materia organica o desechos vegetales en descomposicion (Villar et al.,
2019) .

1.2.7.1 Capacidad antagonista y estimuladora

La capacidad antagonista de Trichodermas depende tanto de la
especificidad de la cepa como de su modo de accion; es decir puede que un
aislamiento sea mas eficientes para el control de un patégeno que otro; por tal
motivo, la especificidad debe ser evaluada (Andrade-Hoyos et al., 2019). Esto
demostré que es imprescindible la seleccidn de aislamientos promisorios para el
control de un agente plaga, que incluye el estudio de los mecanismos relacionados

con dicho control.
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Entre los que se encuentran: Micoparasitismo, antibiosis, competencia (por
espacio y nutrientes), desactivacion de enzimas de los patdgenos y otros (Acurio
Vasconez et al., 2017). Unos afios mas tarde Harman (2006), informé nuevos
mecanismos con los cuales Trichoderma ejerce su accidbn como antagonista y

colonizador de las raices:

* Aceleracion del desarrollo del sistema radicular que posibilita la tolerancia al estrés

por parte de la planta.
* Solubilizacién y absorcion de nutrientes inorganicos.
* Estimulacién del crecimiento vegetal.

* Induccion de resistencia.

1.2.7.1.1 Competencia

Un factor que influye para que exista competencia entre organismos vivos es
la escasez o limitacion de un requerimiento (espacio y/o nutrientes), por lo que se
define a la competencia como la accioén desigual de dos o mas organismos ante un
mismo requerimiento, siempre y cuando su utilizacion reduzca la cantidad
necesaria para los demas (Martinez et al., 2013). Trichoderma biolégicamente esta
preparado para una colonizacion agresiva de los nutrientes disponibles en el suelo
y para sobrevivir en forma de clamidosporas o conidios. Debido a su capacidad de
crecimiento a rapida velocidad, esporulacion abundante y rango amplio de sustratos
sobre los que puede desarrollarse hace que sea muy eficiente como saprofito y

cuando se usa como agente de control biolégico (Romero-Rosales et al., 2021).

Sivan y Chet, 1989 citados por Martinez et al., (2013) plantean que la
competencia por nutrientes de Trichoderma, se da principalmente por carbono,
nitrato y hierro. La competencia evaluada bajo condiciones in vitro (cultivo dual), se
da principalmente por espacio y en ella intervienen la velocidad de crecimiento de
las cepas del antagonista y factores externos como tipo de sustrato, pH y

temperatura, entre otros (Vanegas et al., 2019).
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1.2.7.1.2 Micoparasitismo

En el proceso de Trichoderma de interaccidn antagonista-patégeno, ocurre
en cuatro etapas: Crecimiento quimiotrofico donde Trichoderma puede detectar a
distancia a sus posibles hospedantes, Reconocimiento: Existe una alta
especificidad del antagonista por su sustrato, Adhesion y enrollamiento: Ocurre por
la asociacion entre una azucar de la pared del antagonista con una lectina presente
en la pared del patogeno y Actividad litica: Produccion de enzimas liticas como
quitinasas, glucanasas y proteasas, que degradan las paredes celulares del
patdgeno y posibilitan la penetracion de las hifas de Trichoderma. EIl
micoparasitismo concluye con la pérdida del contenido citoplasmatico de la célula
hospedante, mostrando sintomas de disgregacion (Samaniego-Fernandez et al.,
2018).

Como mecanismo de accion el Trichoderma, forma una capa protectora en
las raices, creando una simbiosis, en donde se alimenta de los exudados de las
raices y a su vez estas son protegidas por el hongo, al mismo tiempo que reduce o
elimina las fuentes de alimento del patégeno. El Trichoderma actua como una
barrera protectora para prevenir la entrada de patdgenos a las raices. Presentan
una accion de hiperparasitismo, la cual consiste en parasitar a otro organismo de
su misma naturaleza, es decir, lo utiliza como alimento y lo destruye. Compite por

espacio y nutrimentos con los hongos patdgenos (Lépez et al., 2010).

1.2.7.2 Produccion de Trichoderma spp.

Existen cuatro formas fundamentales de produccién de Trichodermas:
cultivos bifasicos, fermentacién en estado sélido, fermentacion liquida estatica y
liguida agitada. Comunmente, para la reproduccién masiva de las cepas
promisorias de Trichoderma spp. se utilizan métodos bifasicos, liquido-liquido y
liquido-sdlido. La bifasica es la mas rapida, porque se produce el indculo por
fermentacion liquida; que luego se usa para fermentar el sustrato sélido; ademas,
esta reportado que en medio liquido se producen sustancias promotoras del
crecimiento de la planta como acido indolacético, acido giberélico, citoquininas y

vitaminas (Pineda et al., 2017).
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Una vez realizada su multiplicacién en laboratorio se recomienda aplicarlo
tan pronto como se adquiere. De no ser posible, debe permanecer en condiciones
de refrigeracién a temperaturas entre 1° y 10° C prolongando su almacenamiento
hasta cuatro meses. Con la produccion liquida se obtienen concentraciones de
conidios de 2 - 3 x 108 por ml, y con la solida de 2 - 3 x 109/g. Se recomienda utilizar

la dosis de un 1 litro por cada 19 litros de agua (Chiriboga, Gomez, y Garceés, 2015).

1.2.7.3 Condiciones de crecimiento
Segun Cucuk y Kivanci (2008) para el desarrollo adecuado de Trichoderma

existen factores de tipo fisico y nutricional como:

Temperatura: La temperatura éptima de crecimiento es de 25 - 30°C, pero

a la vez tiene la capacidad de crecer en temperaturas que van de los 10-40°C.

Luz: Este hongo puede tener una buena esporulacion al ser expuesto a 3
minutos de luz o de 10 - 30 segundos de luz UV a 366 nm pero es mejor al alternar

luz y oscuridad (Nugra, 2018).

pH: Tiene un amplio rango de crecimiento en un pH entre 2 y 9, pero lo hace
de forma éptima entre 4 y 7.

Humedad: Se adapta en medios con humedades de 20 -90% pero crece

optimamente en humedades entre 70 - 80%.

Nutricién: Gracias a la maquinaria de enzimas hidroliticas como amilasas,
celulasas, peptinasas, quitinasas, entre otras, Trichoderma es un degradador activo
de sustratos como almiddn, celulosa y peptina, las cuales son empleadas como
fuente de crecimiento (Vanegas et al., 2019).
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Para su optimo crecimiento, es necesaria la adicion de fuentes de carbono y
nitrégeno, las cuales podemos encontrar en hidratos de carbono, urea, amoniaco
acidos grasos y aminoacidos Y nitritos respectivamente. Adicionalmente puede ser
suplementado con micro elementos y vitaminas en cantidades tolerables, estos

pueden ser Cu, Fe, Mo, Mn, Zn y vitamina B (Pinto et al., 2021).

Salinidad: Se puede presentar o no crecimiento al ser expuesto a
determinadas concentraciones de sales, en concentraciones mayores a 80 g/L
inhibe el crecimiento, hasta 60g/L tiene un desarrollo minimo y a 10g/L puede

desarrollarse de manera optima (Pinto et al., 2021).

1.2.7.4 Trichoderma harzianum (Rifai)

Clasificacion Taxonémica:

- Familia: Fungi

- Divisidén: Ascomycota

- Subdivisién: Pezizomycotina
- Clase: Sordariomycetes

- Orden: Hypocreales

- Familia: Hypocreaceae

- Genero: Trichoderma

- Especie: harzianum

Segun Ledn (2009), Trichoderma harzianum es un hongo mico-parasitico,
que crece y se ramifica en tipicas hifas que oscilan entre 3 a 12 ym de diametro,
dependiendo de las condiciones del medio en donde se esté reproduciendo. La
esporulacion asexual ocurre en conidios unicelulares de coloracion verde

generalmente, presentan de 3 a 6 ym de diametro.
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A partir de que se identifica a Trichoderma harzianum (Rifai), como causante
de las enfermedades en hongos comestibles en Norteamérica, Islas Britanicas,
India e Irlanda a principios de 1980, todas las investigaciones sobre este género se
han dedicado a realizar pruebas de identificacion basadas en las variaciones del

polimorfismo del ADN ampliado al azar (Pérez-Torres et al., 2018).

Se han diferenciado cuatro formas biolégicas, dentro del género T.
harzianum: Th1, Th2, Th3y Th4. Esto se debe a que dentro de una especie, los
principales criterios de diferenciacion son el tamafo de la fidlide, forma y
distribucion pero éstos varian mucho en los agregados y entre las especies.
Ademas, se dificulta un poco, porque en T. harzianum, produce dos tipos de
esporulacion y las proporciones cambian de acuerdo al tiempo de incubacion y las

condiciones del cultivo (Morales-Mora et al., 2020).

Microscopicamente T. harzianum presenta hifas ramificadas, septadas de
las cuales se desprenden conidioforos también ramificados, de donde se
desarrollan fialides en forma de botella que producen los conidios. Cuando las
condiciones del medio no son Optimas T. harzianum presenta clamidosporas

terminales y/o intercalares como estructuras de resistencia (Vasquez, 2010).

T. harzianum, actua invadiendo rapidamente el sustrato y obstaculizando el
crecimiento del micelio, mediante la produccion de toxinas y antibidticos, al mismo
tiempo ocasiona un descenso del nivel de pH hasta 4-5, siendo estas condiciones
mas favorables para su desarrollo. Inicialmente se puede observar en el sustrato
un moho de color blanco que torna a verde, adquiriendo posteriormente color gris
verde-azulado debido a la abundante produccién de conidios. Los propagulos
(conidios, clamidosporas o fragmentos de micelio) pueden ser esparcidos por
corrientes de aire, aerosoles, insectos, acaros, herramientas, ropas, etc. (Pérez
Torres et al., 2017).
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1.2.7.4 Trichoderma viride (Persoon)
Clasificacion taxonémica.

- Familia: Fungi

- Divisidon: Ascomycota

- Clase: Sordariomycetes

- Subclase: Hypocreomycetidae

- Orden: Hypocreales

- Familia: Hypocreaceae

- Genero: Trichoderma

- Especies: viride

Fue la primera especie de Trichoderma descrita por Christian Hendrik
Persoon en 1974. Se la puede encontrar faciimente en alimentos, suelos de
diferentes habitats, madera en descomposicion y cereales almacenados. Las
colonias de T. viride a 20°C pueden alcanzar un diametro de 7,5 cm en 5 dias. Estas
durante su desarrollo toman una coloracién blanco amarillosa y mas tarde se tornan
blanco-verdosas con insertos de conidios en color verde oliva. Cuando las
condiciones no son favorables, presenta estructuras de resistencia identificables

por ser blancas y correosas (Ledn et al., 2017).

Las colonias del hongo T. viride a 20° C son capaces de crecer hasta 7,5 cm
en 5 dias. Estas durante su crecimiento micelial presentan una blanco-verdosas
con insertos de conidios de color verde oliva con textura fibrosa. Cuando las
condiciones no son las apropiadas, estas presentan estructuras de resistencia

identificables por ser blancas y fibrosas. (Vasquez, 2010).

Presentan hifas de pared rugosa, ramificadas, septadas y hialinas mas finas

que las de T. harzianum, que dan origen a los conidiéforos ramificados -
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piramidales, posee fidlides agrupadas (entre 2 y 4), en forma cilindrica. En los
conidios se observa una pared rugosa generalmente de forma globosa y rara vez
elipsoidales, miden entre 3,6 - 4,8 um. En condiciones no favorables pueden

presentar clamidosporas (Orellano, 2019).

Sanchez, Moreno y Paramo (2021) indican que T. viride presentan hifas mas
hialinas que T. harzianum y que sus conidiéforos usualmente no son muy
ramificados, con las ramas en pares o con tres verticillios aparentemente flexibles,
mientras que los conidéforos de T. harzianum tienden a tener una forma verticilada,
con una estructura piramidal. Respecto a las conidias T. viride presenta conidias de

forma globosa a elipsoidal y T. harzianum presenta de forma subglobosa a ovoide.

1.3 Fundamentacion legal

De acuerdo con Agrocalidad (2016) el Art. 1 de la Ley de Sanidad Vegetal,
publicada en el Registro Oficial Suplemento Nro. 315, de 16 de abril del 2004,

establece:

“Corresponde al Ministerio de Agricultura y Ganaderia, a través del Servicio
Ecuatoriano de Sanidad Vegetal (SESA), estudiar, prevenir y controlar las
plagas, enfermedades y pestes que afecten los cultivos agricolas y a la vez
regular también el desarrollo de actividades, servicios y la aplicacién de
medidas fito y zoosanitarias, con base a los principios técnico-cientificos para
la proteccion y mejoramiento de la sanidad animal y vegetal, asi como para
el incremento de la produccion, la productividad y garantia de los derechos
a la salud y a la vida; y el aseguramiento de la calidad de los productos
agropecuarios, dentro de los objetivos previstos en la planificacion, los
instrumentos internacionales en materia de sanidad agropecuaria, que
forman parte del ordenamiento juridico nacional.”

El Art. 1 de la Resolucion Nro. 0305 de 30 de diciembre del 2016, ha resuelto
en la parte pertinente lo siguiente: “Actualizar el procedimiento para elaborar
estudios de Analisis de Riesgo de Plagas (ARP) por via de ingreso, para el
establecimiento de requisitos fitosanitarios de importacién de plantas, productos

vegetales y articulos reglamentados”.
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El Art. 11 de la Ley de Sanidad Vegetal sobre la participacion y control social,
senala: “Se constituira el Consejo Consultivo de Sanidad Agropecuaria para la
formulacién, observacién, seguimiento, veeduria y evaluacién de las politicas
publicas, el mismo que se integrara con ciudadanas y ciudadanos representantes
de la sociedad civil, de las organizaciones de productores y consumidores en
general, empresas publicas, privadas, comunitarias y mixtas, mediante el proceso

de seleccion y designacion, previsto en la Ley”.

En el capitulo 4 con el titulo de las campafas fitosanitaria nos indica lo
siguiente: Art. 20.- En caso de aparecimiento de plagas o enfermedades inusitadas,
con caracteres alarmantes y que amenacen los intereses agricolas del pais, el
Servicio Ecuatoriano de Sanidad Agropecuaria las estudiara de inmediato,

determinando las medidas de prevencidn y control a adoptarse.
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CAPITULO 2
ASPECTOS METODOLOGICOS

2.1 Métodos

Se emplearon los métodos: deductivo — inductivo; analitico, sintético y

exploratorio.

Método inductivo: Se aplicé este método con el objetivo de recolectar los
datos para cumplir la hipdtesis y objetivos, mediante la observacion de los

resultados obtenidos, conservando los principios y leyes de tipo en general.

Método deductivo: Permiti6 observar los cambios que ocurrieron en los
procesos de laboratorio a medida que avance la investigacion del control del hongo

y posteriormente en el campo.

Método analitico: Permitid6 conocer la relacién causa/efecto entre los

tratamientos y el objeto de estudio.

Método sintético: Permitié construir y relacionar los resultados para la
elaboracion de discusion, conclusiones y recomendaciones bajo la perspectiva de

totalidad de la presente investigacion.

Método exploratorio: Se utilizo este método debido a la escasa informacion
que se puede encontrar sobre el uso de Trichodermas para el control de hongos

fitopatdogenos en el cultivo de maiz.

Las muestras se tomaron realizando un recorrido por el ensayo establecido
en campo, observando los sintomas de enfermedad por accion de los patégenos
en estudio. Las partes que visualmente aparentaron dafo en su tejido vegetal
fueron recolectadas del total del area sembrada, equivalente a 4 320 plantas, se
muestred cerca del 2 % del cultivo, lo equivalente a 86 plantas; estas muestras

recolectadas fueron guardadas y almacenadas en sobres de papel.
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Posterior a esto, las muestras fueron llevadas al laboratorio para la
identificacion de los patégenos. En el caso de la roya, se implemento la técnica de
impronta directa, la cual consiste en tomar una muestra del tejido vegetal afectado
y con una pedazo de cinta transparente hacer presion sobre dicha area y
posteriormente retirarla con cuidado; en una lamina se coloca una gota de azul de
lactofenol para luego ubicar la cinta con la muestra del patégeno y poder realizar la

observacion en el microscopio a un aumento de 40X (Chingaté et al., 2020).

En el caso del tizén foliar, se tomaron fragmentos de hojas sintomaticas (4-
5 cm de longitud) los cuales fueron desinfestados en una solucién de hipoclorito de
sodio al 0.5% por 2 min, luego lavados en agua destilada estéril por 3 min y secados
con papel de filtro. Los fragmentos fueron colocados en camaras humedas por 48
h a 25 °C (Félix-Gastélum et al., 2018). De los conidios formados en el tejido de las
hojas se procedié a la identificacion en el microscopio y se obtuvieron cultivos
monosporico a través de su transferencia con una aguja de diseccion a placas de

Petri con papa dextrosa agar (PDA).

Las especies del genero Trichoderma son faciles de aislar. Se procedié como
senala Chingaté et al., (2020) para el aislamiento, realizar varias siembras en el
medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA) hasta obtener el Trichoderma puro y
no exista contaminacién con otro microorganismo. Se incorporé una alicuota de 5
ul de ambas cepas en el medio de cultivo, en el caso de T. harzianum como su

presentacion fue en polvo, se diluyd previamente una pequefia cantidad en agua.

Para las pruebas de antagonismo, en el caso del tizon se tomaron partes del
tejido del hongo reproducido en los medios de cultivo y se lo sembrd en agar PDA
junto con las cepas de Trichoderma por separado, para el posterior analisis de
variables a los 7 dias. Con excepcioén del tejido contaminado por roya, ya que este
solo se reproduce en presencia de su hospedero y no puede reproducirse en

medios de cultivo, por lo que tuvo que realizarse camaras humedas con fragmentos
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de hojas contaminados con roya y el tratamiento de las cepas de Trichoderma se

realizd por aspersion para las pruebas antagénicas (Chingaté et al., 2020).

En el ensayo en campo se realizaron 3 aplicaciones (20 - 40 - 60 dias) de
las cepas de Trichoderma, luego se determind la incidencia y severidad de la roya
y el tizén en el cultivo de maiz dos semanas después de la floracién (65 dds), por
lo que se tuvo en cuenta el numero de plantas totales y cuantas de estas se
encontraban sanas y enfermas, esto para incidencia; en el caso de la severidad, se

utilizé una escala que se describe en el inciso 2.2.2.5 (INIAP, 2018).

2.2 Variables

2.2.1 Variables independientes
La variable independiente son las cepas T. harzianum y T. viride, en dos
Hibridos de maiz (Iniap H-551 y Trueno) sobre Helminthosporium sp. y Puccinia

sorghi, plagas del cultivo de maiz.

2.2.2 Variables dependientes
En esta investigacion se realizd en condiciones de laboratorio y campo. Las

variables que se analizaron en laboratorio son las siguientes:

2.2.2.1 Crecimiento promedio de los hongos en mm

Esta variable se calculé en base al diametro de la colonia fungica de cada
tratamiento con un calibrador vernier, tomando los datos a los 7 dias. Para lo cual
se siguié la metodologia descrita por French y Hebert (1982) que consiste en dibujar
una cruz en la cara posterior del plato petri, indicando cuatro radios de 45 mm, a
los cuales se les nombré con letras minusculas (a, b, cy d) y sobre los que se medid

el avance o crecimiento del hongo.
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2.2.2.2 Conteo de esporas

Se realizé el conteo con ayuda de la camara de neubauer y el microscopio,
adicionando 10 mL de agua destilada por cada caja petri a los 7 dias de vida del
hongo. Luego con una pipeta se llené la camara con la suspension de conidias y
se cubrid con el cubreobjetos para observar en el microscopio. Se realizé el conteo
por tratamientos, evaluando la cantidad de esporas producidas por el hongo,

mediante la férmula descrita por Canedo y Ames (2004).
Conidias/ml = N°/conidias contadas x 25 000 x Factor de dilucion

Conidias total = Conidias/ml x Vol. de la suspensién original de conidias

2.2.2.3 Grado de micoparasitismo

A los 7 dias de establecerse los tratamientos en el medio de cultivo, se aplicé
una escala (Tabla 1) para determinar el grado de micoparasitismo de los aislados
de las cepas de Trichoderma spp. contra los hongos Helminthosporium sp. y P.
sorghi. Para el caso de tizén foliar se utilizo la técnica de cultivo dual descrita por
(Howell, 2003). En un plato Petri con Papa Dextrosa Agar se colocd en un extremo
un disco de 4 mm de diametro con micelio de Helminthosporium sp., luego se
sembro al lado opuesto, a una distancia de 5 cm entre ambos, un disco de 4 mm
de diametro con micelio de Trichoderma spp. Para la roya se realizé camaras

humedas para medir el grado de micoparasitismo del antagonista.

Tabla 1. Escala para clasificar el grado de micoparasitismo de aislados de Trichoderma spp

Cubrimiento de Ia
superficie del
medio por el
antagonista (%)

Grado Descripcion de micoparasitismo

El antagonista cubre totalmente el micelio del

1 . . 100%
fitopatdogeno

> El antagonista cubre 75% del micelio del 759,
fitopatogeno °
El Antagonista cubre 50% el micelio del o

3 fitopatégeno 50%

4 El Antagonista cubre 25% el micelio del 259,
fitopatdogeno °

Elaborado por: Royse y Ries (1978).
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Las variables que se analizaron en condiciones de campo son las siguientes:

2.2.2.4 indice de incidencia de P. sorghi (%)

Este porcentaje se lo determin6 en base al numero de plantas que
presentaran roya. Para lo cual se seleccionaron 30 plantas al azar. Se partié con la
toma de datos una vez terminadas las aplicaciones correspondientes, acorde con

la metodologia propuesta por Arauz (1998).

Total de plantas enfermas

= 100
Total de plantas muestreadas

2.2.2.5 indice de severidad de P. sorghi

La severidad evalua la frecuencia con la que se presentan las diferentes
categorias de dafo en relacion con el total de plantas enfermas. Para esta variable,
se utilizaron 5 categorias de severidad respecto al porcentaje de follaje afectado

por roya; donde 1 indica la ausencia de la enfermedad y 5 una infeccién muy severa.

En la ilustracidén 1, que se expone a continuacién se muestra la escala de
calificacion modificada en escala y porcentaje, para las principales enfermedades

foliares, como los tizones y las royas del maiz (Gabriel et al., 2017).

llustracion 1. Escala de severidad de Ilas enfermedades foliares como tizén
(Helminthosporium sp.) y roya (Puccinia sp.) en maiz
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Tabla 2.- Categorias de severidad para la evaluacién de los danos producidos por P. sorghi

Categoria de Severidad Follaje afectado (%)
1 0,1-20,0
2 21,0-40,0
3 41,0 -60,0
4 61,0 - 80,0
5 81,0 - 100,0

Elaborado por: Mena (2021)

2.2.2.5 indice de incidencia de Helminthosporium sp. (%)

Esta variable se la determin6 en base al numero de plantas que presenten
tizéon. Para lo cual se seleccionaron 30 plantas al azar. Se partié con la toma de
datos una vez terminadas las aplicaciones correspondientes, acorde con la

metodologia propuesta por Arauz (1998).

Total de plantas enfermas
x 100

~ Total de plantas muestreadas

2.2.2.6 indice de severidad de Helminthosporium sp.

Corresponde a la proporcion de las hojas cubiertas por el hongo en relacion
con el total de plantas enfermas. Para esta variable, se utilizaron 5 categorias de
severidad respecto al porcentaje de plantas afectadas por tizon, modificada también
a porcentaje; donde 1 indica la ausencia de la enfermedad y 5 una infeccion muy

severa. Se utilizé la misma tabla y escala de severidad que se utilizé para roya.

2.2.2.5 Peso de 100 granos
Se tomo6 100 semillas de cada parcela experimental y se procedié a pesar
los granos de la misma. La media de cada tratamiento, se determiné en base a los

datos de las 3 repeticiones de cada tratamiento.

43



2.2.2.6 Rendimiento por tratamiento en Kg/Ha
Se peso6 en una balanza los granos obtenidos en cada parcela experimental,
y posteriormente se registro el dato en Kilogramo por hectarea, cuyo peso se lo

ajusto al 13% de humedad, mediante el empleo de la siguiente férmula: (Intriago,
2013).

Peso de grano x (100 — Humedad del grano)
100 — Humedad deseada

Peso ajustado =

Peso ajustado x 10000 m?
Area cosechada en m?

Rendimiento / Ha =

2.2.2.7 Analisis econdmico

El costo de los tratamientos se lo calcul6 con el total de egresos y la utilidad,

se obtendra con la siguiente férmula:
U=IB-CT
IB = Ingreso Bruto

CT = Costos Totales

Relacion Beneficio/Costo, se obtuvo utilizando la siguiente formula: (Vaquiro, 2006)

., . Ingresos Totales
Relacion Beneficio / Costo =

Costos Totales
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2.2.3 Operacionalizacién de las variables

TIPO DE 8522‘;‘%"%: DIMENSIONES INDICADORES I\;IrIIEFI’J(I)CIID(EN INSTR[{)NéENTOS
VARIABLE A
AL MEDICION
Una vez se obtuvieron
",'_J las muestras de los [Evaluacién de las
ﬁ Cepas de | patogenos, se cepas T. .
Q | Trichoderma | llevaron al laboratorio |harzianum y T. Comportamiento
H.J en dos’ hibridos | para ser establecidas |viride en dos de Ia§ cepas de T. Cuantitativa Metodologia
w de maiz. en medios de cultivo hibridos sobre el | 1arzianumyT.
= para determinar la manejo de | Viride, y de los
eficacia de las cepas |Helminthosporium | Nibridos Iniap H-
de  Trichodermas, |sp. y Puccinia | 221 Trueno
posterior a esto se |sorghi
evalué en campo. Se
registraron las Crecimiento
Eficacia diversas Eficacia antagonistapromedio de
antagonista de | observaciones que se de las cepas de T.Trichoderma spp.
",'_J las cepas de | fueron manifestando harzianum y  T.en mm.
E Trichoderma en la investigacion viride_ '_sobreGrado ) de Cuantitativa/ Metodologia
% sobre el | tanto en campo como |Helminthosporium |micoparasitismo. Cualitativa
w desarrollo de | en laboratorio. sp. y Puccinia sorghilncidencia Y
& Puccinia sorghi en condiciones deseveridad de los
a y campo y laboratorio.hongos.
Helminthospori Rendimiento en
um sp. kg/ha.
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2.3 Poblacién y muestra

Este estudio consistio en evaluar en condiciones de campo y laboratorio la
competencia de 2 cepas de Trichoderma spp. (T. harzianum y T. viride) sobre los
hongos patégenos Helminthosporium sp y Puccinia sorghi, los cuales fueron
obtenidos de muestras de tejido vegetal, aislandolos en el laboratorio, donde se
obtuvo el cultivo puro. Se establecieron tres repeticiones tomando un plato Petri
como unidad experimental, los factores en estudios fueron: factor patégeno, factor

antagonista.

El testigo se sembré individualmente en platos Petri, un indculo de cada cepa
de Trichoderma spp. y un inoculo de Helminthosporium sp. y Puccinia sorghi, todos
en platos petri separados. Se incubaron a temperatura de 24°C a 26°C, hasta que
el crecimiento del antagonista o del patégeno cubriera toda la superficie del medio

de cultivo.

Para finalizar se determiné la efectividad de las dos cepas de Trichoderma
spp. sobre la incidencia natural de Helminthosporium sp. y Puccinia sorghi, se
establecié un ensayo en condiciones de campo con 24 parcelas experimentales,
las cuales estuvieron establecidas en un area de 864 m? delineadas de acuerdo al
Disefio Experimental que se utilizd, con una densidad poblacional de 180 plantas
por cada parcela, en el periodo comprendido septiembre — diciembre 2021. La
descripcion de los tratamientos evaluados se encuentra en el inciso 2.6. Como

testigo absoluto agua.

2.4 Técnicas de recoleccién de datos

El proceso para calcular las variables independientes consistio en una vez
tomadas las muestras en campo, lo siguiente fue trasladarlas hacia el laboratorio y
empezar a medir las variables. Las muestras fueron tomadas y evaluadas
mediantes una tabla de datos donde estuvo establecida las diferentes variables

independientes antes mencionadas.
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Las evaluaciones en laboratorio se realizaron a los 7 dias de establecerse
los tratamientos. Los datos de competencia de los aislados de Trichoderma spp. se
obtuvieron midiendo el avance del radio de crecimiento micelial del patdégeno, del

antagonista y el testigo, para obtener una medida de radio de crecimiento en mm.

La toma de datos en el medio de cultivo se dejé de tomar a los 7 dias, cabe
recalcar que los tratamientos se establecieron en un intervalo de 1 semana.
También se clasificé el grado de micoparasitismo de los aislados de acuerdo a la
escala propuesta por Royse y Ries (1978) (Tabla 1). Se realizaron observaciones,

para determinar el tiempo en que los dos hongos entran en contacto entre si.

Para medir el ritmo de crecimiento de cada cepa de Trichoderma spp. y de
los hongos patégenos en Papa Dextrosa Agar en platos Petri de 90 mm, se utilizd
un calibrador vernier. En campo el tipo de medicion fue cuantitativa, por medicion
directa a los individuos en estudio, registrando los datos expresados por los mismos

para su posterior analisis.

2.5 Estadistica descriptiva e inferencial

Los datos fueron valorados estadisticamente mediante el analisis de
Varianza (ANDEVA) y la prueba de rango multiple de Tukey para la comparacién
de medias. Estos analisis se realizaron previo a la comprobacion de igualdad de
varianzas y normalidad de los datos, todos al 5% de probabilidad de error tipo 1;
utilizando el software Statistix 10.0. El modelo de ANDEVA que se aplicé a los
datos, considerando el tipo de diseno experimental y el arreglo factorial propuesto,

se detalla en la Tabla 4.
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Tabla 3. Esquema del Andlisis de la varianza (ANDEVA)

Fuente de variacién Formula Grados libertad
Factor A (@a-1)2-1) 1
Error A @-1)(r-1)2-1)4-1) 3
Repeticiones (r-1)4-1) 3
Factor B (b-1)8-1) 2
Interaccion AB (@-NHb-1)2-1)3-1) 2
Error b alb-1)(r-1)2(3-1)4-1) 12
Total abr—1234-1 23

Elaborado por: Fisher (1930).

2.6 Diseno experimental

En funcion de la propuesta del actual proyecto, se ha utilizado un disefio de
tratamientos en arreglo de parcelas divididas, en el cual el factor que se ubic6 en
parcelas grandes corresponde a las variedades de maiz (Factor A) y el factor que
se ubico en parcelas pequefias estuvo referido a las cepas de Trichodermas (Factor
B). Considerando los niveles de cada uno de estos factores, este experimento tuvo
un total de 6 tratamientos, los cuales se detallan en Tabla 3. El arreglo de
tratamientos antes indicados se evalud bajo un disefio de bloques completos al

azar.

Las parcelas grandes tenian un ancho de 14,4 m y 6,0 m de longitud;
mientras que las parcelas pequefias tenian un ancho de 4,8 m y la longitud antes
mencionada. El area util en cada parcela pequena tenia un ancho de 3,2 m y una
longitud de 5,6 m, dentro de la cual se consider6é un total de 112 plantas. Las
caracteristicas adicionales al area de ensayo pueden observarse del Croquis del

Anexo.

Tabla 4. Descripcién de los tratamientos a evaluar en campo

Tratamientos Variedades (Factor A) Cepas (Factor B)
b1: T. harzianum?
v1: Iniap H-551" b2: T. viride*
b3: Testigo
b1: T. harzianum
v2: Trueno? b2: T. viride
b3: Testigo

OB WN -

Elaborado por: Mena (2021)
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" Iniap H — 551: Hibrido triple de maiz tolerantes a enfermedades foliares; rendimiento de 140

quintales/ha.

2Trueno: Hibrido doble con niveles altos de tolerancia a enfermedades foliares como: Curvularia,

Helminthosporium, Mancha de Asfalto y Cinta Roja.

3 Producto BIOTRICH inoculante microbiano con accién fungicida; Trichoderma harzianum 1 x 10°

ufc/gr.
4 TRINKIO biopreparado de Trichoderma viride 2.5 x 10° ufc.

Tabla 5. Descripcidn de los tratamientos a evaluar en laboratorio

Tratamientos Cepas/ patégenos

1 T. harzianum | Helminthosporium sp
T. harzianum/ Puccinia sorghi

T. viridel Helminthosporium sp

T. viride/ Puccinia sorghi

Testigo T. harzianum

Testigo T. viride

Testigo Helminthosporium sp

8 Testigo Puccinia sorghi

NOoO oA~ WN

Elaborado por: Mena (2021)
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2.7 Cronograma de actividades

2021 2022
Julio Agosto  Sept Oct Nov Dic  Febrero Abril Junio

Actividades

Elaboracion de sinopsis,

revision de metodologia y X

Objetivos

Presentacion y Defensa de X X
Anteproyecto

Evaluar la eficacia antagonista
de las cepas de Trichoderma
en campo y laboratorio

Evaluacién de las variables
independiente antes
mencionadas.

Toma de Datos X X

Andlisis Estadistico X

Tramites Post Grado X

Defensa de Tesis X
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RESULTADOS

Crecimiento promedio de los hongos en mm

Los promedios del crecimiento micelial estan expresados en milimetros
como se expresa en la tabla 6. Se procedié a cultivar por separado los hongos,
permitiendo su normal desarrollo durante 7 dias en el medio de cultivo PDA. Se
pudo observar que T. harzianum presenta una coloracién verde mas fuerte que el
T. viride, sin embrago cuando se realizé los cultivos duales, presentaron una

coloracion similar.

En el caso de Helminthosporium sp. Tomo un color blanco amarilloso con
aspecto algodonoso. Se pudo observar que el T2 (T. viride) fue el que registré el
mayor crecimiento con 87,06 mm, algo similar en el T1 (T. harzianum) cuyo halo
micelial fue de 86,92 mm. Por ultimo, el T3 (Helminthosporium sp.) obtuvo el menor

crecimiento con 73,76 mm.

Tabla 6. Crecimiento promedio de las cepas de Trichoderma sp. y el Helminthosporium sp.
en condiciones in vitro

TRATAMIENTOS CRECIMIENTO MICELIAL

(mm)
T1 (T. harzianum) 86,92 mm
T2 (T. viride) 87,06 mm
T3 (Helminthosporium sp.) 73,76 mm
Promedio 69,49

Q7. Harzianum MT. viride Helminthosporium sp.

I
| I II |
R2 R3

Gréfico 1. Crecimiento promedio de los hongos T. Harzianum, T. viride y Helminthosporium
sp. en mm.
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Conteo de esporas

En la tabla 7 se puede observar el registro de produccidon de esporas totales
de los hongos en estudio. Donde se observé que las cepas de Trichoderma
sobresalieron, siendo el T1 (T. harzianum) quien alcanzé los mejores resultados
con 22 250 000 conidios totales. EI T6 (Helminthosporium sp.) reflejé los promedios

mas bajos respecto a esta variable.

Tabla 7. Conteo de esporas de las cepas de Trichoderma sp. y el Helminthosporium sp. en
condiciones in vitro, tanto en cultivos individuales como en cultivos duales.

NTEO DE ESPORA
TRATAMIENTOS co ° SPORAS

Helminthosporium sp. Trichodermas

l’; )(T. harzianum/ Helminthosporium 2 750 000 19 665 000
T2 (T. viride/ Helminthosporium sp.) 3082 500 21 082 500
T4 (T. harzianum) 22 250 000
T5 (T. viride) 21915000
T6 (Helminthosporium sp.) 13 165 000

Promedio 14 844 285,7

W Helminthosporium sp. M Trichodermas

25000000
20000000
15000000
10000000
5000000 E
0
o = g (3] g
-5000000 = 8 3 g 3
Eg 2 3 g 8
3P S N [ @
T E S g 2%
=E3 =&k - S
SRS S 3 =~ =
S S iy £
8 @ D [
N 2 T
2 s

Grafico 2. Crecimiento promedio de los hongos T. Harzianum, T. viride y Helminthosporium
sp. en mm.
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Grado de micoparasitismo para Tizén foliar

Para el cumplimiento del primer objetivo de la investigacion se procedio a
evaluar el grado de micoparasitismo por parte de las cepas de T. harzianum, T.
viride en el patdégeno Helminthosporium sp. causante del tizon foliar en las plantas
de maiz, cuyos resultados, expresados en porcentaje, se presentan en la Tabla 8.
Se encontré que las especies T. viride y T. harzianum presentaron un grado de

parasitismo similar (75 %).

Tabla 8. Grado de micoparasitismo de las cepas de Trichoderma sp. para el control de
Helminthosporium sp. en condiciones in vitro

GRADO DE MICOPARASITISMO

CEPAS (%)
T1 (T. harzianum) 75 %
T2 (T. viride) 75 %
T3 (Testigo) 0 %
Promedio 50

W T. Harzianum W T. viride Helminthosporium sp.
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Grafico 3. Grado de micoparasitismo de las cepas de Trichoderma sp. para el control de
Helminthosporium sp. en condiciones in vitro
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Grado de micoparasitismo para Roya

Para el cumplimiento del primer objetivo de la investigacion se procedié a
evaluar el grado de micoparasitismo por parte de las cepas de T. harzianum, T.
viride y el testigo en el patdégeno Puccinia sorghi causante de la roya en las plantas
de maiz, cuyos resultados, expresados en porcentaje, se presentan en la Tabla 6.
Se encontrd que la especie T. viride presentd el mayor grado de parasitismo (92%)

mientras que T. harzianum no desarrollé ninguna actividad.

Tabla 9. Grado de micoparasitismo de las cepas de Trichoderma sp. para el control de
Puccinia sorghi en condiciones in vitro

GRADO DE MICOPARASITISMO

CEPAS (%)
T1 (T. harzianum) 0 %
T2 (T. viride) 92 %
T3 (Testigo) 0 %
Promedio 30,66

Parasitis

Cpas

B oA

Grafico 4. Grado de micoparasitismo de las cepas de Trichoderma para el control de
puccinia sorghi
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indice de incidencia de Puccinia sorghi

En las pruebas de campo, en los resultados del indice de incidencia de P.
sorghi se observé significancia entre variedades (p=0.0079) Yy entre cepas (p=0.0000).
El hongo T. viride fue el que presentd el menor porcentaje de incidencia de roya en
las dos variedades de maiz, con un 1.75 % en la variedad Iniap H-551y 1 % en la

variedad Trueno (Tabla 7).

El tratamiento testigo en el cual no se aplicd ninguna cepa de Trichoderma
presento el mayor porcentaje de incidencia, siendo el mas alto en la variedad Iniap
H-551 con 8,25 % seguido de la variedad Trueno con 5,25 %. La accion
controladora de las cepas de Trichoderma fue efectiva sobre la incidencia natural
de roya, de acuerdo al porcentaje de incidencia del testigo. El principal sintoma de
roya que presentaron las plantas fue las pustulas uredinioséricas de color naranja

en el haz y el envés de las hojas (Anexo).

Tabla 10. Porcentaje de incidencia de roya en los hibridos de maiz Iniap H-551 y Trueno
sometidos a la aplicacién de dos cepas de Trichoderma. Catarama, 2021.

CEPAS VARIEDADES PROI(\ﬂ /IOE)DIOS

T1 (T. harzianum) 3,75 a
T2 (T. viride) Iniap H-551 1,75 a
T3 (Testigo) 8,25 b
T4 (T. harzianum) 2 a
T5 (T. viride) Trueno 1 a
T6 (Testigo) 525 a
Promedio 3,66
Significancia *
CV(Bloques*Variedad) 19,28
CV(Bloques*Variedad*Cepas) 25,51

Promedios con la misma letra no difieren significativamente, Tukey P<0,05.

**. Significante
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indice de severidad de Puccinia sorghi

No hubo significancia entre variedades (p=0.0977), pero si entre cepas (p=

0.0000). El hongo T. viride fue el que presentd el menor porcentaje de severidad de

roya en las dos variedades de maiz (Tabla 8). La severidad de la roya, muestra que

los testigos presentaron un valor de 4 en la escala, que corresponde al 80 % de

dafio en la planta. El resto de tratamientos ha presentado una variacién de

severidad entre el 20 % y el 60 % de dafio en las plantas.

Tabla 11. Indice de severidad de roya en los hibridos de maiz Iniap H-551 y Trueno sometidos

a la aplicacion de dos cepas de Trichoderma. Catarama, 2021.

CEPAS VARIEDADES

PROMEDIOS
(Escala)

T1 (T. harzianum)
T2 (T. viride)
T3 (Testigo)

Iniap H-551

T4 (T. harzianum)
T5 (T. viride) Trueno
T6 (Testigo)

Promedio

Significancia

CV(Bloques*Variedad)

CV(Bloques*Variedad*Cepas)

Promedios con la misma letra no difieren significativamente, Tukey P<0,05.

*: Significante

1k

an

on

Wiredad

L= 1]

Gréfico 5. Indice de Severidad de roya en maiz
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indice de incidencia de Helminthosporium sp.

Los resultados para incidencia de Helminthosporium sp. reporté significancia
entre variedades (p=0.0115), entre cepas (p=o0.0000) Y para la interaccion (variedad x
cepa) (p=0,0325). El hongo T. viride fue el que presentd el menor porcentaje de
incidencia de tizén foliar en una de las variedades de maiz, con un 1.25 %, a saber
en la variedad Trueno. Como se puede observar en la tabla, la variedad Trueno
demostré mayor resistencia a la enfermedad, de modo que en ambos tratamientos
con las dos cepas de Trichoderma reflejo los valores mas bajos de incidencia de

tizén foliar.

El testigo en el cual no se aplicd ninguna cepa de Trichoderma presento el
mayor porcentaje de incidencia, siendo el mas alto en la variedad Iniap H-551 con
8 % seguido de la variedad Trueno con 4,75 %. La accién controladora de las cepas
de Trichoderma no logré ser tan efectiva sobre la incidencia natural de tizon foliar,
de acuerdo al porcentaje de incidencia del testigo el cual vario en las dos
variedades, demostrando asi las susceptibilidad o resistencia de estas. El principal
sintoma de tizén foliar que presentaron las plantas, fue manchas extendidas, gris

verdosas de 2,5 a 20 cm de longitud (Anexo).

Tabla 12. Porcentaje de incidencia de tizon foliar en los hibridos de maiz Iniap H-551 y Trueno
sometidos a la aplicacion de dos cepas de Trichoderma. Catarama, 2021.

CEPAS VARIEDADES PROI(VIO /E)DIOS

T1 (T. harzianum) 3,25 a
T2 (T. viride) Iniap H-551 25 a
T3 (Testigo) 8 b
T4 (T. harzianum) 1,75 a
T5 (T. viride) Trueno 1,25 a
T6 (Testigo) 4,75 a
Promedio 3,58
Significancia >
CV(Bloques*Variedad) 24,61
CV(Bloques*Variedad*Cepas) 20,01

Promedios con la misma letra no difieren significativamente, Tukey P<0,05.

**: Significante
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indice de severidad de Helminthosporium sp.

El analisis de varianza para el indice de severidad, no presento significancia
para los Factor A (variedad) (p=o0,4950) € Interaccion (A x B) (p=o0,9085); mientras que
para Factor B (cepas) si existio significancia (p=o0.0094). La severidad del tizon foliar,
nos muestra que los testigos presentaron un valor de 5 en la escala, que
corresponde al 90 % de dafio en la planta, lo que posteriormente se reflejo en la
muerte de las mismas. El resto de tratamientos a base de las cepas de Trichoderma
presentaron una variacién de severidad similar entre el 60 % y el 80 % de dafio en

las plantas.

Tabla 13. Indice de severidad de roya en los hibridos de maiz Iniap H-551 y Trueno sometidos
a la aplicacion de dos cepas de Trichoderma. Catarama, 2021.

PROMEDIOS

CEPAS VARIEDADES
(Escala)

T1 (T. harzianum) 4 a
T2 (T. viride) Iniap H-551 4 a
T3 (Testigo) 5 a
T4 (T. harzianum) 4 a
4 a
5 a

T5 (T. viride) Trueno

T6 (Testigo)

Promedio 4,17
Significancia
CV(Bloques*Variedad) 12,65
CV(Bloques*Variedad*Cepas) 15,75

Promedios con la misma letra no difieren significativamente, Tukey P<0,05.

1

e

Waredad

Gréfico 6. Indice de severidad del tizén foliar
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Peso de 100 granos

El analisis de varianza para el peso de 100 granos, presentd significancia
para Factor A (variedad) (p-= 0.0100), Factor B (cepas) (p=0.0000) € Interaccion (A x B)
(p=0.0216). Los datos reflejan que los testigos presentaron el peso de granos mas
bajo. El resto de tratamientos a base de las cepas de Trichoderma presentaron un
peso similar que va entre 275 a 283 gramos. Siendo la variedad Trueno la que

obtuvo los mejores resultados en cuanto a esta variable.

Tabla 14. Peso de 1000 granos de los hibridos de maiz Iniap H-551 y Trueno sometidos a la
aplicacion de dos cepas de Trichoderma. Catarama, 2021.

CEPAS VARIEDADES PROMEDIOS
(Gramos)

T1 (T. harzianum) 276 a
T2 (T. viride) Iniap H-551 275 a
T3 (Testigo) 237 c
T4 (T. harzianum) 283 a
T5 (T. viride) Trueno 283 a
T6 (Testigo) 259 b
Promedio 278,61
Significancia **
CV(Bloques*Variedad) 1,94
CV(Bloques*Variedad*Cepas) 1,99

Promedios con la misma letra no difieren significativamente, Tukey P<0,05.

**. Significante

Carm

Viatiedad

I4 zaems

Griéfico 7. Peso de 1000 granos de maiz
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Rendimiento por tratamiento en kg/ha

El analisis de varianza para rendimiento, presento significancia para Factor

A (variedad) (p=0.0000) y B (cepas) (p-= 0.0002); mientras que para Interaccion (A x B)

no existio significancia (p=o0.7238). En la prueba de Tukey al 5 % para la Interaccion

(A x B) del rendimiento en Kg (Tabla 12), presenta que en el rango “A” se ubica

Interaccion T4V2 (T. harzianum- Trueno) con un valor de 29,11 Kg/parcela.

la

Mientras que en los rangos mas bajos “C” y “D” se ubican la Interaccion T1V1
(T. harzianum - Iniap H-551); T2V1 (T. viride — Iniap H-551) y T3V1 (Agua — Iniap

H-551), las demas interacciones se ubican en rangos intermedios. Cabe mencion

que el porcentaje de humedad del grano de maiz a la cosecha fue del 14 %.

ar

Tabla 15. Rendimiento de los Hibridos de maiz Iniap H-551 y Trueno sometidos a la aplicacion

de dos cepas de Trichoderma. Catarama, 2021.

PROMEDIOS KG

CEPAS VARIEDADES 5OR
POR PARCELA HECTAREA
T1 (T. harzianum) 23,95 8125 ¢
T2 (T. viride) Iniap H-551 24,07 8166 ¢
T3 (Testigo) 23 7802 d
T4 (T. harzianum) 29,11 9875 a
T5 (T. viride) Trueno 28,94 9815 a
T6 (Testigo) 28 9500 b
Promedio 26,19
Significancia o
CV(Bloques*Variedad) 0,99
CV(Bloques*Variedad*Cepas) 1,35

Promedios con la misma letra no difieren significativamente, Tukey P<0,05.

**: Significante
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Gradfico 8. Rendimiento por tratamiento en kg por parcela

Analisis econdmico

Tabla 16. Costo de produccion en USD ddlares por hectdrea de los tratamientos de estudio
de los Hibridos de maiz Iniap H-551 y Trueno sometido a la aplicaciéon de dos cepas de
Trichoderma sp.

Concepto o _ Precio Costo en USD por tratamiento
Actividad | Y"929 | ypitario |CT/Ha
T1 | T2 | T3 | T4 | T5 | T6
Preparacion de terreno
Arada (1 pase) Hora 30 1 30 30 30 30 30 30
Rastra (2 pases) | Hora 30 2 60 60 60 60 60 60
Rosada
(limpieza) Jornal 10 1 10 10 10 10 10 10
Control de malezas (Herbicidas - pre-siembra)
Amina L 4,5 1 45 4,5 4,5 4,5 4,5 4,5
Glifosato L 4,5 2 9 9 9 9 9 9
Aplicacioén Jornal 10 2 20 20 20 20 20 20
Siembra
Iniap H- 551 Kg 2,46 15 37 37 37 37 37 37
Trueno Kg 7,73 15 116 116 116 116 116 116
Sembradora Hora 55 1 55 55 55 55 55 55
Colaborador Jornal 10 1 10 10 10 10 10 10
Primera fertilizacion a la siembra
10-30-10 Saco 38 4 152 152 152 152 152 152
Aplicacion Jornal 10 2 20 20 20 20 20 20
Control de malezas (Herbicidas — post-emergente)

Atrazina Kg 9 1 9 9 9
Nicosulfurom 32 Gr 4,5 2 9 9 9

61



| Jornal ‘

0 |

20 | 20 | 20 | 20 | 20 | 20

Aplicacion 2
Control de insectos
Tiodicard +
Acetameprid 250 cc 20 1 20 20 20 20 20 20
Spinotoram 100 cc 15 1 15 15 15 15 15 15
Lufenuron 250 cc 16,25 2 32,5 32,5 32,5 32,5 32,5 32,5
Aplicacion Jornal 10 2 20 20 20 20 20 20
Segunda fertilizacion
Amidas N36 —
128 saco 42 3 126 126 126 126 126 126
Kieserita saco 10 1 10 10 10 10 10 10
Aplicacion Jornal 10 2 20 20 20 20 20 20
Fungicidas Bioldgicos
T. harzianum 100 Gr 17 1,5 76,5 - - 76,5 - -
T. viride L 20 1 - 60 - - 60 -
Aplicacion Jornal 10 2 20 20 - 20 20 -
Tercera fertilizacién
Sulfato de
amonio saco 34 170 170 170 170 170 170
Aplicacion Jornal 10 20 20 20 20 20 20
Cosecha
Costo por quintal | qq ’ 0,60 ‘ - ‘ 48,75 ‘ 49 ‘ 46,81 ’ 59,25 | 58,89 | 57
Terreno
Arriendo Ha 170 1 170 170 170 170 170 170
Total USD por
hectarea 1310,2 | 1294 | 1211,8 | 1320,8 | 1303,9 | 1222
53L
g T EmE
[}
= -
3 -5
(5 e 1] - -

llustracion 2. Costos totales de produccién de los tratamientos

Varedade
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La produccion por kilogramos en la siembra de maiz Trueno en las
condiciones del recinto “Las Canitas”, con la interaccidon que sobresalid, T5 (T,
viride/ Trueno) fue de 9 815 kg/ha, con un costo de produccién total de $ 1 303,89;
que al ser vendido en $ 14,60/45,36 kg en el cantén Urdaneta, tuvo un ingreso bruto
de $ 3 159,14 generando una utilidad de $ 1 855,25/ha. La relacion Beneficio-Costo
fue de 2,42; lo cual indica que por cada unidad monetaria invertida, se obtiene $
2,42 de utilidad.

Tabla 17. Analisis econémico por hectdrea, de los Hibridos de maiz Iniap H-551 y Trueno
sometidos a la aplicacién de dos cepas de Trichoderma. Catarama, 2021.

Parametros
. Precio
Tratamientos Costo de Rendimiento Ingreso Relacién
45,36 Utilidad
produccion Kg/ha ka) bruto Beneficio/Costo
g
T1 1310,25 8125 146 2615,19 1304,94 1,99
T2 1294 8166 14,6 2628,39 1334,39 2,03
T3 1211,81 7802 14,6 2511,22 1299,41 2,07
T4 1320,75 9875 146 3178,46 1857,71 2,41
T5 1303,89 9815 146 3159,14 1855,25 2,42
T6 1222 9500 146 3057,76 1835,76 2,50
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DISCUSION

De este analisis se resalta la importancia de los mecanismos de accion que
presentan las diferentes cepas de Trichoderma. Este analisis es vital desde el punto
de vista practico, ya que permite una adecuada precision a la hora de seleccionar
cepas con mayor potencialidad para el control de diferentes patégenos, como es el
caso del agente causal de la roya (Puccinia sorghi) y el tizén del maiz
(Helminthosporium spp.), hongos que se presentan en condiciones de alta
humedad ambiental, lo que coincide con Nufez et al., (2019) y Ferreira et al., (2020)
quienes sostienen que estos hongos fitopatdgenos se adaptan mejor en
temperaturas que fluctuan entre 18 a 27 ° C. Dato que sirve de referencia para elegir

la zona donde se procedera a realizar el muestreo, para la obtencion de los mismos.

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo experimental en
condiciones de laboratorio, determinaron que la aplicacion de las cepas de
Trichoderma, a saber T. harzianum y T. viride, tienen capacidad de competencia y
antagonismo in vitro frente al hongo del tizén foliar (Helminthosporium spp.). Esto
corrobora lo manifestado por Acurio et al., (2017) quien indica que las cepas de
Trichoderma son eficaces por su micoparasitismo, antibiosis, competencia (espacio
y nutrientes) y desactivacidon de enzimas de los patdégenos. A la vez que se
relaciona con los resultados obtenidos por Kumar et al., (2021) donde evidencio
que los 10 aislados de Trichoderma en estudio, redujeron en gran manera el

crecimiento micelial del tizon foliar en laboratorio.

Respecto a la Roya (P. sorghi), los resultados en esta investigacion
demostraron que T. viride tiene capacidad de competencia y antagonismo en
condiciones in vitro para este patégeno en un 92 %, ya que la presencia del hongo
antagonista impidié el crecimiento del patégeno, a diferencia de T. harzianum cuyos
resultados fueron negativos en un 0% de grado de micoparasitismo. Estos
resultados difieren con Chingaté et al., (2020) quien en una investigacion sobre la
efectividad de Trichoderma sp. frente a patdégenos del maiz, no funcioné frente a
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roya, ya que no existié la minima presencia de Trichoderma sp. en las camaras

humedas, debido a que no presentd micelio ni crecimiento.

A su vez los resultados obtenidos en la investigacion, respecto a roya
concuerdan con Sucaticona (2018) quien en su investigacion sobre la actividad
antagodnica de Trichoderma spp 'y Lecanicillium spp frente a la roya amarilla del café
(Hemileia vastatrix) en condiciones de laboratorio, observd comportamientos de
antagonismo de Trichoderma sobre la roya, debido a una invasion del micelio del
Trichoderma sobre el patégeno en la lesion de la hoja. Describiendo que el ataque
de Trichoderma sobre H. vastatrix en las hojas de un cafetal puede ser diferente al

parasitismo clasico.

Referente a la microscopia de los agentes en estudio, se pudo observar que
T. harzianum presenta hifas ramificadas y septadas de donde se desarrollan los
fialides que producen los conidios, lo que difiere con Vasquez (2010), quien en la
identificacion morfolégica de T. harzianum evidencid el desarrollo de hifas
ramificadas - aseptadas. Por otro lado T. viride presento hifas ramificadas, septadas
y hialinas mas finas que T. harzianum, donde se podian observar fidlides agrupadas
entre 2 y 4, corroborando lo manifestado por Sanchez, Moreno y Paramo (2021)
quien en su investigacion sobre identificacion morfologica de las cepas de
Trichoderma indican las diferencias entre T. harzianum'y T. viride por sus hifas, sus

conidiéforos, fialides y conidias.

El efecto de las cepas de Trichoderma sobre la incidencia natural de roya y
tizon foliar no fueron tan efectivas, sin embrago, la cepa T. viride sobresalié con
mayor potencial controlador para ambos patdégenos en estudio. El tratamiento T2V2
(T. viride - Trueno) en las variables de incidencia para ambos patégenos, presentd
el menor porcentaje de incidencia de 1 % (roya) y 1.25 % (tizén), en promedio. Lo
que coincide con Sloka, Shashi y Mohammad (2020) quienes concluyeron en una
investigacion, que T. viride redujo el tizén foliar en maiz en un 19,74%, siendo eficaz

para el control de la misma. Relacionado con Jie et al., (2014) quienes concluyeron
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en que Trichoderma sp. ofrece un control del tizéon foliar en maiz, en

aproximadamente un 50% a 60%.

El testigo reflejo el comportamiento agronémico menos estable y la mayor
incidencia de roya y tizon foliar, esto debido al no colocarse el programa de control
de enfermedades con fungicidas biolégicos a base de dos cepas de Trichoderma.
Corroborando asi, lo que mencionan Chiriboga, Gomez y Garcés (2015), quienes
aseguran que los microorganismos antagonistas aseguran el control de ciertos
patdgenos causantes de enfermedades, y asi logran que las plantas alcancen un

buen desarrollo que se vera reflejado en su produccion.

Realizado el trabajo experimental se puede mencionar que se pudo valorar
el efecto antagonista de T. harzianum y T. viride en la produccién de los hibridos
en estudio, a saber Iniap H-551 y Trueno, al analizar los resultados de la variables
rendimientos, debido a que se pudo observar que los hibridos presentaron cierto
grado de resistencia, siendo Trueno quien reflejé mayor resistencia a los patdgenos
en estudio y un comportamiento agronédmico mas estable en los tratamientos donde
tenia incorporado las cepas de Trichoderma sp, sin embargo, las cepas no
influyeron significativamente en los rendimientos ni en la rentabilidad, en relacion
con el testigo, por tanto se rechaza la hipétesis de la investigacion. Esto difiere con
lo que mencionan Tavera et al., (2017) quienes evaluaron el efecto de Trichoderma
en variables de produccién en maiz, junto con fertilizante nitrogenado, donde

concluyeron que su participacion influyd en un 71 %.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDASIONES

CONCLUSIONES

De acuerdo con el analisis e interpretacion de los datos experimentales, se

delinean las siguientes conclusiones:

1.

T. harzianum y T. viride pueden usarse como agentes de control biologico,
ya que demostraron tener capacidad de competencia y antagonismo in vitro
frente a Helminthosporium sp., por tanto, son eficaces para su control.

T. harzianum no es eficaz para el control in vitro de Puccinia sorghi, hubo
presencia visual del antagonista, sin embrago, no inhibié el desarrollo del
patoégeno. T. viride es eficaz para el control de Puccinia sorghi, debido a que
inhibié el desarrollo del patdégeno in vitro.

En condiciones de campo, bajo la incidencia natural de los patégenos en
estudio, las cepas de T. viride y T. harzianum no ejercen un control eficaz en
el manejo de las enfermedades evaluadas.

Aparentemente el material vegetativo, en el actual estudio, presenté cierta
tolerancia a las enfermedades evaluadas, debido a que éstas no influyeron

en su produccién, ni en su rentabilidad.

RECOMENDACIONES

Analizadas las conclusiones, se recomienda:

. Se recomienda desarrollar mas ensayos que evaluen la eficacia antagonista

de la cepa T. viride en el manejo de hongos foliares en el cultivo de maiz,
debido a que en la actual investigacion su accion fue insipiente, a pesar de
que la bibliografia reporta resultados positivos para este hongo.

Utilizar hibridos de maiz que sean resistentes a enfermedades, con

adecuado comportamiento para la zona de estudio.
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Anexo 1. Esquema del trabajo experimental de campo

ANEXOS

Factor A (Variedades): a' (Iniap H-551); a? (Trueno)

Factor B (Cepas y testigo): b' (T. harzianum); b? (T. viride); b® (Agua- testigo)

Tabla 18. Esquema del experimento

Bloque 1 Bloque 2 Bloque 3 Bloque 4
a' a2 a? a’ a' a2 a2 | a'
b’ b? b? b? b3 b b? b2
b? b? b3 b’ b’ b3 b’ b3
b3 b3 b’ b3 b? b? b3 b’
Elaborado por: Mena (2021)
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llustracion 3. Disefio de los tratamientos en parcelas divididas
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Anexo 2. Obtencion de muestras para ser cultivadas, Félix-Gastelum et al.,
(2018)

llustracion 4. Muestras de roya y tizén foliar obtenidas en campo

Anexo 3. Desinfeccién de muestras de tizon foliar, Félix-Gastelum et al., (2018)
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llustracion 10. Desinfeccion de las muestras y realizacion de camaras humedas

Anexo 4. Siembra del corte del tejido, Chingaté et al., (2020)
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llustracion 11. Siembra del hongo Helminthosporium spp. y su desarrollo

Anexo 5. Aislamiento de las cepas del genero Trichoderma, Chingaté et al.,
(2020)

80



llustracion 12. Aislamiento de las cepas de Trichoderma y su desarrollo 62 horas después

Anexo 6. Preparacion de medios de cultivo

Para el cultivo de los hongos se utilizé agar papa dextrosa (APD), se considero un

numero de 50 cajas Petri con un volumen de 20 ml cada caja, para evitar sobrantes.

39 gr de medio en 1000 ml = 1000 ml de medio liquido
20 ml de medio / Petri x 50 cajas Petri = 1000 ml

Preparacion:

Se peso6 39 g del PDA y se lo disolvié bien en 1 litro de agua purificada en un vaso
de precipitacion resistente al calor, luego se solubilizé el medio agitdndolo hasta no
observarse grumos, adicionalmente se calenté la solucion de medio a fuego lento
para lograr la solubilidad completa. Posterior a esto se esterilizd el medio en el
autoclave a una temperatura de 121°C por 15 minutos a una presién de 15 PSI.
Finalmente se dispenso el medio en cajas Petri de 60 x 15 mm en una camara de

flujo.
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llustracion 13. Preparacion de medios de cultivos para el desarrollo de los hongos
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Anexo 7. Preparacion de las muestras para observar hongos microscopicos
con Azul de lacto fenol

llustracion 14. Preparacion de la muestra y observacion en el microscopio

llustracion 15. Identificacién de Puccinia sorghi.
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llustracion 16. Identificacién del hongo Helminthosporium sp.

llustracion 17. Microscopia de la estructura de T. harzianum y T. viride

llustracion 18. Identificacion del hongo T. harzianum. Img.1. Aumento 100x. Img.2. Aumento
40x.
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llustracion 19. Identificacién del hongo T. viride observado a 100x Dpto.

Anexo 8. Pruebas antagonistas de las cepas de Trichoderma contra P. sorghi,
Chingate et al., (2020)

llustracion 20. Camaras humedas para las pruebas antagénicas de las cepas de
Trichodermas contra roya
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llustracion 22. Tratamiento con T. harzianum, presencia visual del antagonista, no inhibié el
desarrollo del paténego
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llustracion 23. Tratamiento con T. viride, presencia visual, inhibioé el desarrollo del patégeno

Anexo 9. Pruebas antagonistas de las cepas de Trichoderma contra
Helminthosporium sp. mediante cultivos duales Howell (2003)

llustracion 24. Cultivos duales de las cepas de Trichoderma contra Helminthosporium sp.
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llustracién 25. Cultivos individuales de las cepas de Trichoderma a los 4 dias. Img 1. T.
viride; Img 2. T. harzianum

llustracion 26. Cultivos individuales de las cepas de Trichoderma a los 7 dias. Img 1. T.
viride; Img 2. T. harzianum

llustracion 27. Cultivos individuales de Helminthosporium sp.
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llustracion 28. Cultivos duales de las cepas de Trichodermas frente a Helminthosporium sp.
Primera columna T. viride y la segunda columna T. harzianum.
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llustracion 30. Revision de cultivos con el tutor.
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llustracion 32. Siembra

91



llustracion 33. Parcelas establecidas bajo el disefio parcelas divididas bajo un disefio de
bloques completo al azar.

llustracion 34. Cultivo de maiz estado V1
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llustracion 35. Gran porcentaje de germinacion

llustracion 36. Cultivo de maiz en estado V7
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llustracion 38. Evaluacién de las variables incidencia y severidad
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llustracion 40. Sintomas de Tizén foliar
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llustracion 42. Mazorcas en buen estado fisiologico
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llustracion 43. Peso del rendimiento por tratamiento
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APENDICE

INDICE DE INCIDENCIA DE ROYA

Indice de Incidencia de Roya

Cepas —
Bloque 1 Bloque 2 Bloque 3 Bloque 4 ‘ z ‘ Y
Variedad V1 (Iniap H-551)
Tl (T. harzianum) 5 3 3 4 15 3,75 a
T2 (T. viride) 2 2 1 2 7 1,75 a
T3 (testigo) 7 8 10 8 33 8,25 b
hX 14 13 14 14 55 4,58
Variedad V2 (Trueno)
T4 (T. harzianum) 2 1 3 2 8 2 a
T5 (T. viride) 1 1 2 0 4 1 a
T6 (testigo) 5 4 6 6 21 5,25 a
X 8 6 11 8 33 2,75
Split-plot AOV Table for Incidence of Roya
Source DF SS MS F P
Bloques 3 3,000 1,0000
Variedad 1 20,167 20,1667 40,33 0,0079
Error Bloques*Variedad 3 1,500 0,5000
Cepas 2 123,083 61,5417 70,33 0,0000
Variedad*Cepas 2 5,083 2,5417 2,90 0,0936
Error Bloques*Variedad*Cepas 12 10,500 0,8750
Total 23 163,333
Grand Mean 3,6667
CV (Bloques*Variedad) 19,28
CV (Bloques*Variedad*Cepas) 25,51

Tukey: 2,23

INDICE DE INCIDENCIA DE TIZON FOLIAR

fndice de Incidencia de Tizén

Cepas —
Bloque 1 |Bloque 2 Bloque 3 Bloque 4 2 Y
Variedad V1 (Iniap H-551)

Tl (T. harzianum) 3 4 2 4 13 3,25 a
T2 (T. viride) 3 2 2 3 10 2,5 a
T3 (testigo) 8 7 9 8 32 8 b

¥ 14 13 13 15 55 4,58

Variedad V2 (Trueno)

T4 (T. harzianum) 2 1 2 2 7 1,75 a
TS5 (T. viride) 1 1 2 1 5 1,25 a
T6 (testigo) 5 4 6 4 19 4,75 a
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X 8 6 10 7 31 2,58
Split-plot AOV Table for Incidence of Tizén
Source DF SS MS F P
Bloques 3 1,500 0,5000
Variedad 1 24,000 24,0000 30,86 0,0115
Error Bloques*Variedad 3 2,333 00,7778
Cepas 2 95,083 47,5417 92,51 0,0000
Variedad*Cepas 2 4,750 2,3750 4,62 0,0325
Error Bloques*Variedad*Cepas 12 6,167 0,5139
Total 23 133,833
Grand Mean 3,5833
CV (Bloques*Variedad) 24,061
CV (Blogues*Variedad*Cepas) 20,01
Tukey:1,71
INDICE DE SEVERIDAD DE ROYA

Indice de severidad de Roya
Cepas
Bloque 1 Bloque 2 Bloque 3 Bloque 4 ’ ) ‘
Variedad V1 (Iniap H-551)

Tl (T. harzianum) 3 3 3 3 12
T2 (T. viride) 2 2 2 2 8
T3 (testigo) 4 4 4 4 16

b 9 9 9 9 36

Variedad V2 (Trueno)

T4 (T. harzianum) 3 3 3 3 12
T5 (T. viride) 2 2 1 0 5
T6 (testigo) 3 4 4 4 15

b 8 9 8 7 32
Split-plot AOV Table for Severidad de roya
Source DF SS MS F P
Bloques 3 0,3333 0,1111
Variedad 1 0,6667 0,6667 6,00 0,0917
Error Bloques*Variedad 3 0,3333 0,1111
Cepas 2 20,5833 10,2917 43,59 0,0000
Variedad*Cepas 2 0,5833 0,2917 1,24 0,3252
Error Bloques*Variedad*Cepas 12 2,8333 0,2361
Total 23 25,3333
Grand Mean 2,8333
CV (Bloques*Variedad) 11,76
CV (Blogues*Variedad*Cepas) 17,15

Tukey: 1,14




INDICE DE SEVERIDAD DE TIZON

Cepas

fndice de severidad de Tizén

Bloque 1 Bloque 2 Bloque 3 Bloque 4 ‘ 2 ‘
Variedad V1 (Iniap H-551)
Tl (T. harzianum) 4 4 4 4 16 4
T2 (T. viride) 4 4 3 4 15 4
T3 (testigo) 5 5 5 5 20 5
b 13 13 12 13 51
Variedad V2 (Trueno)
T4 (T. harzianum) 5 2 4 4 15 4
T5 (T. viride) 4 4 3 4 15 4
T6 (testigo) 5 5 5 4 19 5
bX 14 11 12 12 49
Split-plot AOV Table for Severidad de Tizén
Source DF SS MS F P
Bloques 3 1,0000 0,33333
Variedad 1 0,1667 0,16667 0,60 0,4950
Error Bloques*Variedad 3 0,8333 0,27778
Cepas 2 6,0833 3,04167 7,06 0,0094
Variedad*Cepas 2 0,0833 0,04167 0,10 0,9085
Error Bloques*Variedad*Cepas 12 5,1667 0,43056
Total 23 13,3333
Grand Mean 14,1667
CV (Bloques*Variedad) 12,65
CV (Blogques*Variedad*Cepas) 15,75
Tukey: 1,57
PESO DE 1000 GRANOS
Peso de 1000 granos
Cepas _
Bloque 1 Bloque 2 Bloque 3 Bloque 4 ‘ 2 ‘ Y
Variedad V1 (Iniap H-551)
Tl (T. harzianum) 272 274 280 278 1104 276 a
T2 (T. viride) 276 272 274 278 1100 275 a
T3 (testigo) 230 236 242 238 946 236,5 c
hX 778 782 796 794 3150 262,5
Variedad V2 (Trueno)
T4 (T. harzianum) 279 280 280 292 1131 282,7 a
TS5 (T. viride) 292 270 280 290 1132 283 a
T6 (testigo) 256 262 259 259 1036 259 b
X 827 812 819 841 3299 274,9
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Split-plot AOV Table for weight of 1000 grain

Source
Bloques
Variedad
Error Bloques*Variedad
Cepas
Variedad*Cepas

Error Blogques*Variedad*Cepas

Total

Grand Mean
CV (Bloques*Variedad)

CV (Blogues*Variedad*Cepas)

Tukey:

12,68

DF SS MS F P
3 151,79 50,60
1 925,04 925,04 34,07 0,0100
3 81,46 27,15
2 5271,58 2635,79 92,35 0,0000
2 306,58 153,29 5,37 0,0216
12 342,50 28,54

23 7078, 96

268,71
1,94
1,99

RENDIMIENTO POR TRATAMIENTO EN KG/parcela

Rendimiento por tratamiento en Kg/ha

Cepas —
Bloque 1 Bloque 2 Bloque 3 Bloque 4 ‘ 2 ‘ Y
Variedad V1 (Iniap H-551)

Tl (T. harzianum) 24,08 23,90 23,82 24,00 95,8 23,95 ¢
T2 (T. viride) 24,10 25,08 23,90 23,20 96,3 24,07 c
T3 (testigo) 23,32 23,10 23,00 22,80 92,2 23 d

p 71,5 72,08 70,72 70 197,3 262,5

Variedad V2 (Trueno)

T4 (T. harzianum) 28,90 29,32 29,10 29,12 116,4 29,11 a
T5 (T. viride) 29,14 29,20 29,00 28,43 115,7 28,94 a
T6 (testigo) 27,99 28,00 28,14 28,09 112,2 28 b

5 86,03 86,52 86,24 85,64 344,3 274,9
Split-plot AOV Table for Rendimiento
Source DF SS MS F P
Bloques 3 0,760 0,253
Variedad 1 150,651 150,651 2240,58 0,0000
Error Bloques*Variedad 3 0,202 0,067
Cepas 2 4,950 2,475 19,80 0,0002
Variedad*Cepas 2 0,083 0,042 0,33 0,7238
Error Bloques*Variedad*Cepas 12 1,500 0,125
Total 23 158,144
Grand Mean 26,197
CV (Bloques*Variedad) 0,99
CV (Blogues*Variedad*Cepas) 1,35

Tukey:

0,8
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