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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo general Determinar el
comportamiento de Trichoderma spp., como agente de control de Foc raza 1 en
vitroplantas de banano Gros Michel, el estudio fue realizado en la Estacién
Experimental Pichilingue, el primer objetivo determinar in vitro el antagonismo de
Trichoderma spp. frente a Foc raza 1, mediante cultivos duales teniendo como
resultados que las especies T. virens y T. harzianum fueron las especies de
Trichoderma que mas inhibieron el crecimiento micelial de Fusarium oxysporum f.
sp. cubense raza 1, para el segundo objetivo en las plantas de musaceas
mantenidas en umbraculo, en la variedad Gros michel inoculadas con Trichoderma
spp no tuvieron ningun efecto en las variables altura, diametro, peso total y clorofila.
A diferencia de Cavendish que si se vio favorecida en las variables antes
mencionadas. El tercer objetivo se obtuvo un efecto significativo en reducir la
incidencia de la enfermedad en las plantas que estaban inoculadas con
Trichoderma, se mantuvo valores bajos de severidad de 1,3 a 1,7 7, mientras que
las plantas que no fueron inoculadas con Trichoderma alcanzaron el maximo de la

escala (6) muerte total de la planta por Foc.

Palabras claves: Biofortificacion, compatibilidad, inéculo, incidencia, in vitro,
resistencia, vitroplantas.
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SUMMARY

The present investigation had as general objective to determine the behavior of
Trichoderma spp., As a control agent of Foc race 1 in Gros Michel banana
vitroplants, the study was carried of the Pichilingue Experimental Station, the first
objective to determine in vitro the antagonism of Trichoderma spp. against Foc race
1, by means of dual cultures, with the results that T. virens and T. harzianum species
were the Trichoderma species that most inhibited the mycelial growth of Fusarium
oxysporum f. sp. cubense race 1, for the second in musacea plants kept in shade,
in the Gros michel variety inoculated with Trichoderma spp, they had no effect on
the variables height, pseudostem diameter, total weight and chlorophyll. Unlike
Cavendish, who was favored in the aforementioned variables. The third objective a
significant effect was obtained in reducing the incidence of the disease in the plants
that were inoculated with Trichoderma, low severity values of 1.3 to 1.7 were
maintained, while the plants that were not inoculated with Trichoderma reached the

maximum of the scale (6) total death of the plant by Foc.

Keywords: Compatibility, biofortification, incidence, vitroplants - in vitro,

resistance, inoculum
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INTRODUCCION

Los cultivos de musaceas como el banano y el platano son un importante
pilar para la socio-economia y seguridad alimentaria del pais. Desafortunadamente
son afectados por problemas fitosanitarios, que llegan a ocasionar la muerte de las
plantas, siendo una amenaza latente para los productores, en lo econémico, lo cual
se acrecenté por la falta de conocimiento para su control, generando asi una

constante busqueda en formas de controlar estos problemas(Cedefio, 2018).

América Latina y el Caribe son las zonas de mayor produccion exportable
para el mundo, segun la FAO (2019), menciond que, en el afio 2019, Ecuador y
Filipinas obtuvieron un fuerte crecimiento en las exportaciones mundiales de
platano, alcanzando los 20,2 millones de toneladas, significando un nuevo récord,

con aumento del 5% en comparacion con el periodo 2018.

Durante los meses de enero y junio del 2020 el cultivo de banano registré un
aumento en produccion interanual del 2,9% debido a los suministros sin
precedentes del Ecuador y a la recuperacion de produccion de Costa Rica. El pais
exportd 4,3 millones de toneladas en los siete primeros meses del ano, lo que
representa un aumento del 8,5% en comparacion con el periodo 2019 (Altendorf,
2020)

Entre las enfermedades que afectan a los cultivos de musaceas, la Marchitez
vascular (anteriormente denominada Mal de Panama), cuyo agente causal es el
hongo Fusarium oxysporum f. cubense (Smith) Snyder & Hansen, por su naturaleza
sistémica de infeccion se la considera una gran amenaza a nivel mundial para la
industria bananera y platanera, catalogandose como el patdgeno mas destructivo
principalmente del banano y la de mayor importancia, al considerarse que el
organismo causal probablemente coevolucioné con el mismo. Inicialmente dos
razas de F. oxysporum f. cubense (Foc) fueron reconocidas, denominandoselas
como Foc R1T, que ataca a los clones Gros Michel y Manzano, Foc raza 2 ataca a
Bluggoe o topocho. Posteriormente aparecieron Foc raza 3 en especificidad hacia
heliconias y actualmente Foc raza 4 tropical que ataca a las musas, incluida al

subgrupo Cavendish (Brenes, 2017).



Entre los anos 1940 al 1950 la Marchitez vascular por Foc R1T, ocasiond la
desaparicion comercial del clon comercial Gros Michel en el Caribe y América
Latina. Ecuador registraba 160.000 hectareas de este cultivo que fueron sustituidas
por el subgrupo Cavendish, que es un grupo varietal resistente a la enfermedad y
actualmente representa el 40% de la produccion mundial, (Bubici, Kaushal,

Prigigallo, Gomez, y Cabanas, 2019).

Dicho esto, para el control de la Marchitez vascular, se han propuesto varias
alternativas, entre las cuales el control biolégico figura como una opcidn potencial.
Al tratarse de un patégeno fungoso, de accion sistémica, las especies de
Trichoderma, usadas como agentes de control biolégico (ACB) son una alternativa
viable, por su eficacia antagénica frente a fitopatdégenos foliares y del suelo, ademas
de su capacidad cosmopolita (estar presente en todas partes), endodfita y no
patogénica de plantas superiores. Trichoderma spp., actuan a través de la
competencia por sustrato, mediante la produccion de sustancias fungotodxicas,
induciendo la resistencia por medio de fitoalexinas y el micoparasitismo. Ademas,
son resistentes a muchos compuestos toxicos, incluidos los metabolitos producidos
por la microflora del suelo y las plantas, fungicidas, herbicidas y antibiéticos (Cando,
2010).

Caracterizacion del Tema

Planteamiento del problema

En los cultivos de Musaceas generalmente se hacen multiples aplicaciones
de pesticidas para control de plagas y enfermedades, ademas de las innumerables
adiciones de abonos inorganicos, que fomentan el desarrollo fisiolégico de las
plantas, para incrementar los rendimientos en la produccién (Bubici, y otros, 2019).
Una de las limitantes actuales de la produccion de musaceas (platano - banano) es
la aparicion de la nueva variante del hongo denominada como Foc raza 4 tropical
presente ya en plantaciones de paises vecinos como Colombia y recientemente en
Peru(El Peruano, 2021), la cual significa un problema no solo en los paises que

presentan la problematica, sino tambien para aquellos en los que aun no esta



presente. Para estos ultimos, una preocupacion mayor debido a la imposibilidad

de ejecutar investigaciones in situ con el organismo.

Ante esta problematica y conociendo que las razas de F. oxysporum f.
cubense, posee un patron de desarrollo similar dentro de sus huespedes
susceptibles y siendo de conocimiento general que en nuestro territorio esta
presente Foc R1T, las investigaciones se dirigiran a conocer y establacer los

lineamientos enfocados en éste patogeno y al huesped al que afectan.

Justificacion e Importancia de Estudio

Segun Garcia, Pachacama, Jarrin, Ledén, Ayala, Ortiz, Dix, Echegaray,
Farfan, Bartolini, Beltran, Cevallos (2020), en Colombia ingresé el patdgeno
cuarentenario Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza tropical 4 (Foc R4T).
Conociéndose que en Ecuador el cultivo de banano es un rubro indispensable para
la economia, surge la necesidad de realizar investigaciones para obtener el
sustento cientifico y alternativas tecnolédgicas que permitan contrarrestar los dafios,

en un posible escenario de su ingreso al pais.

En nuestro pais no es posible realizar los estudios in situ, ya que no tenemos
el patégeno. Sin embargo, es posible realizar el estudio de linea base con F.
oxysporum f. sp. cubense raza 1, ya que los sintomas, desarrollo y adaptabilidad
en su huésped susceptible es similar a Foc R4T. Es decir, si logramos obtener una
simbiosis de Trichoderma spp. en la variedad Gros Michel y una competencia con
F. oxysporum f. sp. cubense raza 1, dicha interaccion se podria usar como un

modelo para en su momento poder desarrollarlo.

En este sentido, la biotecnologia es una de las herramientas disponibles para
lograr estudiar dicha interaccion, entre el biocontrolador y las musaceas, con la
obtencion de vitroplantas, y realizar inoculaciones de cepas de Trichoderma spp.,
en fase de pre-aclimatacion, ayudando que estas se acoplen a los haces vasculares
de las plantas de banano, generando asi un grado de tolerancia a patégenos como

F. oxysporum.



Delimitacion del Problema

La investigacion se ejecutdé en los laboratorios de Fitopatologia y
Biotecnologia en la Estacion Experimental Tropical Pichilingue (EETP) del Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), ubicados en el Canton
Mocache en la provincia de Los Rios. Este proyecto tuvo una duracion de 10 meses,

periodo comprendido de agosto 2020 Junio del 2021 (Anexo 1).

Formulacion del Problema

¢La produccién de banano en el pais es amenazada por la posibilidad de un
ingreso del hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 4, por o que nos vemos
en la necesidad de crear medidas sanitarias que nos permitan prevenir el ataque

del patdgeno a las musaceas?

Objetivo General

Determinar el comportamiento de Trichoderma spp., como agente de control de

Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1 en vitroplantas de banano Gros Michel.

Objetivos Especificos

e Determinar in vitro el antagonismo de Trichoderma spp. frente a Fusarium
oxysporum f. sp. cubense raza 1, mediante cultivos duales.

e Evaluar in vivo el efecto enddfito de Trichoderma spp. en las plantas de
musaceas mantenidas en umbraculo.

e Determinar in vivo el antagonismo de Trichoderma spp. frente a Fusarium
oxysporum f. sp. cubense raza 1, en plantulas de musaceas mantenidas en

umbraculo.
Hipotesis
La aplicacion de Trichoderma spp. controla el ataque del hongo Fusarium

oxysporum f. sp. cubense raza 1, en el cultivo de banano (Musa AAA) cultivar Gros
Michel.



Aporte Teodrico

Concluido el presente trabajo de investigacidon, se determiné el efecto de la
aplicacién de Trichoderma spp., como agente de control biologico de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense raza 1, en vitroplantas de banano (Musa AAA) cultivar
Gros Michel, y a su vez su accion como mejorador del desarrollo fisiolégico de las

mismas.

Aplicacién Practica

Los resultados que se obtienen de este proyecto es parte del beneficio para
la comunidad estudiantil, agricultores relacionados directamente con la produccion
comercial de especies musaceas (bananero, platanero) a las cuales se les podra
ofrecer esta opcion fenoldgica para controlar el hongo Foc, 1o que permitira reducir
el uso de pesticidas y otros insumos agricolas. El aplicar Trichoderma spp., en
vitroplantas de temprano desarrollo, va generar un efecto biofortificante en las
plantas, actuando como proteccion ante el ataque de algun patégeno
especialmente Fusarium raza 1, y que a su vez nos permite reducir la aplicacioén de

productos quimicos.



CAPITULO 1

MARCO TEORICO

1.1. Estado del Arte

Un enfoque complementario para el manejo de la marchitez por Fusarium,
nos lleva a la busqueda de microorganismos que actuen como antagonista al
patogeno. Se han evaluado diferentes microorganismos en suelos colombianos,
siendo cepas no patogénicas de F. oxysporum y Trichoderma spp., mientras que
en los géneros bacterianos se destacan Bacillus spp. y Pseudomonas spp., como

agentes de control biologico (ACB) de Foc (Zapata, 2019).

Es importante la identificacion de microorganismos que provean diferentes
formas de control de Foc. A esto se le asocia la efectividad de las practicas
demostrativas que representa un desafio para productores e investigadores; la
tendencia de los estudios in vitro e in situ, que deben validar en campo con las
caracteristicas de los materiales comerciales, que permitan mostrar resultados

sobre el problema que se aborde (Lopez y Catafio, 2019).

El combate biolégico se define como la capacidad de los suelos de suprimir
al patdgeno, complementando nuevos trabajos de investigacion promisorios con el
uso de los géneros Trichoderma, Bacillus Cohn, Pseudomonas Migula, Verticillium

Nees, como ACB contra la marchitez causada por Fusarium (Flores, 2019).

Una opcion para atenuar las afectaciones de hongos fitopatdgenos, es la
utilizacion de alternativas ecoldgicas como medidas culturales, etoldgicas y el uso
de microorganismos antagonistas. Entre estos se encuentran las especies de
Trichoderma, actuando como antagonista reduciendo la infeccion de algunos

fitopatogenos (Perez, et al., 2018).

Las especies del género Trichoderma, son las mas estudiadas, por su
capacidad reproductiva, su accién ecoldgica y mecanismos de accién ya sean

directos e indirectos. Estos mecanismos hacen que la planta tenga una mejor
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adaptabilidad, e incluso una resistencia sistémica a patégenos (Gonzalez, et al.,
2019).

El género Trichoderma es un grupo de hongos antagonistas, que puede
actuar por competencia de nutrientes y espacio; lo que se fundamenta en el
micoparatismo para el control y la disminucion de fitopatogenos en el suelo. Por
otro lado, ciertas especies de Trichoderma producen metabolitos secundarios
antifungicos, enzimas hidroliticas y sustancias promotoras de crecimiento que
generan la resistencia en la planta hospedera a infecciones ocasionadas por
patogenos. En el microparasitismo y la antibiosis se emplean enzimas como la
quitinasa y glucanasa que disuelven la pared celular de los hongos que parasita
(Caiza, 2017).

Los compuestos volatiles (COVs) producidos por los microorganismos,
varian segun el medio de cultivo en el que crezcan, existiendo muchos
referenciados de hongos con caracteristicas de olores que se producen durante los
metabolitos primarios y secundarios, atribuyéndose que los compuestos pueden
ser los responsables del efecto controlador que presentan algunas especies de
Trichoderma. T. harzianum Rifaiy T. virens Mill., Giddens & Foster en un medio de
cultivo empobrecido mostraron mayor actividad antifungica contra F. oxysporum f.
sp. lycopersici Snyder & Hansen, mientras que en las cepas de T. asperellum
Samuels, Lieckf. & Nirenberg, no lograron detectar inhibicion (Perez, Hermosa y
Monte, 2017).

Tanto Trichoderma spp., como F. oxysporum producen antimicoticos ante
alguna respuesta de ataque. T. harzianum, T viride Pers y T. virens aumentaron la
cantidad de metabolitos antimicéticos frente a los compuestos volatiles producidos
por F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici Jarvis & Shoemaker, F. oxysporum f. sp.
lycopersici, ademas de mostrar actividad antifungica, mientras que T. asperellum
no emitio respuesta alguna en cuanto a los compuestos, pero si hubo inhibicion de

crecimiento (Ningxiao, et al., 2018).

Una confrontacion in vitro de cepas de T. harzianum y T. asperellum contra

F. solani y F. oxysporum, mostraron que las cepas de Trichoderma inhibieron el

7



100% del crecimiento de los patogenos, lo que evidencidé que Trichoderma es de
rapido crecimiento aun en presencia de patogenos muy agresivos (Sanchez,

Espinosa, Villordo, Rodriguez y Mora, 2017).

Cepas de Trichoderma en etapas tempranas del cultivo de cebolla pueden
colonizar sus raices. Sin embargo, se deben efectuar estudios locales para la
obtencidn de aislados desde suelos supresivos, ajustando el momento de
aplicacion del antagonista, para su implementacion en el manejo integrado de F.

oxysporum (Sanchez, Barrera, Reybet y Sosa, 2015).

Se ha evaluado en campo y laboratorio la accién de la especie T. harzianum,
como biofungicida para el control biolégico de Phytophthora capsici Leonian, en
plantas de pimiento (Capsicum annuum L.) y se ha enfrentado in vitro a T.
harzianum contra F. oxysporum f. sp. Lycopersiciy F. solani (Mart.) Sacc (asociado
a la marchitez del maracuya) observandose una inhibicién en el desarrollo de los

patégenos (Sanchez, 2016).

Por otro lado, T. asperellum antagonista del hongo Stromatinia cepivora
(Berk.) Whetzel, en el cultivo de cebolla; mediante bioensayos in vitro de inhibicion
de crecimiento radial, se determind la rapidez con la que T. asperellum tuvo
contacto con el patégeno y detuvo su crecimiento, en pruebas de campo los
porcentajes de supervivencia de las plantas fueron mayores en las parcelas donde

se aplicé Trichoderma (Rivera, Meneses, Zuiiga, & Brenes, 2016).

Bajo las condiciones de invernadero se empled el control de Trichoderma
spp. contra Foc 1 en vitroplantas de variedad Gros Michel y FHIA 17 (AAA), las
plantas protegidas con Trichoderma spp., aumentaron en tres semanas el periodo
de incubaciéon de la enfermedad, por lo que T. harzianum y Trichoderma sp., en
ambas variedades presentaron promedios altos en cuanto a la reduccién de la
decoloracion del cormo con un 16,67%, mientras que en los parametros de
crecimiento no hubo diferencia significativa para ninguna de las variedades (Blanco,
2018).



En las localidades (Quevedo — Santo domingo y Manabi) pertenecientes al
Ecuador se identificd Bacillus subtilis y Bacillus sp., en plantaciones de Banano, a
nivel in vitro, se usaron las cepas de B. subtilis como antagonista de F. oxysporum
f.sp. cubense raza 1, presentando actividad a partir de las 48 horas, el resultado
indico el 56.18% de inhibicion, valor que fue mayor al de las cepas de Bacillus sp.,
la cual presento actividad antagonica a las 144 horas con un resultado de 54.12%
de inhibicion contra Foc RT1 (Salas, 2015).

Los agentes Trichoderma spp. y B. subtilis mezclados con un té de compost,
produjeron un efecto inhibitorio tanto en pruebas in vitro como en invernadero
contra Foc raza 1, iniciando los sintomas de la enfermedad a partir de la quinta
semana y reduciendo el dano del banano Gros Michel a un 60% de incidencia de

forma preventiva y de forma curativa el 50,32% de incidencia (Flores, 2019).

Medir la intensidad del color verde en la hoja se ha vuelto una técnica muy
utilizada especialmente cuando el objetivo es evaluar nitrégeno. EI SPAD-502
evalua de forma cuantitativamente la intensidad del verde de la hoja, midiendo las
transmisiones de luz a 650 nm, donde ocurre absorcién de luz por la molécula de
clorofila y a 940 nm, donde no ocurre absorcidn, este aparato nos permite obtener
valores instantaneos sin necesidad de destruir la hoja, dando un indice SPAD de

clorofila (Cunha, Katz, Sousa, y Raul, 2015).

En la parroquia Charapotd del cantéon Sucre en Manabi, en un ensayo de
arroz aplicaron cepas nativas de Trichoderma spp., en varias dosis., donde
evaluaron numero de hojas, masa seca foliar y los pigmentos clorofilicos, los
resultados muestran que las dosis de Trichoderma spp., incrementaron la clorofila
entre el 17 y 23% dando a sus tratamientos valores mayores al testigo (Chavez, et
al., 2020).



1.2. Bases Cientificas y Tedricas de la Tematica

1.2.1. Origen de las Musaceas

El banano es procedente del Sudeste Asiatico, cultivado desde hace mas de
10.000 anos y cuyas primeras huellas se encontraron en Papua Nueva Guinea. Es
una herbacea gigante, perteneciente a la clase de las monocotiledéneas y a la
familia de las musaceas, era originalmente salvaje y se reproducia mediante
semillas. En la actualidad, todavia se encuentra en estado salvaje en Filipinas,
Papua Nueva Guinea e Indonesia. Los cruces naturales han producido una
importante diversidad genética y han permitido la aparicion de variedades sin

semillas con interesantes cualidades alimentarias (CNUCED, 2015).

1.2.2. El banano Gros Michel

El banano Gros Michel es un cultivar triploide de Musa acuminata L.,
perteneciente al grupo AAA (Ledn y Mejia, 2005). Es una variedad grande y robusta
cuyo pseudotallo tiene una longitud de 6-8 m de coloracién verde claro con tonos
rosas en algunas partes. Su peciolo posee en la base manchas de color marrén
oscuro y los limbos son verdes de 4 m de largo por 1 m de ancho. El raquis largo y
desnudo cuelga verticalmente y tiene una curva distintiva debajo del racimo. El fruto
es largo (18-23 cm) y recto en la mayor parte de su longitud. El apice de la fruta es
ligeramente conico La maduracion es regular y homogénea (Vézina, Bergh,
Crichton y Ruas, 2018).

1.2.3. Propagacion in vitro de musaceas

Una alternativa de la propagacion convencional es la técnica de cultivo de
tejidos esta se utiliza para cultivar células vegetales, tejidos y o6rganos en
condiciones asépticas para regenerar y propagar plantas. Los tipos de cultivos de
plantas in vitro estan basados en la totipotencia celular, es decir la capacidad de
las células para dividirse, producir todas las células diferenciadas caracteristicas de

los érganos y regenerarse en una planta completa (Veintimilla, 2018).
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Para el establecimiento de cultivos asépticos, se introducen los explantes
desinfectados en la superficie del medio de cultivo, luego del periodo de incubacién
se observa el crecimiento de pequenos brotes (Mfongiski y Roca, 1993), éstos se
subcultivan cada 2 a 8 semanas, pudiendo subcultivarse varias veces en un nuevo
medio (Jiménez y Agramonte, 2013). Posteriormente, se preparan las plantas
regeneradas para su trasplante y traslado a salas de ambiente controlado y luego
al invernadero (Mfongiski y Roca, 1993). El trasplante de plantas obtenidas in vitro
al suelo a menudo presenta tasas de supervivencia bajas, antes de transferir las
plantas enraizadas deben aclimatarse en una habitacion de ambiente controlado

(Macias y Sotomayor, 1994).

Para el proceso de aclimatacién en umbraculo es importante usar un sustrato
que garantice la sanidad y un buen drenaje, este proceso de adaptacién se da en
las dos primeras semanas después del trasplante, es primordial controlar la
intensidad de luz y la humedad relativa, simulando las condiciones de ambiente in
vitro, hasta que las plantas se adapten a nuevas condiciones, a partir de la tercera
semana se incrementa la luz y los riegos. Con estos procedimientos se logra la
adaptacion de las vitroplantas entre 15-45 dias con una sobrevivencia superior al
90% y podran ser llevadas a campo (Galan, Rangel, Lopez, Perez, Sandoval, y
Souza, 2018).

1.2.4. Generalidades de Trichoderma spp.

Trichoderma es un hongo ascomiceto con esporas de color verde. Esta
presente en la mayoria de los tipos de suelos tropicales, a menudo se pueden
encontrar en el material vegetal en descomposicion y en la rizosfera de las plantas.
Existen especies de Trichoderma de importancia econdmica debido a su capacidad
de actuar como Agente de Control Bioldégico (ACB) contra una variedad de
patdgenos de plantas. Las especies de Trichoderma generalmente se encuentran
colonizando ecosistemas de raices, estableciendo una relacién simbidtica con las
plantas, su capacidad metabdlica diversa y su naturaleza competitiva los ha
convertido en los colonizadores exitosos de sus habitats (Hernandez, Ferrera, y
Alarcon, 2019).
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Trichoderma presenta mecanismos de accion biorreguladora, entre estos se
pueden mencionar los que inducen componentes de accién por competencia,
micoparasitismo y antibiosis, ademas de la activacion en la planta de compuestos
relacionados con la resistencia (inductores de resistencia), siendo asi por lo que se
considera un microorganismo que ayuda a disminuir la presencia de fitopatégenos
en cultivos agricolas y contribuir con el mejoramiento de la planta (Garcia, et al.,
2017).

Estos hongos también pueden actuar como agentes promotores de
crecimiento en plantas. Especies de Trichoderma se utilizan para el control de un
amplio numero de patégenos del suelo por su versatilidad, adaptabilidad y facil
manipulacion. En la accion controladora de Trichoderma, se han descrito diferentes
mecanismos, entre los principales encontramos la competencia por espacio y

nutrientes, micoparasitismo y la antibiosis (Roman, 2018).

Trichoderma spp. pueden movilizar y absorber nutrientes en comparacion
con otros organismos, la falta de nutrientes facilmente accesibles en el suelo priva
a los patégenos y controla su crecimiento. Cepas de Trichoderma pueden producir
sideroforos, que se ligan al hierro de otros microorganismos como Pythium, que

necesita del hierro para sobrevivir (Chiriboga, Gomez y Garcés, 2015).

Otros aislados de Trichoderma, tienen la capacidad de crear un ambiente
favorable al desarrollo radicular lo que aumentaria la tolerancia de la planta al
estrés, ademas, son resistentes a muchos compuestos tdxicos, incluidos los
metabolitos producidos por la microflora del suelo y las plantas, fungicidas,

herbicidas y antibiéticos (Hernandez, Ferrera y Alarcén, 2019).

1.2.5. Morfologia de Trichoderma spp.

Rifai en 1969 y Bissett en 1991 han discutido sobre las caracteristicas
morfolégicas que usaron para caracterizar y diferenciar a las especies de
Trichoderma, ambos enfatizaron las dificultades inherentes a la definicion de

especies morfoldgicas de este hongo, debido al estrecho rango de variacion de la
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morfologia simplificada en Trichoderma, o porque los términos descriptivos para
detallar la variacion en el color o el patron no son lo suficientemente precisos para

definir diferencias entre las especies (Hernandez et al., 2019).

Las caracteristicas del desarrollo del micelio Trichoderma spp., y la
pigmentacién se pueden observar en medio de cultivo nutritivo Agar de papa y
dextrosa (PDA), cuando se forman los conidios, se observan parches dispersos de
color verde azulado o amarillo verdoso, en ocasiones se pueden observar anillos
concéntricos. El reverso de las colonias es palido a amarillento dependiendo de la
especie, algunas incluso, produce un olor caracteristico, dulce afrutado parecido al

olor a coco (Sarmiento, Hazel y Cardenas 2013).

Las especies de Trichoderma generalmente forman hifas vegetativas,
septadas, hialinas y de paredes lisas. Los conidiéforos son ramificados con ramas
laterales producidas de la rama principal, pueden o no estar emparejadas. Las
ramas pueden formarse en angulo agudo a recto (90°) con respecto a la rama
principal, las ramas emparejadas forman una estructura piramidal. El conidiéforo
termina en una o algunas fialide, en algunas especies las ramas principales estan

terminadas con alargamientos estériles o fértiles (Paramo y Hernandez, 2017).

Las fialides, simples o en grupos de 3 a 5 ym de diametro, también conocidos
como ceélulas conidiégenas, generalmente se ensanchan en el medio, como una
forma de botella, pueden ser cilindricos o casi subglobosa, se mantienen en
verticilos divergentes al final de los conidiéforos, o en espirales debajo de los septos
a lo largo de los conidiéforos y ramas. Los conidios son unicelulares y elipsoidales
(3-5 x 2-4 ym, L/W = >1.3) o globosos (L/W <1.3), son tipicamente de color verde,
o algunas veces incoloras, grisaceas o parduzcas. Su pared generalmente suele
ser lisa, pero se pueden encontrar conidias ornamentadas o rugosas en algunas
especies, pueden producir clamidosporas en sustratos naturales (Companioni,
Grisel, y Garcia, 2019).

Ciertas especies forman estructuras de resistencia denominadas
clamidosporas intervienen en la supervivencia del hongo, se encuentran como

células vegetativas agrandadas de paredes gruesas con citoplasma condensado.

13



Estas clamidosporas unicelulares, globosas a subglobosas, se forman
dentro de las hifas o en las puntas de las hifas. Por lo general, son incoloras o de

color amarillo palido a verdoso (Polacin, 2015).

1.2.6. Especies de Trichoderma spp. utilizadas como ACB.

Entre las especies de Trichoderma, la mas estudiada ha sido T. harzianum
que se caracteriza por la produccion de toxinas y antibidticos, su micelio es de color
blanco y después de la esporulacion se torna de color verde oscuro. Las colonias
de este hongo crecen y maduran a los 5 dias de incubacién, al observar
conidiéforos a esta edad su ramificacion es piramidal, en este mismo sistema
permite observar que las ramas o brazos que estan mas cerca del eje principal son
las mas largas, prefieren un pH acido de 4.5 — 5.0. Se desarrollan en areas con

excesiva humedad y cantidades de Dioxido de carbono (Acurio y Espaia, 2017)

Por otro lado, tenemos a T. virens siendo un hongo antagonista, de accion
preventivo en el control bioldgico para enfermedades fungicas, la actividad fungica
se le atribuye en parte a la produccion de gliotoxina, también estimula el crecimiento
y desarrollo vegetativo de las plantas, coloniza las raices y evita que otros hongos
fitopatdgenos afecten la parte radicular, se desarrolla a condiciones ambientales de

10a 30 °Cy pH de 4 a7, en diferentes tipos de suelo o sustrato (Ramirez, 2014).

La especie T. asperellum (aislado GDFS1009), tiene una tasa alta de
crecimiento y capacidad de esporulacion. Se menciona como inhibidor en contra de
los patogenos que causan la marchitez como Fusarium, esta cepa secreta
quitinasa, glucanasa y proteasa, enzimas que pueden hidrolizar la pared celular de

los hongos y contribuir al micoparasitismow (Wu, Sun, Ni, Yu, Yu, y Dou, 2017).

1.2.7. Interacciones Trichoderma-planta

Las especies de Trichoderma se encuentran colonizando ecosistemas de
raices de plantas, estableciendo una relacion simbi6tica con las plantas, pero la
colonizacion de los tejidos de la raiz, se limita a su corteza debido al depdsito de
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callos que restringe la penetracion de las hifas, son estas barreras callosas lo que

hacen inofensivo a este hongo (Pineda, Benavides, Duarte, Burgos y Soto, 2017).

Los inductores producidos por las especies de Trichoderma durante la
penetracion, estimulan la activacion del sistema de defensa de la planta, causando
un aumento en la produccion de enzimas vegetales como quitinasa, glucanasa y
enzimas asociadas con la biosintesis de fitoalexinas, estas encimas disuelven la

pared celular de los hongos que parasita (Vargas y Gilchrist, 2015).

1.2.8. La Marchitez o Fusariosis

Es una enfermedad provocada por el hongo radicular del suelo F. oxysporum
f. sp. cubense (Foc) el cual actua asfixiando a la planta, incapacitandola para que
esta pueda absorber los nutrientes del suelo. Este hongo puede persistir en el suelo
durante varios afios (Bubici, Kaushal, Prigigallo, Godmez, & Cabanas, Biological
control agents against fusarium wilt of Banana, 2019). Es un hongo asexual que
produce macro, y microconidios y clamidosporas que intervienen en la dispersion
del hongo. El micelio de Foc crece en el rango de temperaturas entre 9 y 38 °C, por
lo cual la enfermedad es mas intensa durante los meses calidos y humedos del afio

(Dita, Echegoyen y Pérez, 2017).

Este hongo puede ser diseminado en rizomas infectados, vastagos o algun
otro material que esté presente en el suelo, puede ser transportado por el hombre
o incluso en las patas de animales e insectos, el agua de escorrentia y de irrigacion
puede transportar esporas del hongo y este se diseminaria rapidamente a las

plantaciones (Padilla, Bonilla, y Vargas, 2017).

La infeccién inicial ocurre cuando el patégeno invade el tejido vascular
(xilema) de las plantas a través de heridas en las raices y provoca su
marchitamiento, las plantas presentan una clorosis, con coloracion amarillenta en
las hojas mas viejas, también se observan rajadura longitudinal en el pseudotallo,
a medida que la enfermedad avanza las hojas jévenes también se tornan amatrrillas

y se necrosan, en los frutos no se visualizan sintomas (Zapata, 2019).
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1.3. Fundamento legal

La Constitucion de la Republica del Ecuador (2008), la Soberania Alimentaria
es de gran importancia porque orienta a las personas a comer alimentos sanos, y
expone lo siguiente:

CAPITULO Il

Art. 281.- La soberania alimentaria constituye un objetivo estratégico y una
obligacion del Estado para garantizar que las personas, comunidades, pueblos y
nacionalidades alcancen la autosuficiencia de alimentos sanos y culturalmente
apropiado de forma permanente. Para ello, sera responsabilidad del Estado:

1. Impulsar la produccion, transformacion agroalimentaria y pesquera de las
pequeias y medianas unidades de produccion, comunitarias y de la
economia social y solidaria.

2. Adoptar politicas fiscales, tributarias y arancelarias que protejan al sector
agroalimentario y pesquero nacional, para evitar la dependencia de
importaciones de alimentos.

3. Fortalecer la diversificacion y la introduccion de tecnologias ecolégicas y
organicas en la produccién agropecuaria.

4. Promover politicas redistributivas que permitan el acceso del
campesinado a la tierra, al agua y otros recursos productivos.

5. Establecer mecanismos preferenciales de financiamiento para los
pequefios y medianos productores y productoras, facilitandoles la
adquisicién de medios de produccion.

6. Promover la preservacion y recuperacion de la agrobiodiversidad y de los
saberes ancestrales vinculados a ella; asi como el uso, la conservacién e
intercambio libre de semillas.

7. Precautelar que los animales destinados a la alimentaciéon humana estén
sanos y sean criados en un entorno saludable.

8. Asegurar el desarrollo de la investigacion cientifica y de la innovacion
tecnologica apropiadas para garantizar la soberania alimentaria.

9. Regular bajo normas de bioseguridad el uso y desarrollo de biotecnologia,
asi como su experimentacion, uso y comercializacion.

10. Fortalecer el desarrollo de organizaciones y redes de productores y de
consumidores, asi como las de comercializacion y distribucion de alimentos
que promueva la equidad entre espacios rurales y urbanos.

11. Generar sistemas justos y solidarios de distribucidén y comercializacion
de alimentos. Impedir practicas monopdlicas y cualquier tipo de especulacion
con productos alimenticios.

12. Dotar de alimentos a las poblaciones victimas de desastres naturales o
antropicos que pongan en riesgo el acceso a la alimentacion. Los alimentos
recibidos de ayuda internacional no deberan afectar la salud ni el futuro de
la produccién de alimentos producidos localmente.

13. Prevenir y proteger a la poblacién del consumo de alimentos
contaminados o que pongan en riesgo su salud o que la ciencia tenga
incertidumbre sobre sus efectos.

14. Adquirir alimentos y materia prima para programas sociales vy
alimenticios, prioritariamente a redes asociativas. (pag. 138-139).
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CAPITULO 2
ASPECTOS METODOLOGICOS

2.1. Métodos:

Bibliografico

Se realiz6 una exhaustiva revision del tema lo que sirvié para la identificacidon
de la informacion de Trichoderma y Foc con contenido de la importancia,
morfologia, caracteristicas e investigaciones realizadas en diversos lugares acerca

del tema en estudio.

Inductivo

Mediante este método al final de la investigacion se determiné si las especies

de Trichoderma tuvieron control alguno sobre Foc.
Deductivo

Es el proceso mediante el cual se realizd la verificaciéon de la Hipdtesis,
cumpliendo con las expectativas existiendo un control por parte de Trichoderma

spp., hacia Foc.
Analitico

Permitié que los resultados de la investigacién sean revisados de manera
minuciosa y correcta, dando asi a conocer mas sobre el objeto de estudio, poder
comprender el comportamiento y establecer o actualizar nuevas teorias en cuanto

al control biolégico de Trichoderma contra Foc.

2.1.1. Modalidad y tipo de investigacion

Se us6é un diseio experimental. Con una investigacion descriptiva,
comparativa, analitica, cuantitativa y cualitativa, lo que ayuddé a determinar el

enfoque de la investigacion.
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2.2. Variables

2.2.1. Variables Independientes:

o Aislados de Trichoderma spp.
o Aislado de Fusarium oxysporum f. sp. cubense.

2.2.2. Variable Dependiente:

o Porcentaje de antagonismo de Trichoderma contra Fusarium

Se evalué el crecimiento de Trichoderma spp., con un pie de rey cada 24
horas durante 3 dias para calcular el porcentaje de inhibicién con la formula de
Girlanda et al. (1995).

Los enfrentamientos se evaluaron a las 24 horas desde la siembra durante
tres dias, donde el testigo de Trichoderma llené el plato Petri. Al 3er dia se aplicé
la escala de Baker y Cook (Bell, Well, & Markham, 1982), donde se describen los

tipos de interaccion entre microorganismos (tabla 1).

Se registro el crecimiento lineal y se calcul6 el porcentaje de inhibicion a las

72 horas, con la férmula de Girlanda et al. (1995):

Porcentaje (%) de Inhibicion = 100x [(R-r) /R)]

Dénde: R es el radio alcanzado por el hongo en la placa control en direccion
al centro de la placa.

r es el radio alcanzado por el hongo en co-cultivo.
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Tabla 1. Escala de capacidad antagénica in vitro para Trichoderma spp., de Baker
y Cook.

Grados Caracteristicas de cada grado de la escala

Grado 1 Trichoderma spp. crece completamente sobre la colonia del
patdgeno y cubre la superficie del medio de cultivo.

Grado 2 Trichoderma spp. crece al menos sobre las dos terceras
partes de la superficie del medio de cultivo.

Grado 3 Trichoderma spp. y el patdégeno cubren aproximadamente la
mitad de la superficie del medio de cultivo.

Grado4  El patdégeno crece al menos en las dos terceras partes del
medio de cultivo limitando el crecimiento de Trichoderma spp.

Grado5 El patégeno crece sobre la colonia de Trichoderma spp.
ocupando toda la superficie del medio de cultivo.

Autor: (Bell et al., 1982).

Por medio de microscopia se observaron las interacciones de las hifas

antagonistas con las del patdégeno, ya sea por enrollamiento o por penetracion.
) Altura de planta

En centimetro (cm), se midi6 desde la base del pseudotallo (PS) hasta el
punto de insercidn de la hoja bandera. Se evalud tanto a plantas de bandeja y del
umbraculo. Anexo 2

o Diametro del pseudotallo

Se lo determin6 en milimetros a partir de los 12 dias en bandeja. Anexo 2

° Volumen radicular

El volumen de raices se evalu6 a plantas de 30 dias en bandeja, la medicién
se hizo en cm?® basandose en el principio de Arquimedes, introduciendo la raiz en
una probeta con agua (21 ml) y se registré el volumen desplazado por la misma
(Anexo 3) (Monge, 2007).
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o Pigmentacion clorofilica

Este proceso se realiz6 en bandeja y en el umbraculo. Se evalud la
pigmentacioén clorofilica con la ayuda de un medidor SPAD — 502, se seleccionaron
tres plantas por tratamiento y repeticiones, se escogié hojas del mismo tamano
(Anexo 2) (Chavez et al., 2020).

° Peso materia seca

Las muestras se secaron en estufa a 70 °C durante 24 h y se determin¢ el
peso (g) de la materia seca (MS) de la parte radicular, planta y peso total de toda

la planta. Anexo 4

Las variables de altura, diametro y clorofila se midieron a los 12 y 26 dias. El
volumen de raices y el peso de materia seca se evaluaron a los 30 dias, mientras

las plantas se encontraban en las bandejas.

° Incidencia de Foc

La incidencia se evaluo a los 7 dias que la primera planta presentd sintomas
externos caracteristicos de la enfermedad, esta se calculé por el numero de plantas
con sintomatologia y el total de plantas sanas. Las evaluaciones se realizaron 3

veces en la semana hasta el término del ensayo (Lara, 2009).

. Severidad de Foc

La severidad de la enfermedad se evalud segun el grado de dafo expresado,
tanto sintomas internos y externos (los externos se evaluaron a medida que las
plantas presentaban muerte). Esta variable se midi6 tres veces en la semana. Se

uso la escala presentada en la tabla 2 (Orjeda, 1998) Anexo 5.
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Tabla 2. Escala de evaluacién de sintomas provocados por F. oxysporum f. sp.
cubense.

Sintomas externos

Valor Amarillamiento Marchitez

1 Ausencia de sintomas Ausencia de sintomas

2 Amarillamiento en hojas Marchitez en hojas viejas
viejas

3 Amarillamiento en hojas Marchitez en hojas bajeras
bajeras

4 Amarillamiento en las hojas Marchitez en las hojas
jovenes jovenes

5 Severo amarillamiento Servera marchitez

6 Muerte de la planta Muerte de la planta

Autor: Orjeda (1998).
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2.2.3. Matriz de operacionalizacion de las variables’

INDEPENDIENTE

colonia de F.
oxysporum fue
aislado de una
plantacién con
presencia de la
enfermedad.

La severidad de

DEFINICION TIPO DE INSTRUMENTO
TIPO DE VARIABLE OPERACIONAL DIMENCIONES INDICADORES MEDICION DE MEDICION
e Colonias de |Las plantas Caracteristicas Porcentaje de Cuantitativas
Trichoderma | fueron morfolégicas  de | control de | Cualitativas
spp. reproducidas Trichoderma. Trichoderma
* Colonias de F. mediante” . Estado fenoldgico sobre F.
oxysporum f. | propagacion in de vitroplantas de | OXysporum f.sp.
sp. cubense. vitro, las cepas banano Gros | cubense.
o Plantas de de Trichoderma Michel y
musaceas fueron Cavendish.
(Musa AAA repicadas de la
cu_Itivar Gros coleccién del Escala§
Mlchel){ Departamento evaluativas.
Cavendish) .
de Proteccion
Vegetal
(Fitopatologia)
de la EET-
Pichilingue del
INIAP. La
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DEPENDIENTE

Evaluacion de la
incidencia y
severidad del
antagonismo  de
Trichoderma y F.
oxysporum  f.sp.
cubense.

la enfermedad
se evaluod segun
el grado de
dafo

expresado,
tanto sintomas
internos y

externos (Tabla
1). La incidencia
fue evaluada a
los 7 dias que la
primera planta

presento
sintomas
externos
caracteristicos
de la
enfermedad,
esta fue
calculada por el
numero de
plantas con
sintomatologia
de la

enfermedad y el
total de plantas
enfermas

La accion
antagonica de
Trichoderma

sobre F.
oxysporum f.sp.
cubense para
banano  Gros
Michel y
Cavendish bajo
condiciones

controladas,

Incidencia y
severidad de F.
oxysporum f.sp.
cubense.

Cuantitativas
Cualitativas

Escala de
Severidad de 6
niveles.
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2.3. Poblacion

Se utilizé un numero de individuos de 450 vitroplantas de Gros Michel y Cavendish
pre-aclimatadas y en fase |V las cuales fueron las unidades de evaluacion. De estas

se seleccionaron diez muestras por cada tratamiento.

2.4. Técnicas de Recoleccion de Datos

La investigacion se dividio en dos fases:

i) Bioensayos in vitro que se realizaron en el laboratorio,
ii) Evaluacion de las vitroplantas inoculadas en el umbraculo.

2.41. Actividad 1. Fase de laboratorio

2.4.1.1. Repique de la coleccion de Trichoderma spp.

Los aislados de Trichoderma spp. (T. harzianum, T. asperellumy T. virens)
procedieron de la coleccion del Laboratorio de Fitopatologia del Departamento de
Proteccion Vegetal de la EETP del INIAP. Los aislados se repicaron en tubos de
ensayos con medio de cultivo Potato Dextrosa Agar (PDA), después de cinco a seis
dias se observaron con microscopia de luz, siguiendo las guias de identificacion de

Trichoderma y se seleccionaron las colonias que se usaron en la investigacion.

2.4.1.2. Activacion de aislados de Trichoderma spp.

Las colonias de Trichoderma se repicaron en PDA con palillos de zanahoria
para activar los aislados T. harzianum (C3), T. virens (LP3) y T. asperellum (C2)
(Terrero, et al., 2018), luego se repicaron en tubos de ensayo con PDA y Platos
Petri para el uso en los bioensayos. La caracterizacién morfolégica se realizé con

microscopia (Anexo 6)

2.4.1.3. Compatibilidad entre T. harzianum, T. virens y T. asperellum

Se hicieron pruebas de crecimiento de los aislados T. harzianum, T. virens'y

T. asperellum, para determinar la inhibicion entre ellas. Se colocd un disco de
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micelio (5 mm de didmetro) con crecimiento de T. harzianum, en el extremo de una
placa Petri (9 cm de diametro) con medio PDA. En el otro extremo de la placa se
inoculd T virens, y asi mismo en otra placa T. asperellum, considerando las
combinaciones de cada aislado. El crecimiento de Trichoderma spp., se midio a las
24 horas de la siembra, el crecimiento sobre el aislado sin zona de inhibicién fue
considerado como compatibilidad entre ambos microorganismos (Silva, 2018)
(Anexo 7).

2.4.1.4 Compatibilidad entre T. harzianum, T. virens y T. asperellum y el

fungicida captan.

Se realizé un ensayo in vitro para determinar la susceptibilidad de las cepas
de Trichoderma ante el fungicida Captan, en platos Petri con PDA+ Captan, a dosis
de 2 g. L., En el centro de cada placa se colocé un disco de micelio (5 mm de
diametro) con crecimiento de las diferentes cepas de Trichoderma, se incubaron a
25°C y se evaluaron diariamente el crecimiento radial (mm) de los hongos. La
evaluacion concluyé cuando el testigo Trichoderma sin Captan cubrio6 toda la placa
Petri (Pande et al. 1982) (Anexo 8).

En el ensayo por conidias se aplicaron esporas de las diversas cepas de
Trichoderma en concentracion de 1 x 108 ufc/ml., a las 24 horas de la siembra se
contabilizé el numero de unidades formadoras de colonias (ufc) germinadas, se
consider6 una espora germinada con la presencia del crecimiento del tubo

germinativo (Aceves et al.,, 2008).

2.4.1.5. Propagacion in vitro de cultivares Gros Michel y Cavendish.

Las vitroplantas de banano de los cultivares Gros Michel y Cavendish fueron
proporcionados por el Departamento de Biotecnologia de la EETP del INIAP, las
cuales se propagaron mediante el sistema in vitro de meristemos, se usaron una
vez que estas llegaron a la fase de desarrollo de 4 hojas en condiciones de

laboratorio y una vez que culmind la fase de enraizamiento. Anexo 9.
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2.4.1.6. Protocolo para el desarrollo de F. oxysporum f. sp. cubense.

El aislamiento, identificacion morfologica, multiplicacion y preparacién de
suspension de F. oxysporum f. sp. cubense, se realizo siguiendo la metodologia
propuesta por Lara (2009). Se recolectaron muestras de tejido vegetal del
pseudotallo de una planta cv Gros Michel con sintomas caracteristicos de la
enfermedad. Las muestras se colocaron en bolsas plasticas y se trasladaron al
Laboratorio de Fitopatologia, donde se realizd el aislamiento y purificacion del

hongo F. oxysporum f.sp. cubense. Anexo 10.

Las muestras de tejido vegetal se lavaron con agua corriente para remover
impurezas adheridas. Se desinfectaron sumergiéndolos en una solucién de
hipoclorito de sodio (1,5%) durante tres minutos, seguidamente se hicieron tres
lavados con agua destilada esterilizada, se cortaron segmentos de
aproximadamente 5mm? que se pasaron a papel filtro para eliminar el exceso de
agua. Se colocaron cinco segmentos en cada plato Petri con PDA y acido lactico al
85% (para prevenir el crecimiento de bacterias). Los platos se incubaron a 24 °C
durante cinco dias. El micelio de Fusarium desarrollado en los segmentos de tejido
vegetal fue subcultivado durante 10 dias en platos Petri con PDA y se identificaron
por microscopia de luz y macroscopicamente para determinar la apariencia del
micelio y pigmentacion de las colonias. Los aislamientos de Foc recolectados se
almacenaron en tubos de ensayo y Platos Petri con PDA. Una vez observado los
caracteres morfologicos, se purificaron las colonias que fenotipicamente se
asemejaron a Fusarium spp. Y se realizo la extraccion de ADN en el Laboratorio de
Biotecnologia junto con la secuenciacién para la confirmacion molecular de la

especie. Anexo 11.

2.4.1.7. Cultivos duales Trichoderma spp. contra Fusarium

Para las pruebas de enfrentamiento de los hongos, se usé la técnica de
cultivo dual en platos Petri, conteniendo 15 ml de PDA. Se realizé una siembra
anticipada dado que el crecimiento del patégeno (Foc) es lento en comparacion a
Trichoderma, se coloco en un extremo de la placa Petri un disco (5 mm de diametro)

de PDA con micelio del patégeno Foc, a los 3 dias de la siembra en el extremo
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opuesto se sembrod el disco con micelio del antagonista Trichoderma spp., a 5 cm
aproximadamente entre ellos, repitiendo el proceso en cada cepa Anexo 5. En
placas separadas, se sembré un disco de PDA con los hongos de cada antagonista
y del patdgeno los mismos que sirvieron como parte del testigo. Los cultivos se
incubaron a 2511 °C, durante 5 dias, y se realizaron las mediciones del crecimiento
radial del micelio de las colonias cada 24 h a partir de la siembra, al 3er y 4to dia

se aplico la escala de capacidad antagdnica (Silva, 2018) Anexo 12.

2.4.1.8. Preparacion del inoculo de Trichoderma spp.

Los aislamientos de Trichoderma spp., se cultivaron en platos Petri con PDA,
se removieron las esporas agregando 5 ml de agua estéril sobre el plato Petri y
removiendo suavemente el micelio con una espatula. La solucién obtenida se filtré
con gasa para obtener la suspension de esporas. De cada suspensidn se contaron
las esporas utilizando la camara de Neubauer y se ajusté a una concentracion de
1x108 conidias ml"' (Ramos, 2006) Anexo 13.

2.4.1.9. Preparacion del inoculo de Fusarium oxysporum.

La suspension de esporas se realizd con cultivos de Foc de 10 dias
cultivados en PDA. A cada placa Petri se agregaron 5 ml de agua y con la ayuda
de una espatula plastica se removieron las esporas y el micelio, la solucién obtenida
se filtré por medio de una gasa para separar el micelio de las esporas y se llevo a
un volumen de 100 ml. Se realizo el conteo de las conidias en la camara de

Neubauer y la solucion se ajusté a una concentracion de 1 x 10° conidios ml-'.

2.4.2 Actividad 2. Fase de umbraculo

2.4.2.1 Inoculacién de vitroplantas de musaceas con los aislados de

Trichoderma spp.

Se inocularon las vitroplantas de banano (Gros Michel y Cavendish) iniciada
la fase de pre-aclimatacion en umbraculo, usando una jeringa estéril se colocd 1mi

de la suspension 1 x 108 de conidias de las diferentes cepas de Trichoderma spp.,
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cerca del area radicular de las vitroplantas que se encontraban en las bandejas
plasticas con un sustrato de suelo relacion 3-2 (tierra turba y pomino), una vez
culminada la inoculacion las bandejas fueron colocadas en fundas plasticas donde
permanecieron 4 dias, a partir de alli se las retiro para proceder a rociar agua
después de un par de horas se volvio a enfundar por 3 dias mas, para luego
proceder a mantenerlas en el umbraculo durante 4 semanas, rociando agua cada

dos dias o0 segun como se mantenga el sustrato Anexo 14.

2.4.2.2 Inoculacion de vitroplantas de musaceas con aislados de Fusarium

oxysporum f. cubense.

Para el bioensayo etapa final de pre-aclimatacion se utilizé 180 plantas de
banano Gros Michel y 60 de Cavendish, se colocaron en fundas plasticas de 6x8
con una cantidad de 3 partes de arena, 3 partes de cascarilla de arroz, 2 partes de
arena de rio, Y2 parte de tierra. A las dos semanas se procedio a la inoculacion, se
realizé colocando al suelo 5 ml de las suspensiones de Foc a una concentracion de
1 x 10° conidias ml-', por lo que antes de la inoculacion se ocasioné un daiio fisico
al sistema radicular, usando una pipeta Pasteur haciendo orificios alrededor de las
raices, para que el hongo ingrese. Se establecio un testigo absoluto de vitroplantas
sin inoculacién de Foc, solamente afiadiendo 5 ml de agua esterilizada. Los
tratamientos con Trichoderma spp., y Foc fueron distribuidos al azar en el

umbraculo, donde permanecieron durante seis semanas Anexo 15 (Lara, 2009).

2.4.2.3. Desplazamiento de raiz y secado de las plantas con tratamientos de

Trichoderma spp.

A los 30 dias se colectaron en bolsas de papel 6 muestras de plantas
inoculadas con Trichoderma spp, se llevaron al area de lavado del laboratorio se
colocaron en vasos de precipitacion donde permanecieron en remojo con agua
destilada por aproximadamente 1 hora, después se procedio a realizar dos lavados
y colocarlas en papel toalla para proceder al corte de raiz y medir basandose en el
principio de Arquimedes introduciendo la raiz en una probeta con agua (21 ml) y
proceder a la evaluacion. La mitad de estas plantas fueron secadas en una estufa
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a 70° por 24 horas y las restantes fueron usadas para la recuperacién de

Trichoderma. Anexo 3-4.

2.4.2.4. Recuperacion de aislados de Trichoderma spp.

Concluido el ensayo a los 30 dias se recolectaron muestras del sustrato de
las plantas, que se analizaron en el laboratorio de Fitopatologia, a través de la
técnica de diluciones seriada en placa Petri, para observar la presencia de las
colonias de Trichoderma (Burgos, 2017). Se utilizaron 3 plantas inoculadas con
Trichoderma, por tratamiento y se procedié a lavarlas con agua corriente y se
esterilizaron superficialmente con hipoclorito de sodio al 5% durante 1 minuto, se
realizaron tres enjuagues con agua destilada estéril y se colocaron en papel toalla.
Se cortaron segmentos numerados de la planta (raiz, tallo y hojas) que se
inocularon en placas Petri con PDA a una temperatura de 25+1 °C, durante 5 dias,

para observar la colonizacién de Trichoderma spp., Anexo 16 - 17.

2.4.2.5. Recuperacion de aislados de Fusarium spp.

Al concluir el experimento, se recolectaron las diez vitroplantas inoculadas
con Fusarium, que presentaron sintomatologia del patdégeno y 10 gramos de suelo.
Las muestran se llevaron en bolsas plasticas al laboratorio de fitopatologia, donde
fueron procesadas. Las muestras de tejido vegetal se lavaron con agua corriente
para remover impurezas y se desinfectaron sumergiéndolos en una solucién de
hipoclorito de sodio al 5% durante tres minutos, seguidamente se hicieron tres
lavados con agua destilada esterilizada, se cortaron segmentos de
aproximadamente 5mm? de las areas con sintomas visibles, cada fragmento se
colocé en el plato Petri con PDA, se realizaron tres repeticiones y se incubaron a

25°C durante siete dias.

Las muestras del sustrato, se secaron y se deposité 1 gr en 9 ml de agua
esterilizada, se homogenizé por un minuto y se procedié con las diluciones 1x10%.
Se colocd 1 ml de la dilucién en los 9 ml de PDA y se aiadio al plato Petri, repitiendo
el proceso para cada una de las diluciones, se incubaron entre 25 a 27°C en
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ambiente de laboratorio, durante 24 - 48 horas y se purificaron las colonias que

eran similares a Fusarium spp. (Dita, Echegoyén y Perez, 2013).

Con microscopia y usando la guia de identificacion de Barnett y Hunter
(1972) se procedio a identificar los caracteres morfolégicos con el tamafio y forma
de macroconidios 0 con presencia o ausencia de microconidios, formacién de

clamidosporas y estructura de los conidiéforos de las colonias obtenidas.

Las colonias fueron procesadas en el departamento de Biotecnologia para
realizar la secuenciacién de ADN, que permita realizar el analisis molecular de la

especie y confirmar el patégeno.

2.5. Estadistica Descriptiva e Inferencia

Los resultados se analizaron utilizando el programa de Excel staff y el
programa de Infostat®, a través del cual se efectuaron las pruebas estadisticas,
normalidad, analisis de varianza y para separar las medias de tratamientos, se

realizé la prueba de medias de Tukey con una significacion del 0,05%.

2.6. Diseno Experimental

El primer ensayo se realiz6 en laboratorio, este correspondio a la prueba de
compatibilidad de tres cepas de Trichoderma spp., que se detalla en la tabla 3
(factor de estudio), los tratamientos en la tabla 4, 5, 6, 7 y el ANDEVA en la tabla 8.

Tabla 3. Factor de estudio cepas de Trichoderma spp.
Organismos

Descripciéon

(especies)
A Trichoderma harzianum C3
B Trichoderma asperellum C2
C Trichoderma virens LP3

Fuente: Mayorga (2021)
Los tratamientos de la combinacion de Trichoderma spp. (tabla 3) se

repitieron cinco veces. La unidad experimental correspondio a un plato Petri con los

organismos confrontados como se detallé en la tabla 4, 5,6,y 7.
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Tabla 4. Tratamientos en estudio para confrontacion individual de Trichoderma spp.

N° Descripciéon
1 A
2 B
3 C

Fuente: Mayorga (2021)

Tabla 5. Tratamientos en estudio para confrontacidén de cepas pares de
Trichoderma spp.

N° Descripcion
4 AXB
5 BXA
6 AXC
7 CXA
8 BXC
9 CXB
13 A X A1
14 A1 XA
15 B X B1
16 B1 XB
17 C X C+
18 Ci1XC

Fuente: Mayorga (2021)

Tabla 6. Tratamientos en estudio para confrontacion de cepas iguales de
Trichoderma spp.

N° Descripcion
19 A X A1 X Az
20 A1 XA XA2
21 Az X A1 XA
22 B XB1 X B2
23 B1 X B X B2
24 B2XB1XB
25 CXCi1XC2
26 CiXCXC2
27 CoXC1 XC

Fuente: Mayorga (2021)
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Tabla 7. Tratamientos en estudio para confrontacién de cepas diferentes de
Trichoderma spp.

N° Descripcion
10 AXBXC
11 BXAXC
12 CXAXB

Fuente: Mayorga (2021)

Para el modelo estadistico se us6 un arreglo factorial dispuesto en un disefo
completamente al azar (DCA) con 27 tratamientos y cinco repeticiones, como se
indica en el ANDEVA (tabla 8).

Tabla 8. Esquema del disefio de varianza (ANDEVA) para la compatibilidad entre
cepas.

F. Variacion Desarrollo Gl

Tratamiento (27-1) 26
Error (27) (5-1) 108
Total 27*5-1 134

Fuente: Mayorga (2021)

Para el segundo ensayo compatibilidad entre el fungicida captan con
Trichoderma spp., los tratamientos resultaron de las cepas que se detallaron en los
factores de estudio (tabla 3), las mismas que fueron usadas con el fungicida
Captan, para la evaluacion de crecimiento micelial (mm). La unidad experimental
correspondio a un plato Petri con el disco de la cepa de cada organismo en estudio,
el mismo que se detall6 en la tabla 9.

Tabla 9. Tratamientos con diferentes cepas de Trichoderma + fungicida Captan a
una dosis de 2 g.L-1.

N° Descripcion

PDA+ Captan + disco de T. harzianum
PDA+ Captan + disco de T. asperellum
PDA+ Captan + disco de T. virens
PDA+ Testigo disco de T. harzianum
PDA+ Testigo disco de T. asperellum

6 PDA+ Testigo disco de T. virens

A ON -

Fuente: Mayorga (2021)

En el Disefo estadistico se empled un completamente al azar (DCA) con

seis tratamientos y 5 repeticiones, como se indica en el ANDEVA (tabla 10).
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Tabla 10. Esquema del disefio de varianza (ANDEVA) para la compatibilidad entre
Trichoderma y Captan.

F. Variacion Desarrollo Gl
Tratamiento (6-1) 5
Error (6) (5-1) 24
Total (6*5-1) 29

Fuente: Mayorga (2021)

El tercer estudio en el laboratorio fue un ensayo en cultivos duales de
Fusarium raza 1 frente Trichoderma spp. Se evaluo el crecimiento micelial (mm)
de Fusarium raza 1 con los factores de estudio que se detallaron en la tabla 3, los
tratamientos en la tabla 11 y el ANDEVA en la tabla 12.

Los tratamientos resultaron de los factores de estudio (tabla 3) y el
enfrentamiento de cada cepa de Trichoderma spp., contra Foc, cada tratamiento
fue repetido cinco veces. La unidad experimental correspondié a un plato Petri con
la cepa de Trichoderma frente a Foc y los testigos correspondientes, como se
detalla en la tabla 11.

Tabla 11.Tratamientos para confrontacion de Trichoderma frente a Foc.
N° Descripciéon

T. harzianum + Fusarium

Fusarium + T. harzianum

T. asperellum + Fusarium

-

Fusarium + T. asperellum
T. virens + Fusarium
Fusarium + T. virens

Testigo T. harzianum
Testigo T. asperellum

© 00 NOoO O~ WDN

Testigo T. virens
10 Testigo Fusarium
Fuente: Mayorga (2021)

El Disefio estadistico fue dispuesto en un completamente al azar (DCA) con

diez tratamientos y 5 repeticiones, como se indicé en el ANDEVA (Tabla 12).
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Tabla 12.Esquema del disefio de varianza ANDEVA para el ensayo en cultivo
dual.

F. Variacion Desarrollo Gl
Tratamiento (10-1) 9
Error (10) (5-1) 40
Total (10*5-1) 49

Fuente: Mayorga (2021)

El primer ensayo en umbraculo que correspondi6 a la biofortificacion de Gros
Michel y Cavendish con cepas de Trichoderma spp., se detalla en la tabla 13, los
tratamientos en la tabla 14 y el ANDEVA en la tabla 15.

Tabla 13. Factores de estudio de los tratamientos para la biofortificacién a nivel de
umbraculo.

Factores Descripciéon

Factor A Trichoderma harzianum

Trichoderma asperellum
Trichoderma virens

T. harzianum — asperellum — virens
Gros Michel

Cavendish

Factor B

Con desinfeccioén
Sin desinfeccion

Factor C

IG M MOOW >»

Fuente: Mayorga (2021)

Los tratamientos fueron la combinacion de factor Ax B x C + T, en donde el
factor A son las cepas de Trichoderma spp., el factor B los cultivares Gros Michel y
Cavendish, y el factor C tratamiento con y sin desinfeccidn. A estos tratamientos se
les sumo dos testigos sin inoculacion dando un total de 18 tratamientos, como se
detall6 en la tabla 14. La unidad experimental correspondié a una planta, se

utilizaron 10 plantas en cada tratamiento, cada ensayo fue repetido 3 veces.
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Tabla 14.Tratamientos para la biofortificacion de las vitroplantas en condiciones de

umbraculo.

N° Caédigo Descripcion

1 A+ E+ G Trichoderma harzianum + Gros Michel + desinfeccion

2 A+ F + G Trichoderma harzianum + Cavendish + desinfeccion

3 B+E +G Trichoderma asperellum + Gros Michel + desinfeccion

4 B+F+ G Trichoderma asperellum + Cavendish + desinfeccién

5 C+E +G Trichoderma virens + Gros Michel + desinfeccion

6 C+F+ G Trichoderma virens + Cavendish + desinfeccion

7 D+E+G T. ha_rzianu.rp — T. asperellum — T. virens + Gros Michel +
desinfeccién

8 D+F+G T. ha_rzianu.rp — T. asperellum — T. virens + Cavendish +
desinfeccién

9 E+G Testigo Gros Michel + desinfeccién

10 F+G Testigo Cavendish + desinfeccidn

11 A+ E+H Trichoderma harzianum + Gros Michel sin desinfeccion

12 A+F+H Trichoderma harzianum + Cavendish sin desinfeccién

13 B+ E+H Trichoderma asperellum + Gros Michel sin desinfeccion

14 B+ F+H Trichoderma asperellum + Cavendish sin desinfeccion

15 C+E+H Trichoderma virens + Gros Michel sin desinfeccion

16 C+F+H Trichoderma virens + Cavendish sin desinfeccion

17 E Testigo Gros Michel sin desinfeccion

18 F Testigo + Cavendish sin desinfeccién

Fuente: Mayorga (2021)

Para el Disefio estadistico se utilizé un arreglo factorial A x B x C + T,
dispuesto en un disefio completamente al azar (DCA) con 18 tratamientos y tres
repeticiones, como se indicé en el ANDEVA (Tabla 15), la separacion de media de
tratamientos se realizé6 mediante la prueba de Tukey al 0.05%.

Tabla 15. Esquema del disefio de varianza (ANDEVA) para biofortificacion.

F. Variacion Desarrollo Gl
Tratamiento (18-1) 17
Error (18) (3-1) 36
Total 18*3-1 53

Fuente: Mayorga (2021)

En el cuarto ensayo en laboratorio se realizé el desplazamiento de raiz de
las plantas biofortificadas de Gros Michel y Cavendish, los factores de estudio se
detallaron en la tabla 16, los tratamientos en la tabla 17 y el ANDEVA en la tabla
18.
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Tabla 16. Factores de estudio de las cepas de Trichoderma spp.

Factores Descripcion
A Trichoderma harzianum
B Trichoderma asperellum
C Trichoderma virens
D T. harzianum — T. asperellum — T. virens

Fuente: Mayorga (2021)

Los tratamientos resultaron de la combinacion de los factores de estudio
(Tabla 16) La unidad experimental correspondio6 a 3 plantas biofortificadas a las que
se le aplico el tratamiento correspondiente como se detalla en la tabla 17 de
tratamientos, cada ensayo fue repetido 3 veces.

Tabla 17. Tratamientos en estudio para el ensayo del volumen radicular en plantas
biofortificadas.

4
)

Descripcion

Gros Michel + T. harzianum

Gros Michel + T. asperellum

Gros Michel + T. virens

Gros Michel + T. harzianum — T. asperellum — T. virens

Cavendish + T. harzianum

Cavendish + T. asperellum

Cavendish + T. virens

Cavendish + T. harzianum — T. asperellum — T. virens

© 00 N O O M~ OWON -

Testigo Gros Michel

10 Testigo Cavendish
Fuente: Mayorga (2021)

El Disefio estadistico fue dispuesto en un completamente al azar (DCA) con
diez tratamientos y tres repeticiones, como se indicé en el ANDEVA (Tabla 18).

Tabla 18. Esquema del disefio de varianza ANDEVA para el ensayo volumen
radicular.

F. Variacion Desarrollo Gl
Tratamiento (10-1) 9
Error (10) (3-1) 20
Total (10*3-1) 29

Fuente: Mayorga (2021)
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En el quinto ensayo en laboratorio se realizé el peso seco de raiz, planta y
el total de las plantas biofortificadas de Gros Michel y Cavendish, los factores de
estudio se detallaron en la tabla 16, los tratamientos en la 17 y el ANDEVA en el
cuadro 19

Tabla 19. Esquema del disefio de varianza ANDEVA para el ensayo peso seco
(raiz, planta).

F. Variacion Desarrollo Gl
Tratamiento (10-1) 9
Error (10) (3-1) 20
Total (10*3-1) 29

Fuente: Mayorga (2021)

El segundo ensayo en umbraculo que correspondié a la medicion de
pigmentacion clorofilica (SPPAD) en las vitroplantas de Gros Michel y Cavendish
con cepas de Trichoderma spp., se detallé en la tabla 20, los tratamientos en la
tabla 21 y el ANDEVA en la tabla 22.

Tabla 20. Factores de estudio pigmentacion clorofilica de los tratamientos.

Factores Descripciéon
Factor A A Trichoderma harzianum

B Trichoderma asperellum

C Trichoderma virens

D T. harzianum - asperellum — virens
Factor B E Gros Michel

Cavendish

F
Factor C G Con desinfecciodn

H

Sin desinfeccion

Fuente: Mayorga (2021)

Los tratamientos fueron la combinacion de factor Ax B x C + T en donde el
factor A son las cepas de Trichoderma spp., el factor B los cultivares Gros Michel y
Cavendish, el factor C tratamiento con y sin desinfeccién, a estos tratamientos se
les sumo dos testigos sin inoculacion dando un total de 18 tratamientos, como se
detalld en la tabla 21. La unidad experimental correspondié a una planta, se

utilizaron cuatro plantas en cada tratamiento, cada ensayo fue repetido 3 veces.
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Tabla 21. Tratamientos para evaluar la pigmentacion clorofilica.
N° Caédigo Descripcion

1 A+E+ G Trichoderma harzianum + Gros Michel + desinfeccion

2 A+ C+G Trichoderma virens + Gros Michel + desinfeccion

3 B+ E+G Trichoderma asperellum + Gros Michel + desinfeccién

4 D+E+G T. ha_rzianu.rp — T. asperellum — T. virens + Gros Michel +
desinfeccién

5 A+ F + G Trichoderma harzianum + Cavendish + desinfeccion

6 C+F+G Trichoderma virens + Cavendish + desinfeccién

7 B+F+G Trichoderma asperellum + Cavendish + desinfeccion

8 D+F+G T. ha_rzianu.m — T. asperellum — T. virens + Cavendish +
desinfeccion

9 A+E+H Trichoderma harzianum + Gros Michel sin desinfeccion

10 C+E+H Trichoderma virens + Gros Michel sin desinfeccién

11 B+ E+H Trichoderma asperellum + Gros Michel sin desinfeccion

12 A+F+H Trichoderma harzianum + Cavendish sin desinfeccion

13 C+F+H Trichoderma virens + Cavendish sin desinfeccion

14 B+ F+H Trichoderma asperellum + Cavendish sin desinfeccion

15 E+G Testigo Gros Michel + desinfeccion

16 F+G Testigo Cavendish + desinfeccion

17 E+H Testigo Gros Michel sin desinfeccion

18 F+H Testigo + Cavendish sin desinfeccion

Fuente: Mayorga (2021)

Para el Disefio estadistico se utilizo un arreglo factorial A x B x C + T,
dispuesto en un disefio completamente al azar (DCA) con 18 tratamientos y tres
repeticiones, como se indicé en el ANDEVA (Tabla 22), la separacion de media de
tratamientos se realizé6 mediante la prueba de Tukey al 0.05%.

Tabla 22. Esquema del disefio de varianza (ANDEVA) para pigmentacion clorofilica.

F. Variacion Desarrollo Gl
Tratamiento (18-1) 17
Error (18) (3-1) 36
Total 18*3-1 53

Fuente: Mayorga (2021)
El segundo estudio en el umbraculo se realizé la inoculacion de Fusarium

raza 1, en las plantas biofortificadas de Gros Michel, los factores de estudio se
detallaron la tabla 23, los tratamientos tabla 24 y el ANDEVA tabla 25.
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Tabla 23. Factores de estudio de cepas de Trichoderma spp.

Factores Descripciéon
A Trichoderma harzianum
B Trichoderma asperellum
C Trichoderma virens
D T. harzianum — T. asperellum — T. virens

Fuente: Mayorga (2021)

Los tratamientos resultaron de la combinacion de los factores de estudio
(Tabla 23) La unidad experimental correspondié a 10 plantas biofortificadas a las
que se le aplico el tratamiento correspondiente como se detalla en la tabla 24 de
tratamientos, cada ensayo fue repetido 3 veces.

Tabla 24. Tratamientos en estudio inoculacion de vitroplantas con Foc.
N° Descripcion

Gros Michel + T. harzianum + Fusarium

Gros Michel + T. asperellum + Fusarium

Gros Michel + T. virens + Fusarium
Gros Michel + T. harzianum — T. asperellum — T. virens
+ Fusarium

Testigo Gros Michel + Fusarium

Testigo Gros Michel + agua

~N o g B~ WN -~

Testigo Cavendish + Fusarium

8 Testigo Cavendish + agua
Fuente: Mayorga (2021)

El experimento fue dispuesto en un disefio de bloques completamente al
azar (DBCA) con 3 repeticiones, como se indicé en el ANDEVA (Tabla 25).

Tabla 25. Esquema del disefio de varianza ANDEVA de la inoculacion de
vitroplantas con Foc.

F. Variacion Desarrollo Gl
Total (3*8-1) 23
Tratamiento (8-1) 7
Repeticion (3-1) 2
Error (8-1)(3-1) 14

Fuente: Mayorga (2021)
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RESULTADOS

Compatibilidad entre las cepas de T. harzianum, T. asperellumy T. virens

En el ensayo de compatibilidad de las cepas de Trichoderma spp. se presentaron

diferencias altamente significativas.

Para el dia uno, en la evaluacién de los tratamientos individuales, se presentaron
los siguientes valores de crecimiento micelial promedio en (mm): T3 (T. virens,
denominado C) con 26,82 mm, T1 (T. harzianum, denominado A) con 26,33 mm
y el T2 (T. asperellum, denominado B) con 24,55 mm. En el dia dos, el mayor
crecimiento lo obtuvo el tratamiento T1 con 47,68 seguido de T3 41,55y T2 29,22
mm. En el tercer dia, T3 tuvo mejor crecimiento micelial con 66,05 mm, luego T1

con 62,33 mm y T2 siendo el de menor crecimiento con 41,87 mm (Grafico 1).

Grafico 1. Crecimiento micelial (mm) de tratamientos individuales de la
compatibilidad entre cepas de Trichoderma harzianum, T. asperellum y T.

virens, por un periodo de tres dias.

M Crecimiento dia 1 (mm) M Crecimiento dia 2 (mm) M Crecimiento dia 3 (mm)

Crecimiento (mm)
N w H (9] (2] ~
o o o o o o

funy
o

o

T1 T2 T3

Tratamientos

Fuente: Mayorga (2021)
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En los enfrentamientos pares, se observd una media en el crecimiento micelial
(mm) de 28,11, 32.52 y 33,79 para los dias uno, dos y tres, respectivamente. T4
(AXB) fue el mejor tratamiento con 28,11 mm, seguido del T6 (AXC) con 26,11
mm, en el dia uno. Los tratamientos con crecimiento medio del dia uno fueron T14
(A1XA) con 23,57, T16 (B1XB) con 23,27, el T8 (BXC) con 23,11, el T17 (CXCA1)
con 22,94, T18 ((C1XC) con 22,49 y T9 (CXB) con 22,28. Los valores mas bajos
con media entre 21,75 y 19,31 mm fueron para los tratamientos T13 (AXA1), T5
(BXA), T15 (BXB1) y T7 (CXA). En el dia dos, T4, T9, T8 y T6 correspondieron a
los mejores tratamientos y T17, T5, T15 y T7 a los de menor crecimiento. En el
dia tres, T13, T14, T4, T7 alcanzaron valores entre 35,00 — 31,17 mm y los de
menor crecimiento continuaron estando T5, T17, T15y T7, entre 25,512 - 23,926

mm (Grafico 2).

Grafico 2. Crecimiento micelial (mm) de tratamientos pares enfrentados en
compatibilidad entre cepas de Trichoderma harzianum, T. asperellum y T.

virens, por un periodo de tres dias.

M Crecimiento dia 1 (mm) M Crecimiento dia 2 (mm) M Crecimiento dia 3 (mm)

T14 T13 T4 T6 T16 T5 T15 T8 T18 T7 T9 T17

Tratamientos

35

Crecimiento (mm)
= = N N w
o (€] o wv o

(6]

o

Fuente: Mayorga (2021)

En los enfrentamientos de tres cepas iguales en los dias uno, dos y tres resultaron
los mejores tratamientos el T21 (A2XA1XA) con 27,48, 28,31 y 30,02 mm, el T19
(AXA1XA2) con 26,55, 27,70 y 29,51 mm, el T20 (A1XAXA2) con 26,48, 27,06 y
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28,70 mm. Siguieron los tratamientos T25 (CXC1XC2), T27 (C2XC1XC) y T26
(C1XCXC2) y de ultimos los tratamientos T24 (B2XB1XB), T23 (B1XBXB2) y T22
(BXB1XB2) (Grafico 3).

Grafico 3. Crecimiento micelial (mm) de triples tratamientos enfrentados en
compatibilidad entre cepas iguales de Trichoderma harzianum, T.

asperellum y T. virens, por un periodo de tres dias.

M Crecimiento dia 1 (mm) B Crecimiento dia 2 (mm) M Crecimiento dia 3 (mm)

T20 T21 T19 T23 T24 T22 T26 T27 T25

Tratamientos

35

Crecimiento (mm)
= = N N w
o (6] o (6] o

(6]

o

Fuente: Mayorga (2021)

En los tratamientos confrontados entre tres cepas diferentes, el mejor tratamiento
para el dia uno fue el T10 (AXBXC) con 25,86 mm, para el dia dos 26,85 mm vy el
dia tres 28,39 mm, seguido del T12 (CXAXB) con 25,67 mm en el dia uno, 26,45
mm en el dia dos y 26,94 mm en el dia tres. Los valores mas bajos resultaron para
el tratamiento T11 (BXAXC) con 20,73, 22,53 y 24,12 mm, en los dias uno, dos y
tres, respectivamente, dado que todas las cepas son compatibles entre si (Grafico
4).
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Grafico 4. Crecimiento micelial (mm) de triples tratamientos enfrentados en
compatibilidad entre cepas diferentes de Trichoderma harzianum, T.

asperellum y T. virens, por un periodo de tres dias

M Crecimiento dia 1 (mm) M Crecimiento dia 2 (mm) M Crecimiento dia 3 (mm)

Crecimiento (mm)
= = N N w
o (6] o (6] o

€]

T10 T11 T12

Tratamientos

Fuente: Mayorga (2021)

Porcentaje de inhibicion de las cepas de Trichoderma ante el fungicida

Captan.

En este ensayo, de acuerdo al andlisis estadistico existen diferencias altamente
significativas en el dia uno y dos, mientras que el dia tres las diferencias fueron
significativas. Se obtuvieron los siguientes resultados: en T3 (7. virens Captan)
hubo un 16,28% de inhibicién en el crecimiento micelial del hongo, mientras que
en T2 (T. asperellum Captan) el hongo se inhibié el 12,65% y por ultimo el menos
inhibido fue T1 (T. harzianum Captan) con el 6,59%. En el dia dos, el mejor
tratamiento fue T2 con un 16,30%, seguido de T1 con el 3,42 % y por ultimo T3
con 3,16%. En el dia tres, a diferencia de los dias anteriores, la inhibicion fue
menor, siendo el tratamiento que mejor resultado presenté T2 con 2,01%, luego
T3 con el 1,16% y por ultimo T1 con 0,66% de inhibicion. Las especies mas
inhibidas por el fungicida fueron T. virens en el primer dia y T. asperellum en el

segundo y tercer dia. T. harzianum fue la especie menos afectada. (Grafico 5).
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Grafico 5. Porcentaje de inhibicion de las especies de Trichoderma (T.

harzianum, T. asperellum y T. virens ante el fungicida captan (2 g.L").

WDial mDia2 mDia3
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Procentaje de inhibicion (%)
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Tratamientos

Fuente: Mayorga (2021)

Porcentaje de inhibicion de Fusarium raza 1 frente a las cepas de

Trichoderma spp.

En el dia uno de evaluacién no existio diferencia estadistica, sin embargo, se
observd un efecto en el porcentaje de inhibicion de Foc frente a las cepas de
Trichoderma, T5 (T. virens Foc) presentd un 2,45%, seguido por un 1,82% para
T1 (T. harzianum Foc), y finalmente T3 (T. asperellum Foc) con el 1,65%. En el
dia dos, los resultados fueron altamente significativos, el porcentaje de inhibicion
de las cepas de Trichoderma frente a Foc, tuvieron como resultado al T1 (T.
harzianum) como la mejor cepa inhibitoria con 13.76%, seguido del el T5 (T.
virens) con 8,00 % y el T3 (T. asperellum) con 6,90%. Por otro lado, en el testigo

de Fusarium raza 1 (T10) creci6 sin inhibicion (Grafico 6).
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Grafico 6. Porcentaje de inhibiciéon de Foc frente a Trichoderma spp. a.
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Fuente: Mayorga (2021)

WDial mDia2

3

Porcentaje de inhibicion (%)
H [<)] -]

N

J e
T5 T10

3 Tratamientos

Promedio de Altura y diametro de las vitroplantas de Gros Michel y
Cavendish biofortificadas con las cepas de Trichoderma spp., con y sin
captan.

Se presentaron valores altamente significativos entre sus tratamientos de altura.
Con respecto a la altura, en la variedad Gros Michel tuvo la mayor altura, a los 12
y 26 dias, del experimento, cuando las plantas fueron biofortificadas con las 3
especies de Trichoderma, sin desinfeccion (T11, T13 y T15), con una altura final
de 69,49, 69,63 y 68,37 cm respectivamente, sin embargo, el testigo sin
Trichoderma, sin desinfeccion (T17), fue el mas destacado con una altura de 72,55
cm, a los 26 ddi. Por otro lado, las vitroplantas Gros Michel biofortificadas con
desinfeccidn presentaron valores menores (T1, T3, T5, T7), al igual que el testigo
(T9) (Grafico 7).

Por su parte, la variedad Cavendish, se port6 diferente, a los 12 dias presento la
mayor altura en sus tratamientos sin fungicida en el T14 con 61,57 cm, seguido
de T12 con 56,66 cmy T16 con 54,23 cm y con una altura similar a los tratamientos

el T18 (testigo) con 57,25 cm. Para el ensayo con fungicida los tratamientos que
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presentaron mayor altura fueron el T6 con 58,46, seguido de T8 con 57,39, T4 con
56,15y T2 con 54,53 cm, con respecto al testigo T10 (testigo) con 54,51 cm. A los
26 dias los tratamientos sin fungicida que mayor altura presentaron fueron el T14
con 67,62, seguido de T12 con 65,26 y el T16 con 63,79 cm. El testigo T18 con
un valor menor a los tratamientos con 62,03 cm. Los tratamientos con fungicida
presentaron una altura menor a los tratamientos sin fungicida T6 con 63,09, T2
con 60,44, T8 con 60,37 y el T4 tuvo un valor de 54,62 que es inferior al valor del
T10 (testigo) con 57,83 cm (Grafico 7).

En ambas variedades, la desinfeccion con el fungicida tuvo un efecto negativo en
la altura de las plantas. En la variedad Cavendish, la biofortificacion con las cepas
de Trichoderma fue favorable para promover la altura de las plantas sin

desinfeccidn, sin embargo, este no fue el caso con la variedad Gros Michel.

Grafico 7. Promedio de la altura (cm) de las vitroplantas de Gros Michel y

Cavendish con los tratamientos de Trichoderma spp., con y sin captan.
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Fuente: Mayorga (2021)

En la variable diametro del pseudotallo, los datos obtenidos fueron altamente
significativos. En las plantas de Gros Michel, el diametro del pseudotallo fue menor

en comparacién a la variedad Cavendish.
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En Gros Michel, a los 12 dias el mejor tratamiento sin fungicida fue el T13 con
4,53 mm, seguido del T11 con 4,49 mm y el T17 (Testigo) con 4,02 mm. El peor
tratamiento resulté T15 con 3,94mm. En los tratamientos con fungicida, los que
presentaron mejor diametro fueron T5 con 4,46 seguido del T1 con 4,36,y T3 y
T9 se comportaron igual con 4,11 mm. El de menor crecimiento fue T7 con 3,86
mm. A los 26 dias el mejor tratamiento sin fungicida fue el T13 con 4,73 mm,
seguido del T17 (testigo) con 4,56 mm. T15y T11 con 4,46 y 4,17 mm resultaron
los tratamientos con menor diametro en comparacion al testigo. Los tratamientos
con fungicida que presentaron mayor diametro fueron T5 con 5,09, seguido del T1
con 4,73 mm. T3 con 4,17, T7 con 4,1 y el T9 (testigo) con 4 mm obtuvieron los

menores diametros (Grafico 8).

En la variedad Cavendish, a los 12 dias, T18 (testigo, sin fungicida) con 4,76 mm
presento el mejor diametro, seguido del T16 con 4,56 mm. Los de menor diametro
resultaron T12 con 4,27 y T14 con 4,16 mm. T10 (testigo, con fungicida) con 4,67
mm obtuvo el mayor didametro, seguido de T2 con 4,65mm. Los de menor diametro
resultaron T6 con 4,24, T8 con 3,92 y T4 con 3,89 mm. A los 26 dias el mejor
tratamiento sin fungicida fue el T16 con 5,63 mm seguido del T12 con 5,38, el T18
(testigo) con 5,29 y T14 5,28 mm. En el tratamiento con fungicida, el T10 (testigo)
tuvo el mayor diametro con 5,50, seguido del T2 con 5,10, el T6 con 5,07 mm. Los
menores diametros fueron T8 y T4 con 4,48 y 4,21 mm (Grafico 8).

Grafico 8. Promedio del diametro (mm) de las vitroplantas de Gros Michel y

Cavendish, biofortificadas con Trichoderma spp., con y sin captan.
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Fuente: Mayorga (2021)
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Recuperacion de las cepas de Trichoderma spp. en las vitroplantas de

banano Gros Michel y Cavendish a los 30 ddi.

La recuperacion de las especies de Trichoderma se detalla en la tabla 3. Una vez
que se evidencio el crecimiento del micelio de los hongos en los medios de cultivo
PDA, se verificaron con el uso de microscopia 6ptica para las dos variedades. En
el caso de T. asperellum y T. virens, estas especies se desarrollaron en toda la
planta. Se pudo evidenciar que T. virens resulté antagonista a otros hongos
patdgenos en las placas Petri. Por otro lado, T. harzianum solo creci6 en los tallos
y raices. En los tratamientos con las tres especies (T.mix) se observo la presencia
de T. asperellum y T. virens en las hojas, se evidenciaron las tres cepas en los
tallos, y en raices solo se recuperaron T. harzianum 'y T. virens. En el testigo no

hubo presencia de las cepas (Anexo 17).

Tabla 26. Recuperacion de Trichoderma spp. en plantas de Gros Michel y

Cavendish
Cavendish T. T. T. virens T. mix Testigo
y Gros asperellum harzianum
Michel
Hoja Crecimiento No crece Crecimiento T. Sin
asperellum presencia
y T.virens de
Tallo Crecimiento Crecimiento Crecimiento T. Trichoderma
asperellum, spp.
T. virens y
T.
harzianum
Raiz Crecimiento Crecimiento Crecimiento T.
harzianum
y T. virens
Antagoniza
a otros
hongos

Fuente: Mayorga (2021)
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Volumen radicular de las vitroplantas Gros Michel y Cavendish con los
tratamientos de las cepas de Trichoderma spp., a los 30 dias.

Existen diferencias altamente significativas para los tratamientos con los cultivares
Gros Michel y Cavendish inoculados con las cepas de Trichoderma spp. El mejor
tratamiento tanto para Gros Michel como para Cavendish fueron los tratamientos
T1 y T5 (con T. harzianum) con 0,68 ml de volumen radicular, seguido de los
tratamientos de Gros Michel T3 (T. virens) y T2 (T. asperellum) que presentaron
el mismo valor de 0,50 ml. El cultivar Cavendish, T7 (T. virens) con 0,49y T6 (T.
asperellum) con 0,46 ml. El tratamiento T4 de Gross Michel y T8 de Cavendish
inoculadas con las tres especies de Trichoderma resultaron con el menor volumen
radicular de 0,42 y 0,27 ml, respectivamente. Los testigos de los dos cultivares sin
inocular (T10 y T9) tuvieron 0,33 y 0,22 ml, lo cual fue indicativo del beneficio de
Trichoderma para las vitroplantas con respecto a este parametro (Grafico 9)
(Anexo 18).

Grafico 9. Volumen radicular (ml) de las vitroplantas de Gros Michel y

Cavendish inoculadas con cepas de Trichoderma spp., a los 30 ddi.
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Fuente: Mayorga (2021)
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Peso seco de la raiz y de la planta (gr), y peso total (gr) de las vitroplantas
Gros Michel y Cavendish con los tratamientos de las cepas de Trichoderma

spp., a los 30 ddi.

Los datos resultantes de estos parametros fueron altamente significativos. Para
Gross Michel los valores fueron menores que con Cavendish: T2 (T. asperellum)
con 91.33 g (peso de la planta), 84,22 g (peso de la raiz) y 175,56 (peso total)
resulté el mejor tratamiento, seguido por las especies T. harzianum (T1) 78,11 g
(peso de la planta), 93,56 g (peso de la raiz) 171,67 g (peso total) y T. virens (T3)
58 g (peso de la planta) 55,22 g (peso de la raiz) 123,22 g (peso total). Con la
inoculacién con las tres especies (T4), se obtuvo 71,11 g (peso total) y hubo un
efecto inhibitorio en el crecimiento de las plantas, al compararlas con el testigo sin
inocular (T10) con 190,33 g (peso total), valor que fue superior a los tratamientos
T1, T2 y T3 (Grafico 10).

Para la variedad Cavendish, el mejor tratamiento fue T5 (T. harzianum) con 117,0
g (peso de la planta), 106,0 g (peso de la raiz) y 223,0 g (peso total), seguido por
las especies T. asperellum (T6) 113,33 g (peso de la planta) 88 g (peso de la raiz)
201,33 g (peso total) y T. virens (T3) 107,11 g (peso de la planta) 115,78 g (peso
de la raiz) 222,89 g (peso total). En la inoculacién con las tres especies (T8) con
196,33 g (peso total) hubo efecto positivo en el crecimiento de las plantas, al
compararlas con el testigo sin inocular (T9) con 86,55 g (peso total) (Grafico 9).
En general, hubo un efecto favorable para las vitroplantas de Cavendish, al

inocularlas con las tres especies de Trichoderma.
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Grafico 10. Peso seco de la raiz y de la planta, peso total (g) de las
vitroplantas de Gros Michel y Cavendish inoculadas con Trichoderma spp.
a los 30 ddi.
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Fuente: Mayorga (2021)

Pigmentacion clorofilica de las vitroplantas Gros Michel y Cavendish con los

tratamientos de las cepas de Trichoderma spp., a los 15y 28 dd..

En el Grafico 11 se observan los valores SPPAD de la pigmentacion de clorofila

en las vitroplantas a los 15 y 28 ddi en bandejas con datos no significativos.

En las plantas de Gros Michel en los tratamientos sin fungicida en el T9 (T.
harzianum) con 34,25 - 45,13 y T11 (T. asperellum) con 34,23 - 44,14 resultaron
los mejores tratamientos, en comparacion con el testigo T17 con 33,28 - 44,45, a
los 15 y 28 ddi. Mientras que los tratamientos mas bajos de clorofila fueron para
la variedad Gros con fungicida: T1 (T. harzianum) con 29,89 - 40,34, T2 (T. virens)
con 28,00 — 37,64, T3 (T. asperellum) con 27,62 - 38,16 y por ultimo la mezcla de
las tres especies de Trichoderma (T4) con 27,50 - 38,00.

Para Cavendish sin fungicida el mejor tratamiento fue el T13 (7. virens) con 34,15
- 46,29 y el testigo T18 con 32,03 - 43,68 a los 15 y 28 ddi, valores que fueron
superiores que los tratamientos T14 (T. asperellum)y T12 (T. harzianum). A los

28 dias, en los tratamientos con fungicida, el mejor fue (T. virens) con 47,95, (T.
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asperellum) con 45,56 y (T. harzianum) con 43,97 y por ultimo el T8 con 42,3, que
pertenecio al tratamiento con las tres especies de Trichoderma, siendo el testigo
el de menor valor con 38,88.

Grafico 11. Valores de la pigmentacion clorofilica en vitroplantas de Gros

Michel y Cavendish inoculadas con Trichoderma spp.

[ 15 Dias M 28 Dias

T8 T14 T7 T5 Ti2 76 T13 T4 T3 Ti1 T1 T9 T2 T10 Ti6 T18 Ti5 T17

Tratamientos

50
4
4
3
3
2
2
1
1

Clorofila SPPAD
Ul ©O U1 ©O U1 O Un

o

o un

Fuente: Mayorga (2021)

Incidencia de la enfermedad en las vitroplantas de Gros Michel inoculadas

con Trichoderma spp. y Foc., alas 2, 7, 9 semanas ddi.

Los resultados se detallan en el grafico 12, y se encontraron diferencias altamente
significativas entre los tratamientos. A la segunda semana el T5 (Testigo Gros
Michel Foc) presentd valores altos de incidencia de la enfermedad (50%),
diferenciandose de los tratamientos con Trichoderma'y Foc T1 (T. harzianum), T2
(T. asperellum), T3 (T. virens) y T4 (con las tres especies), los cuales presentaron
el 16,67% de incidencia. En la séptima semana, continu6é el desarrollo de la
enfermedad y el T5 sigue presentando el mayor porcentaje de incidencia, esta vez
con el 70%, mientras los T1, T2 y T4 con 23,33% de incidencia, siendo el T3 el
mejor tratamiento porque se mantuvo con un 16,67% de la incidencia hasta
finalizar el ensayo. En la ultima semana el T5 llegé al 100% de la incidencia en
plantas infectadas con Fusarium, T1 con 26,67%, mientras que el T2 y T4

mantuvieron en el 23,33% vy los testigos negativos de Gros y Cavendish, T6,y T8,
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mas el testigo positivo de Cavendish (T7) mantuvieron una incidencia del 3,33%

durante todo el ensayo.

Grafico 12. Porcentaje de incidencia de Foc frente a las plantas inoculadas

con Trichoderma spp., a las 2, 7 y 9 semanas ddi.
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Fuente: Mayorga (2021)

Escala Severidad de la enfermedad en las vitroplantas de Gros Michel

inoculadas con Trichoderma spp. y Foc, a las 2, 6, 8 y 9 semanas ddi.

Con base a la escala de severidad, en la segunda y sexta semana ddi, en el
tratamiento T5, testigo positivo de Gros Michel, las plantas inoculadas se observan
en la escala 2, con sintomas de amarillamientos en hojas viejas. Tanto los
tratamientos T1, T2, T3 y T4, como los testigos T6, T7 y T8, las plantas se
mostraron en escala 1, con ausencia de sintomas de la enfermedad. En la octava
semana, se evidencié diferencias altamente significativas, T5 se mostré en la
escala 4, que correspondié a amarillamientos en las hojas jovenes, mientras los
demas tratamientos se mantuvieron en la escala 1. En la ultima semana de
evaluacion, la severidad para el T5 fue de 6, muerte de las plantas, manteniéndose
la severidad de 1 en los demas tratamientos, incluyendo el cultivar Cavendish

testigo positivo (T7).
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Grafico 13. Escala Severidad de la enfermedad en las vitroplantas de Gros

Michel inoculadas con Trichoderma spp., y Foc.
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Fuente: Mayorga (2021)

Pigmentacion clorofilica de las vitroplantas de Gros Michel inoculadas con

Trichoderma spp. y Foc, a las 2, 6 y 8 semanas ddi.

El mayor valor SPPAD para la pigmentacion clorofilica se obtuvo para T5, testigo
del cultivar Gros Michel inoculado con el hongo Fusarium oxysporum f. sp.
cubense raza 1, desde la semana 2 hasta la semana 8, alcanzando un valor de
maximo de 4,27, seguido por los tratamientos del mismo cultivar inoculados al
mismo tiempo con especies de Trichoderma T4 (con las tres especies), T2 (T.
asperellum) y T1 (T. harzianum). Se alcanzaron menores valores para T3 (T.
virens), de 1,30, y 1,17 para los testigos de Cavendish (negativo y positivo, T8 y
T7)y el testigo negativo de Gros Michel (T6), que permanecieron con los mismos
valores durante las 8 semanas siendo la semana 2 y 8 la de valores altamente

significativos (Grafico 14).
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Grafico 14. Valores SPPAD para la pigmentacion clorofilica en las plantas de
Gros Michel inoculadas con Trichodermay Foc.
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Altura de las vitroplantas de Gros Michel inoculadas con Trichoderma spp.,
y Foc a los 120 ddi

Los tratamientos del cultivar Gros Michel que presentaron mayor altura de planta
fueron los inoculados con las especies de Trichoderma y Foc: T3 (T. virens)
alcanzé una altura de 37,10 cm, seguido del T2 (T. asperellum) con 36,47 cm, T1
(T. harzianum) con 35,53 cm y T4 (con las tres especies) con 33,20 cm. Los
tratamientos que presentaron menor altura fueron los testigos: T6 (Testigo
negativo del cultivar Gros) con 33,17 cm y los testigos inoculados y no inoculados
del cultivar Cavendish, T7 con 30,70 cmy T8 29,87, respectivamente. T5 (Testigo
inoculado de Gros Michel) reflejé el valor 0, debido a que todas las plantas

murieron por la enfermedad (Grafico 15).
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Grafico 15. Altura de la planta (cm) variedad Gros Michel inoculada con

Trichoderma spp., y Foc a los 120 ddi.

o
40

w
(%]

530
3 =
._% 25
o
Ko
220
i
215
<
10
5
= e
0 o
T4 T2 Tl T3 T8 T7 T6 T5

Tratamientos

Fuente: Mayorga (2021)

Dilucién seriada del sustrato usado en bandeja y en funda para el ensayo.

En este ensayo se evidencio la presencia de UFC/gr de hongos y bacterias, pero
en ningun sustrato usado para los tratamientos se evidencio la presencia de

alguna cepa de Trichoderma spp., como se observa en la tabla 4 (Anexo 19).

Tabla 27. Conteo de la UFC de organismos encontrados en sustrato a usarse

en los ensayos.

Detalle de muestra Unidades
Formadoras de
Colonia (UFC/gr)

Muestra 1 Hongos 1,80x10°
Bacterias 8,27x104
Muestra 2 Hongos 1,52x10°
Bacterias 8,83x10*

Fuente: Mayorga (2021)
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Dilucién seriada del sustrato de las plantas inoculadas.

Los resultados de la tabla 5 ilustraron la presencia de Unidades Formadoras de
Colonia (UFC) en el sustrato de cada bandeja y funda usada para cada
tratamiento. Se observo crecimiento de colonias de Trichoderma asperellum
8,98x10%, T. harzianum 3,79x10° T. virens 6,16x10° mientras que en el mix

1,14x10%, y en los testigos no se evidencié crecimiento fungico (Anexo 20).

Tabla 28. Valores de UFC de la dilucion seriada del sustrato usado en los

ensayos.
Detalle de muestras Unidades Formadoras de Colonia (UFC/gr)
T. asperellum 8,98x10°
T. harzianum 3,79x10°
T. virens 6,16x10°
Tmix1 1,14x10°
Testigo 0

Fuente: Mayorga (2021)
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DISCUSION

Compatibilidad entre T. harzianum, T. virens y T. asperellum

La tasa de crecimiento micelial es una caracteristica fisiolégica que permite
conocer la capacidad de biocontrol de las especies de Trichoderma, y es utilizada
para caracterizar las nuevas cepas de este hongo (Guigon, Guerrero y Vargas,
2010). Las especies de Trichoderma tienen tasas de crecimiento que son mas
aceleradas que la de los hongos fitopatdégenos, y de esta manera pueden competir
con estos ultimos por espacio y nutrientes, inhibiendo su crecimiento (Wu et al.,
2107). En este estudio se evidencia que los valores de crecimiento micelial de las
especies de Trichoderma fueron mayores cuando las especies crecen solas o en
combinacion de dos o tres indculos de la misma especie, en el periodo de
evaluacion de 3 dias. Especialmente para las especies T. harzianumy T. virens.
Por otro lado, se pudo observar que los crecimientos miceliales fueron menores
cuando crecieron dos o tres especies juntas en la misma caja Petri. Sin embargo,
hubo mayor compatibilidad cuando T. harzianum formé parte del ensayo, como
fue el caso en los tratamientos T4 (AXB) y T6 (AXC), donde esta especie crecid
con T. asperellumy T. virens, respectivamente. Este ensayo nos permitio conocer
la compatibilidad de las especies o relacion interespecifica entre las tres especies,
considerando que el efecto de control es mayor cuando se aplican consorcios de
microorganismos del mismo género. Ademas, se debe tomar en cuenta que, la
seleccion de aislados nativos para las pruebas in vitro reduce la variabilidad en el

control bioldgico in vivo (Moo Koh et al., 2018).

Porcentaje de inhibicion de las cepas de Trichoderma ante el fungicida

Captan

En este ensayo se presentd T. harzianum como la especie mas tolerante al
fungicida captan, seguida por T. virens, y T. asperellum terminé como la especie
mas susceptible. En general, las especies de Trichoderma son compatibles con la
aplicacién de agroquimicos, sin embargo, esto va a depender de la dosis. Se ha
comprobado que el crecimiento de T. asperellum cepa T8 fue inhibido al 6%, en

dosis de Captan 50® de 0,5 g-L', no observandose efectos inhibitorios a dosis
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menores, de 0,1 g.L-'. A esta dosis y co-aplicado in vitro con T. asperellum tuvo
una inhibicion sinérgica para el control de Colletotrichum gloeosporoides en frutos
de mango (Pelaez et al., 2016). La dosis aplicada en este ensayo, de 2 g.L", logré
inhibir a las tres especies, sin embargo, T. asperellum fue la mas susceptible.
Otros autores han demostrado la capacidad de T. harzianum para tolerar altas
dosis de captan (3g.L™"), con una inhibicion de 36,6 % (Shah, Nasreen y Kouser,

2013), resultados que son similares a los obtenidos en este trabajo.

Porcentaje de inhibicion de Fusarium raza 1 frente a Trichoderma spp.

Los resultados demuestran que la especie que mas inhibié a Fusarium oxysporum
f. sp. cubense (Foc) raza 1 fue T. harzianum (13,76 %), seguido por T. virens (8,00
%), y por ultimo estuvo T. asperellum (6,90 %), en comparacion con el testigo Foc
raza 1, el cual crecio sin inhibicién (0,00 %). Por lo tanto, el crecimiento radial del
fitopatdogeno se inhibié mas con las especies T. harzianumy T. virens, en pruebas
duales in vitro, en los dos dias de evaluacion. En pruebas in vitro similares, Flores
(2019), obtuvo la mejor inhibicién (56,2 %) con Trichoderma sp., en comparacion
con Bacillus subtilis (45 %) y té de compost (48 %), a los 10 ddi. De igual manera,
Caballero et al. (2013) encontraron que cepas endofitas de Trichoderma inhibieron
el crecimiento radial de Foc, entre un 36,85 al 53,46 %, de acuerdo a la cepa de
los dos hongos enfrentados, en un periodo de ocho dias. Ademas, las especies
T. asperellum y T. virens han sido evaluadas y han tenido el mejor control
antagonico contra otro fitopatégeno importante, causante de la Sigatoka Negra,
en su forma imperfecta Paracercospora fijiensis, con los cuales se obtuvo hasta
el 90 % de inhibicion del patogeno (Cobos, 2010).

Promedio de altura y diametro de las vitroplantas de Gros Michel y
Cavendish biofortificadas con las cepas de Trichoderma spp., con y sin

captan.

En la variedad Gros Michel, a los 26 ddi, la biofortificacidn de las vitroplantas, en
la fase de aclimatizacién, con las tres especies de Trichoderma, inoculadas solas
0 en conjunto, no tuvieron un efecto en la altura de las plantas, y el testigo sin

inocular con estas especies resultdé con el valor promedio mas elevado. La
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variedad Cavendish se comport6 diferente. La inoculacion con las tres especies
de Trichoderma tuvo un efecto positivo en la altura de las plantas, al comparar
estos tratamientos con el testigo. La desinfeccion con el fungicida, disminuyé la
altura de las plantas en los dos cultivares. Con respecto al diametro del
pseudotallo, en el cultivar Gros Michel, la desinfeccion afecté al testigo mas que a
las plantas biofortificadas, y para la variedad Cavendish, la desinfeccién no tuvo
efecto sobre esta variable en el testigo, sin embargo, en las plantas biofortificadas,
los valores fueron menores. Estos resultados concuerdan con los de Flores
(2019), en cuanto a que en pruebas a nivel de invernadero con el cultivar Gros
Michel, no encontrd diferencias significativas para variables altura, diametro del
pseudotallo y area foliar, cuando Trichoderma sp. se utilizé de manera preventiva,
sin embargo, en el tratamiento de Trichoderma sp. suplementado con té de
compost, se presentaron los mayores valores en altura de planta, diametro y area
foliar. De igual manera, Mora et al. (2021) encontraron que a la sexta semana de
adaptacion de vitroplantas del cultivar William, los mejores tratamientos que
resultaron, en comparacion con el testigo, con diferencias estadisticamente
significativas, en las variables agrondémicas mencionadas, fueron los que
combinaban Biol (4 %), Trichoderma ghananse mas micorriza (50 o 100 g) y
fertilizante convencional. Estos autores atribuyen el aumento en el crecimiento a
que los microorganismos tienen la capacidad de producir diferentes compuestos
quimicos, como el acido indolacético (AlA) y acido indolbutirico (AIB), ademas de
la solubilizacion del fésforo presente en el sustrato. Robinson y Galan (2009)
sefalaron que las plantas aclimatadas de banano deben presentar una altura y
didmetro de pseudotallo promedio de 7 cm y 6 mm, respectivamente, para pasar
a la fase de vivero, promedios que estan en correspondencia con los valores

obtenidos con Gros Michel y Cavendish en este ensayo.

Recuperacion de Trichoderma spp. en plantas de Gros Michel y Cavendish.

La recuperacion de las especies de Trichoderma en las raices, tallos y hojas en
las plantas de Gros Michel y Cavendish es importante porque posiblemente
explique el efecto de biocontrol de este hongo, al exhibir competencia para ocupar
estos espacios de las plantas y vivir de manera enddfita, evitando o inhibiendo el

crecimiento de otros patégenos oportunistas o fitopatdgenos. Mientras que no se
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evidenciéo su presencia en el testigo negativo. Se han usado aislamientos
endofiticos de Trichoderma spp. en la variedad Gros Michel, los cuales han
demostrado un efecto biocontrolador del Foc, en condiciones de invernadero
(Caballero et al., 2013).

Volumen radicular, peso seco de la raiz, y de la planta, peso total de las
vitroplantas de Gros Michel y Cavendish con los tratamientos de

Trichoderma spp., a los 30 ddi.

Con respecto al volumen radicular, ambos cultivares se beneficiaron de los
tratamientos con las tres especies de Trichoderma, especialmente de T.
harzianum, con la cual se obtuvieron los mejores valores, a los 30 ddi. La
respuesta a la inoculacion con las tres especies de forma conjunta, fue menor, al
igual que los tratamientos testigos sin inocular. Segun Rui-Xia et al. (2015), la
inoculacion de T. harzianum en plantas de tomate tiene un efecto directo en el
desarrollo de las raices y en la absorcion de los nutrientes. Sin embargo, en el
cultivar Gros Michel, no se observd una mejora en la biomasa de la planta (peso
seco de la raiz y de la planta, y peso total). Por el contrario, Caballero et al. (2013)
obtuvieron un aumento significativo del peso de raiz, peso de follaje y peso de la
planta al inocular plantas de banano Gros Michel con aislamientos endofiticos de
Trichoderma spp. En el caso del cultivar Cavendish, se observaron mayores
valores en todas estas variables, en los tratamientos con las especies de
Trichoderma. Mora et al. (2021) encontraron, de igual manera, que en el cultivar
William hubo una mayor cantidad de biomasa humeda y seca, en los tratamientos
con T. ghanense y HMA, y afirman que las cepas de microorganismos usados
aportaron a la asimilacion de nutrientes y estimularon el desarrollo de las plantas

de banano.

Pigmentacion clorofilica de las vitroplantas Gros Michel y Cavendish con los

tratamientos de Trichoderma spp., a los 15 y 28 ddi.

En general, en el cultivar Gros Michel, los valores mas altos se consiguieron en
los tratamientos sin desinfeccion con la presencia o no de las especies de

Trichoderma. Por el contrario, en el cultivar Cavendish, la desinfeccidn no afectd
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negativamente al testigo, o cuando los tratamientos incluyeron las especies de

Trichoderma. Sin embargo, los datos obtenidos no fueron significativos.

Incidencia y severidad de la enfermedad en las vitroplantas de Gros Michel

inoculadas con Foc y Trichoderma spp. y, hasta las 9 semanas ddi.

Las inoculaciones con las especies de Trichoderma tuvieron un efecto significativo
sobre la incidencia de la enfermedad causada por Fusarium oxysporum f. sp.
cubense raza 1. Con T. virens no sobrepasé el 16,67 %, con T. asperellumy T
(mix), alcanzo6 el 23,33 % y con T. harzianum el 26,67 %, en comparacion con el
testigo positivo que llegd al 100 % vy el testigo negativo 3,33 %, a las 9 semanas
ddi.

Igualmente, los tratamientos con Trichoderma spp. mantuvieron niveles bajos de
severidad, de 1,3 a 1,7 (plantas con ausencia de sintomas o con amarillamientos
en las hojas mas viejas), mientras que el testigo positivo de Gros Michel alcanz6
6 o0 muerte de las plantas y el testigo negativo 1,17, en la semana 9 ddi.

Numerosos trabajos cientificos corroboran estos resultados para las cultivares
Gross Michel y FHAIA17, en cuanto a que, las vitroplantas protegidas con cepas
de Trichoderma presentan bajos porcentajes de incidencia, se aumenta el periodo
de incubacion, y se reduce la severidad de los sintomas externos e internos, sin
embargo, dependié de las cepas de los hongos (Caballero et al., 2013). Estos
autores explican, que el efecto de retardar los sintomas de la enfermedad,
posiblemente se deba a la colonizacién y establecimiento temprano de
Trichoderma spp., en el sustrato, y los tejidos de las plantas, tal como se evidencio
en el ensayo de recuperacion de las especies de Trichoderma en las raices, tallos

y hojas de las variedades Gros Michel y Cavendish.

El uso de microorganismos como Trichoderma spp., Bacillus subtilis, y Bacillus
amyloliquefaciens, inoculando las plantas o tratando los suelos, es una alternativa
sostenible en las plantaciones de Gros Michel, susceptibles a esta enfermedad
(Blanco, 2018; Flores, 2019; Zapata, 2019).
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Pigmentacion clorofilica de las vitroplantas de Gros Michel inoculadas con

Trichoderma spp. y Foc, a las 2, 6, 8 semanas ddi.

El mayor valor SPPAD para la pigmentacion clorofilica se obtuvo para T5, testigo
del cultivar Gros Michel inoculado con el hongo Fusarium oxysporum f. sp.
cubense raza 1, desde la semana 2 hasta la semana 8, alcanzando un valor de
maximo de 4,27, seguido por los tratamientos del mismo cultivar inoculados al
mismo tiempo con especies de Trichoderma T4 (con las tres especies), T2 (T.
asperellum) y T1 (T. harzianum). Estos resultados se contradicen con lo
encontrado por Chavez, et al. (2020), quienes obtuvieron un incremento de los
pigmentos clorofilicos en plantulas de arroz inoculadas con cepas nativas de
Trichoderma, debido a que este microorganismo influye positivamente en la
absorcion de nitrégeno, generando un incremento significativo en el crecimiento

de este cultivo.

Altura de la planta (cm) de la variedad Gros Michel inoculada con

Trichoderma spp. y Foc, a los 120 ddi.

En los tratamientos con las especies de Trichoderma hubo mayor respuesta, en
cuanto a la altura de la planta, después de la inoculacion con Foc, debido a que
se inhibio tanto el porcentaje de incidencia como la severidad de los sintomas de
la enfermedad. En esta variedad susceptible, las plantas mueren ante el ataque
de Foc. Resultados similares han sido obtenidos por varios autores (Blanco, 2018;
Caballero et al., 2013; Flores, 2019; Zapata, 2019).
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CONCLUSIONES

Las especies T. virens y T. harzianum fueron las especies de Trichoderma que
mas inhibieron el crecimiento micelial de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza
1 en las pruebas duales. Estas especies tuvieron mayor crecimiento micelial y
fueron mas tolerantes al fungicida Captan, en las pruebas in vitro, en comparacion

con T. asperellum.

En la variedad Gros Michel, las inoculaciones con las especies de Trichoderma
no tuvieron un efecto en la altura, diametro del pseudotallo, peso seco de la raiz
y de la planta, peso total de las plantas y valores de SPPAD. Mientras en la
variedad Cavendish, se favorecio la altura de las plantas, peso seco de la raiz y
de la planta, peso total de las plantas. Ambas variedades se beneficiaron con la
biofortificacién, con respecto a volumen radicular. Hubo recuperacion de las
especies de Trichoderma en las raices, tallos y hojas en las plantas de Gros Michel
y Cavendish, lo cual se considera importante para explicar el efecto de biocontrol
de este hongo, al exhibir competencia para ocupar estos espacios de las plantas

y vivir de manera enddfita, evitando o inhibiendo el crecimiento de fitopatégenos.

Las inoculaciones con las especies de Trichoderma tuvieron un efecto significativo
en reducir la incidencia de la enfermedad causada por Fusarium oxysporum f. sp.
cubense raza 1. Igualmente, se mantuvieron niveles bajos de severidad, de 1,3 a
1,7 (plantas con ausencia de sintomas o con amarillamientos en las hojas mas
viejas), mientras que el testigo positivo de Gros Michel alcanz6 6 o muerte de las

plantas, en la semana 9 ddi.
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RECOMENDACIONES

La realizacion de otras pruebas que determinen el modo de acciéon de estas

especies de Trichoderma, por ejemplo, antibiosis.

Ensayos in vivo con la utilizacién de cepas enddfitas seleccionadas, aisladas de
los tejidos de banano, que puedan tener un efecto mas favorable en los
parametros agronomicos de las vitroplantas, cuando son utilizadas de manera

preventiva, y que se puedan aislar de todas las partes de las plantas.

Ensayos de campo con las plantas biofortificadas, en varias regiones del Ecuador

para validar los resultados obtenidos.
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ANEXO

Anexo 1. Georreferenciacion del area a realizar el proyecto.

Autor: (Google Earth, 2019).

Anexo 2. Variables de medicion

Fuente: Mayorga (2021)

A. Altura de la planta.
B. Diametro del pseudotallo.

C. Medicién de Clorofila
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Anexo 3. Volumen radicular.

Fuente: Mayorga (2021)

A. lavado y enjuague de las raices
B. Separacion de la raiz de la planta.
C. Medicién del volumen radicular.

Anexo 4. Peso seco de las plantas con cada uno de los tratamlentos

Fuente: Mayorga (2021)
A.T. asperellum.

B. T. harzianum.
C. T. virens.
D. Mix.

E. Testigo
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Anexo 5. Escala de Severidad para Foc.

Fuente: Mayorga (2021)

1.Ausencia de la enfermedad.
2.Amarillamiento en hojas viejas.
3.Amarillamiento en hojas bajeras.
4.Amarillamiento en hojas jovenes.
5.Severo marchitamiento.

6.Muerte de la planta.

Anexo 6.Activacion de las cepas de Trichoderma spp.

Fuente: Mayorga (2021)
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Anexo 7.Compatibilidad entre cepas de Trichoderma spp.

Fuente: Mayorga (2021)
Anexo 13. Preparacioén del Inoculo de Trichoderma spp.

Fuente: Mayorga (2021)
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Anexo 8. Compatibilidad de Trichoderma spp., con fungicida captan.

Fuente: Mayorga (2021)

A. Captan + disco de Trichoderma spp.

B. PDA + disco de Trichoderma spp.
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Anexo 9. Vitroplantas en pre- aclimatacion.

Fuente: Mayorga (2021)

Anexo 10. . Planta con sintomatologia de Foc.

Fuente: Mayorga (2021)
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Anexo 11.Proceso de siembra para identificar Foc.

Fuente: Mayorga (2021)

Anexo 12. Confrontacién de cepas de Trichoderma spp., contra Foc.

Fuente: Mayorga (2021)
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Anexo 13. Preparacion del Inoculo de Trichoderma spp.

Fuente: Mayorga (2021)

A. Se agrega el agua en la caja Petri con micelio.

B. se remueve con una aza hasta que todo el micelio este disuelto.

C. Se vasea en un Erlenmeyer esterilizado.

Anexo 14. Inoculacién de vitroplantas con Trichoderma spp.

- -

Fuente: Mayarga (2021)
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Anexo 15. Inoculacién de Foc a plantas inoculadas con Trichoderma spp.

uente: Mayorga

Anexo 16. Siembra para la identificacién de Trichoderma spp.

Fuente: Mayorga (2021)
A. Lavado de las plantas

B. Secado de las plantas
C. Corte y seleccién.

D. Siembra de los trozos de la planta
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Anexo 17. Recuperacion de Trichoderma spp.

Fuente: Mayorga (2021)
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Anexo 18. Volumen radicular de las vitroplantas inoculadas con cepas de
Trichoderma spp.

Fuente: Mayorga (2021)

Anexo 19. Diluciéon 30x10-5 del suelo usado para los ensayos.

Fuente: Maorga (2021)
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Anexo 20. Dilucion 30x10-5 del suelo de las plantas inoculadas con Trichoderma

Fuente: Mayorga (2021)
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APENDICES

Tabla 29. Analisis de varianza del crecimiento micelial (mm) in vitro de la
compatibilidad entre cepas de Trichoderma spp., durante tres dias.

F.V G.L C.M
Crecimiento Crecimiento Crecimiento
(mm) dia 1 (mm)dia2 (mm)dia3

Total 134

Tratamiento 26 50,34 189,97 585,46
Error 104 6,75 8,03 7,47
Promedio C. V 11,33 10,69 8,99

Fuente: Mayorga (2021)

Tabla 30. Analisis de varianza del porcentaje de inhibicion del fungicida Captan +
Trichoderma spp., durante tres dias a nivel de laboratorio.

F.V G.L C.M
%Inhibicion %lnhibicion %lnhibicion
dia 1 dia 2 dia 3
Total 29
Tratamiento 5 258,17 200,12 3,38
Error 20 21,7 19,95 1,46
Promedio C. V 78,69 117,11 189,71

Fuente: Mayorga (2021)

Tabla 31. Analisis de varianza del crecimiento micelial (mm) de las cepas de
Trichoderma spp., + el fungicida Captan durante tres dias a nivel de laboratorio.

F.V G.L C.M
Crecimiento Crecimiento Crecimiento
(mm) dia 1 (mm)dia2 (mm)dia3

Total 29

Tratamiento 5 164,48 736,64 5,88
Error 20 3,29 15,28 1,65
Promedio C. V 6,11 5,67 1,65

Fuente: Mayorga (2021)
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Tabla 32. Andlisis de varianza del porcentaje de inhibicion de las cepas de
Trichoderma spp., hacia Foc durante dos dias a nivel in vitro.

F.V G.L C.M
%Inhibicion  %lInhibicidon
dia 1 dia 2
Total 19
Tratamiento 3 5,44 159,41
Error 12 2,58 3,37
Promedio C. V 108,75 25,64

Fuente: Mayorga (2021)

Tabla 33. Analisis de varianza del crecimiento micelial (mm) de las cepas de
Trichoderma spp., y FOC confrontadas durante dos dias a nivel in vitro.

F.V G.L C.M
Crecimiento Crecimiento
(mm) dia 1 (mm) dia 2

Total 49

Tratamiento 9 68,62 211,77
Error 36 0,66 0,49
Promedio C. V 5,58 2,48

Fuente: Mayorga (2021)

Tabla 34. Analisis de varianza de la altura y diametro del pseudotallo de vitroplantas
de banano Gros Michel y Cavendish con los tratamientos de Trichoderma spp., a
los 12 y 26 dias después de la siembra en bandeja a nivel de umbraculo.

F.V G. C.M
L
Altura Diametro Altura Diametro
(cm) 12 (mm) 12 (cm) 26 (mm) 26 dias
dias dias dias
Total 539
Tratamiento 17 702,13 2,6 1163,81 8,41
Error 520 194,21 1,02 470,94 2,36
Promedio C. 24,79 23,65 34,9 32,19

Vv
Fuente: Mayorga (2021)
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Tabla 35. Analisis de varianza para el volumen de raiz (ml) de las vitroplantas de
Gros michel y Cavendish con los tratamientos de Trichoderma spp., a los 30 dias
después de la siembra en bandeja.

F.V G.L C.M
Volumen radicular (ml)

Total 89

Tratamiento 9 0,21
Error 78 0,02
Promedio C. V 32,39

Fuente: Mayorga (2021)

Tabla 36. Analisis de varianza del peso seco en gramos de las vitroplantas (raiz,
planta y peso total) de Gros michel y Cavendish con los tratamientos de
Trichoderma spp., a los 30 dias después de la siembra en bandeja.

F.V G.L C.M
P. seco P. seco raiz P. seco
planta (g) (g) 30 dias total planta
30 dias (g) 30 dias
Total 89
Tratamiento 9 7168,65 7032,58 26514,29
Error 78 959,45 1472,82 4328,97
Promedio C.V 36,88 46,68 39,59

Fuente: Mayorga (2021)

Tabla 37. Analisis de varianza de la produccion de clorofila de las vitroplantas de
Gros michel y Cavendish con los tratamientos de las cepas de Trichoderma spp., a
los 15 y 28 dias después de la siembra en bandeja.

F.V G.L C.M
Clorofila Clorofila
(SPAD) 15 dias (SPAD) 28 dias
Total 215
Tratamiento 17 75,17 111,84
Error 196 58,63 68,38
Promedio C. V 24,05 19,44

Fuente: Mayorga (2021)
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Tabla 38. Analisis de varianza del porcentaje de incidencia de los tratamientos de
Trichoderma spp., con Foc en plantas Gros michel considerando tres evaluaciones
2da, 7ma y 9na semana después de la inoculacion con Foc.

F.V G.L C.M
% % %
Incidencia Incidencia Incidencia

sem 2 sem7 sem 9
Total 23
Tratamiento 7 702,38 1445,24 3047,62
Error 14 130,95 186,31 163,69
Promedio C. V 72,27 65,52 51,18

Fuente: Mayorga (2021)

Tabla 39. Analisis de varianza de la severidad de los tratamientos de Trichoderma
spp., con Foc en las plantas de Gros michel.

F.V G.L C.M
Escala Escala Escala Escala
severidad severidad severidad severidad
sem 2 sem 6 sem 8 sem9
Total 239
Tratamiento 7 2,7 5,94 32,66 76,71
Error 230 1,11 1,8 1,45 1.3
Promedio C.V 77,05 88,13 68,73 58.43

Fuente: Mayorga (2021)

Tabla 40. Andlisis de varianza de la produccion de clorofila de las vitroplantas de
Gros michel con los tratamientos de Trichoderma spp., y Foc en la 2da y 8va
semana después de la inoculacién con Foc.

F.V G.L C.M
Clorofila (SPAD) Clorofila (SPAD)
29asem 8vasem
Total 71
Tratamiento 7 132,91 2198,41
Error 62 23,63 24 .14
Promedio C. V 9,89 8,84

Fuente: Mayorga (2021)
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Tabla 41. Analisis de varianza de la altura de la planta (cm) al finalizar el ensayo a

nivel de umbraculo

F.V G.L C.M
Altura de planta
(cm)
Total 239
Tratamiento 7 4464,23
Error 230 91,85
Promedio C. V 32,48

Fuente: Mayorga (2021)
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