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EVALUACION DE LA CURVA DE CRECIMIENTO, CUATRO
SUSTRATOS, DOS METODOS DE ESPORULACION, TRES
PORTADORES INERTES PARA Trichodermaspp.., Y SU
COMPORTAMIENTO FRENTE A OCHO FUNGICIDAS Y
CUATRO HONGOS FITOPATOGENOS EN LABORATORIQ.

L. INTRODUCCION

La practica intensiva de la agricultura moderna, ha creado la necesidad de realizar
controles de pestes y enfermedades mediante el uso excesivo de agroquimicos muy
peligrosos, lo que ha traido como consecuencia la eliminacion de organismos Utiles,
contaminacion de alimentos y suelo, pérdida de la productividad, polucion ambiental y
crecientes casos de envenenamiento. Ademas, es evidente, en muchos casos la agresiva

dependencia en estos productos, a pesar de que sus costos son cada vez mayores.

En la actualidad agricultores y consumidores aspiran reducir el uso de pesticidas
peligrosos, y reemplazarlos por métodos alternativos eficaces de control de
enfermedades, afines con el medio ambiente y capaces de contrarrestar la resistencia

desarrollada por algunos fitopatdgenos importantes a los pesticidas quimicos.

Uno de los métodos con gran futuro es el control biologico, el mismo que se ha
constituido en el componente fundamental de todo control integrado y ha recibido una
gran acogida durante los tltimos afios, habiéndose obtenido grandes éxitos y resultados
practicos en muchos paises. Métodos biologicos orientados al control de pestes, pueden
proveer formas sustanciales de proteccion de cultivos sin pesticidas quimicos. Entre los
organismos que manifiestan esta cualidad, se encueniran los hongos antagonicos de
otros organismos problema para la agricultura, ellos son extremadamente comunes en el

medio ambiente y son importantes reguladores biologicos.

Algunos hongos han sido reconocidos, como 7richoderma spp., que tiene singular
importancia, como antagénico de patOgenos del suelo y de la filosfera, por su elevado

grado de adaptabilidad ecolégica que lo hace comin en suelos de todo el mundo. Bajo




diferentes condiciones medio ambientales y sustratos, este hongo es un atractivo
candidato para una variedad de aplicaciones de control biologico, que eventualmente,
puede reducir el uso, o reemplazar a muchos pesticidas toxicos. Es entonces,
perfectamente factible aplicarlo en modelos de manejo ecoldgico de importantes

enfermedades que afectan a muchos cultivos.

En la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, hasta el momento se han realizado
14 trabajos de investigacion sobre aislamiento e identificacion de especies de
Trichoderma a partir de muestras de suelo de las principales zonas agricolas de la
provincia de Chimborazo y pruebas de antagonismo contra fitopatdgenos importantes
del suelo, como Pythium, Rhizoctonia, Fusarium, Sclerotinia v Sclerotium sp. con

resultados altamente satisfactonos.

Ensayos preliminares en Peri y Brasil demuesiran que 7richoderma spp es un agente
potencial en el biocontrol de enfermedades de la filostera como la moniliasis y escoba
de brujas, siendo altamente promisorio su uso bajo un amplio rango de condiciones, por
lo que se aspira implantarlo en el manejo integrado del cultivo de cacac en nuestro pais.
Sin embargo, para convertirse en un agente exitoso de biocontrol, éste debe demostrar
un antagonismo deseable, un buen comportamiento ecoldgico y  soportar
manipulaciones en formulaciones relevantes y sistemas de hiberacion. Los propagulos
deben conservar su viabilidad y eficacia, lo cual es influenciado por  métodos de
incubacion y vehiculos de transporte de esporas adecuados, requerimientos basicos para

la comercializacion.

Hipotesis

1. Trichoderma spp manifiesta resistencia a los funguicidas mas utilizados en la

Agricultura.

2. Trichoderma spp exhibe una alta capacidad antagénica contra Bofrytis cinerea,

Fusarium spp, Sclerotinia sclerotiorum y Monilia roreri.

. Utilizando sustratos, métodos de produccion y portadores de esporas adecuados, se

e

lograra un producto con una alta concentracion de conidias, eficaz y de facil

distribucion y aplicacion.




(%)

Objetivos

1.

Determinar la curva de crecimiento y esporulacion de Trichoderma spp.

Evaluar la resistencia de Trichoderma spp a ocho fungicidas.

Establecer el antagonismo de Trichoderma spp con Botrytis cinerea, Fusarium spp,

Sclerotinia sclerotiorum y Monilia roreri.

Analizar dos medios liquidos para el crecimiento de ?richoderma spp.

Evaluar cuatro sustratos para el crecimiento y esporulacion de Trichoderma spp.

Fvaluar dos métodos de esporulacion de 7richoderma spp.

Evaluar tres sustratos inertes como portadores de esporas de 7richoderma spp.




II. REVISION DE LITERATURA

A. ANTECEDENTES

Uno de los campos relevantes de la investigacion en la Microbiologia del suelo, es el
relacionado con el uso de pesticidas y los microorganismos. Los diversos pesticidas que
se aplican alcanzan el suelo por una o varias vias. Muchos son aplicados directamente
en éste, otros son esparcidos en el follaje vy parte de ellos cae al suelo. El agua -
frecuentemente se contamina con pesticidas de una u otra manera, y Su uso para
irrigacion, similarmente afiade mas quimicos a la tierra agricola. Las tasas de aplicacion
al suelo de ciertos pesticidas, tales como algunos fungicidas son muy altas y la
microflora es expuesta a niveles que podrian afectar seriamente a individuos de
poblaciones individuales. El efecto varia con el tipo de quimico, algunos pueden ser
tan toxicos a bajas concentraciones, como otros a dosis mas altas. Por otra parte, la
duracion de la efectividad de un pesticida y su persistencia estan gobernados por la
estructura quimica, condiciones ambientales y presencia de ciertas poblaciones

microbianas (Alexander, 1980).

La supresion de grupos de microbios ha sido probada con muchos herbicidas,
insecticidas y fungicidas. Entre éstos, los fungicidas vy fumigantes especialmente
usados para el control de patogenos del suelo, que son afiadidos en altas
concentraciones, provocan dramaticas modificaciones en las poblaciones de
microorganismos, al punto que, algunos fungicidas, a veces incrementan en vez de

disminuir la incidencia de enfermedades ( Latimer, 1996).

Sin embargo, es también importante remarcar la versatilidad fisiologica de muchas
comunidades microbianas, las que son capaces de mineralizar una gran cantidad de
sustancias, incluyendo algunos pesticidas sintéticos; de modo que la presencia de estas
comunidades de microbios es fundamental para las posibles transformaciones. Uno de
estos organismos potenciales en la descomposicion de pesticidas es Trichoderma spp.,
por lo que su incorporaciéon a suelos agricolas, favorece no solamente al control de
importantes patdgenos del suelo, sino también a la descontaminacion de los mismos
(Alexander, 1980). La versatilidad bioquimica de este hongo estd demostrada por la

habilidad de transformar una gran variedad de sustancias, no solamente de origen




vegetal como, alcaloides, canilillina y aflatoxinas, sino también pesticidas como:
Alaclor, DDT, Aldrin, Dieldrin, Malathion y Dalapon, compuestos que claramente
afectan otros organismos en el nicho ecolégico de Trichoderma spp. Es manifiesto
entonces, que Trichoderma puede atacar diversos sustratos iucluyendo otros hongos v
moléculas bioxénicas, lo que lo habilita para desarrollarse en habitats particulares

(Harman 1998).
B. CONTROL BRIOLOGICO EN LA AGRICULTURA SUSTENTABLE

E]l control biolégico es una herramienta indispensable para el desarrollo de programas
de manejo integrado de plagas y enfermedades, el mismo que debe tener como finalidad
establecer un equilibrio biolégico entre las plagas v sus enemigos naturales, con ¢l fin
de restaurar los agro ecosistemas alterados por el uso indiseriminado de pesticidas, que
han eliminado muchas poblaciones de organismos benéficos (Beingolea, citado por

Gomero, 1995).

El control biologico actualmente es usado en un amplio rango de cultivos y los
agricultores empiezan a apreciar las veniajas que presenta, sobre fodo por su afinidad
con el medio ambiente (Gomero, 1995). Sin embargo, los factores que afectan su uso,
como la efectividad de los propagulos y las condiciones externas favorables para la

infeccion, cominmente limitan el éxito de su aplicacion (Dasilva, 1987).

Las enfermedades que se presentan a nivel radicular son las primeras en ser tomadas en
cuenta en un programa de control biologico, puesto que tan solo pocos quimicos son
efectivos contra organismos del suelo y ademas porque éste es un ambiente bastante
favorable para los agentes de biocontrol que la parte aérea de las plantas hospederas

(Dasilva, 1987}

C. NECESIDAD DE DESARROLLAR FUNGICIDAS BIOLOGICOS

La agricultura moderna, basada en el establecimiento de grandes areas de cuitivos, ha
originado sistemas ecolégicamente no equilibrados, los cuales son presa de
enfermedades epidémicas. La prevencion de tales epidemias ha sido tradicionalmente
atribuida al uso de fungicidas quimicos, por lo que los agricultores se enfrentan a

patogenos cada vez mas resistentes a los pesticidas quimicos disponibles; por tanto, hay




la necesidad de tomar nuevas alternativas para combatir enfermedades e impedir que €l
indeulo se mcremente (Kubicek, 1998). Ademas, los agricultores han reconocido la
polucién creciente del medio ambiente v el peligro de los residuos de pesticidas en los

alimentos,

El reemplazo o reduccién en la aplicacion de quimicos se logra mediante el uso de
pesticidas con bases biologicas. Un control biolégico incluye el uso de variantes menos
virulentas de los patogenos, cultivares mas resistentes, o antagonistas microbianos que
interfieran con la sobrevivencia del patdgeno causante de la enfermedad. Uno de estos
antagomistas es Trichoderma spp, usado como agente de control bioldgico de hongos
patogenos de plantas, el mismo que puede reducir la habilidad de algunos patogenos
para producir 0 mantener altos niveles de indculo, como Botrytis y Sclerotinia, al
disminuir la esporulacion en el ciclo de infeccion primaria, asi como la acumulacion de
esclerocios, mediante una combinacion de competencia por nutrientes y

micoparasttismo directo (Harman, 1998).

Muchos mecanismos de antagonismo han sido demosirados en varios estudios, donde
todos ellos parecen ser dependientes de la raza del agente antagdnico, del organismo
objeto de control y de las condiciones ambientales, por lo que el desarrollo de
fungicidas biologicos debe tomar en consideracion la seleccion del agente de biocontrol,

el patdgeno y las condiciones de su aplicacion (Harman, 1998).
D. USO DE Trichoderma spp, COMO AGENTE DE BIOCONTROL

1. Caracteristicas del género Trichoderma spp.

Aunque el género 7richoderma v su asociacion con teleomorfos de Hipocrea Fr.ha
sido conocido desde principios del siglo XIX, fue solo reconocido por los hermanos
Tulasne en 1865 y su taxonomia permaneci¢ obscura hasta décadas recientes. Es
cosmopolita en suelos y sobre madera y vegetacion en degradaciéon. Sus especies son
frecuentemente componentes dominantes de la microflora del suelo en una amplia
variedad de hébitats, atribuida a la diversa capacidad metabolica y su natural
agresividad competitiva (Kubicek, 1998). Es uno de los hongos no patogénico

habitante del suelo mas estudiado, por su antagonismo con otros hongos incluyendo




patogenos propios del suelo, como Rhizoctonia selani, raediante la produccion de-
enzimas quitinoliticas y glucanasas que le permite degradar paredes celulares de otros

hongos (Soglio, 1998).

Trichoderma spp, utiliza diversos sustratos, incluyendo algunos pesticidas, es de
crecimento rapido y resistente a quimicos nocivos. Hs un miembro dominante entre la
comunidad fungal del suelo, considerado como un agente secundario  de
descomposicion de la biomasa, e incluso necrofitico y parasito de otros hongos,
pudiendo producir ademas, efectos repelentes mediante la accion de sus metabolitos
secundarios. Rara vez ataca a las plantas y mas bicn promueve el crecimiento vegetal.
.Por su papel principal como agente de descomposicion en el suelo, tiene accién
benéfica en todos los ecosistemas, ya que ayuda a mejorar la fertilidad del suelo
(Kubicek, 1998).

Trichoderma muestra una gran variabilidad genética, muchas razas son efectivas en una
gran variedad de habitats contra diversas clases de patdogenos. Se lo ha usado para
combatir enfermedades en diversos cultivos como: algodon, uvas, camote, lechuga,
cebolla, arvejas, ciruelos, manzanas y zanahorias, causadas por patdgenos como:
Pythium, Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotinia, Botrytis y Fusarium.  Varios
aislamientos han demostrado ser exitosos en invernaderos y campo abierto, en el suelo
y la filosfera, y en almacenamientos frios. 7. harzianum, 1. koningii y T. virens han
sido reconocidos como efectivos en el control del nematodo Meloidogyne javanica en

tomate y ocra (Kubicek, 1998).

2. Mecanismos antagdnicos utilizados por Trichoderma

Las relaciones de antagonismo entre Irichoderma vy otros hongos han sido
tradicionalmente clasificadas como antibiosis, micoparasitismo y competencia por
nutrientes. Estos mecanismos no son mutuamente excluyentes, por ejemplo el control
de Botrytis en uvas por Irichoderma involucra tanto competencia de nutrientes como
parasitismo de esclerocios, lo que provoca la supresion de la habilidad del patogeno
para perpetuar la enfermedad (Dubos, 1987). Tanto el parasitismo como la antibiosis
pueden estar involucrados en la competencia por nutrientes, pero la produccion de

metabolitos toxicos es afectada por el nivel de nutrientes del medio de crecimiento




(Ghisalberti, 1991). Evidencias recientes afirman que los antibidticos y las enzimas
hidroliticas actuan sinergéticamente en el antagonismo micoparasitico (Dt Pietro et al.,

1993).

Entre los principales mecanismos antagOnicos utilizados por Trichoderma spp, se puede

mencionar los siguientes:

a. Antibiosis

Trichoderma produce una variedad de metabolitos secundarios volatiles y no volatiles,
algunos de los cuales inhiben a otros organismos con los cuales no establece contacto
fisico. Entre las sustancias inhibidoras se encuentran gliotoxina, viridina y gliovirina

{(Howell y Stipanovic, 1993).

A pesar de que es conocido que este género produce prolificamente metabolitos
secundartos, muy poco se conoce acerca de los factores que determinan su produccion,
sin embargo, se asume que las diversas razas de Trichoderma producen diferentes
metabolitos secundarios {Kubicek y Harman 1998). Es conocido que, las especies de
Trichoderma difieren en sus habilidades para producir varios antibidticos y su
produccion es afectada por el medio ambiente, tanto en su forma cualitativa como
cuantitativa, por lo que antibioticos especificos también afectan a varios patdgenos de

diferente manera (Claydon et al., 1987).

Kubicek v Harman (1998), mencionan que este género produce varios compuestos
quimicos, entre otros, se encuentran, a: viridiofungina, producido por frichoderma
viride; harzianopiridona, harzianolida, dihidro harzianolida, 6 pentil o pirona (6 PP), 6
penta - 1 - enil « pirona producidos por 7richoderma harzianum, massoilactona y
ergokonina A y B producidos por Trichoderma koningii, konimgina e hidroxikoningina,
producidos por Trichoderma harzianum v T. koningii, 3, 4 dihidroxicarotano extraido
de 7. virens; trichodermina producidos en 7. reesei, 1. polispoum, 1. viride y 1. virens,

micotoxina T2 es tipico de 7. lignorum.

Los diversos metabolitos secundarios se producen por diferentes vias metabolicas,

como: derivados del acido tricarboxilico, acidos grasos, aminoacidos; terpenoides,



considerados como los mas abundantes y mas ampliamente distribuidos en la
naturaleza, con varios compuestos volatiles; polikétidos, en este altimo grupo, el mas
simple es el 2,8 bis etileno; pyronas, al cual pertenece uno de los primeros compuestos
volatiles antifungales aislados de 7richoderma, el 6 pentdl o pirona, responsable del
aroma a coco, emitido por algunas especies de Trichoderma y en especial de aquellos
que muestran apreciable inhibicion del crecimiento de Rhizoctonia solani (Webster,

1971 citado por Kubicek 1998).

El suelo es un ambiente extremadamente competitivo, donde la produccion de enzimas
que digieren las parcdes celulares, sustancias antifungales y antibacteriales significa la
sobrevivencia y la colonizacion de organismos que ejercen antibiosis v

micoparasitismo.
b. Micoparasitismo

En la interaccion entre Trichoderma y otros hongos se distingue cuatro estados: a)
crecimiento quimiotrofico, en el cual, el estimulo quimico provienc del hongo objeto de
control; b) reconocimiento especifico, probablemente mediado por lectinas sobre la
superficie celular tanto del hongo antagénico como del patdgeno; ¢) unién y crecimiento
de las hifas alrededor del hospedero y d) secreciéon de enzimas liticas que degradan las

paredes celulares del hospedero (Harman, 1998).
¢. Competencia

La competencia ocurre cuando dos o mas microorganismos demandan un mismo
recurso disponible. La competencia entre un agente de biocontrol y un patogeno puede
resultar en control de la enfermedad, si el crecimiento del antagonista provoca la
reduccion de la poblacion del patégeno (Harman, 1998). La competencia por nutrientes
es el mecanismo mas efectivo mediante el cual la microflora previene la infeccion de las

superficies foliares (Blakeman, 1975).

1richoderma estd adaptado biolégicamente para una colonizacion agresiva de nutrientes
disponibles y persistencia quiescente con clamdosporas y conidias cuando los

nutrientes son escasos. Las caracteristicas saprofiticas de este género esta reflejado en
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su uso como agente de biocontrol, cuando es inducido a comenzar su crecimiento por la
presencia de nutrientes, éste coloniza el sustrato rapidamente, algunas veces empleando
antibiosis o micoparasitismo dirccto contra sus competidores. Su tasa de crecimiento
rapida, su prolifica conidiacion y utilizacion de un rango variado de sustratos hacen de
Trichoderma spp., muy eficiente y de exitosa aplicacion como agente de biocontrol, el
que usualmente involucra competencia por alguna forma de nutriente, por lo que este
mecanismo probablemente es la estrategia mas exitosa en el control bioldgico contra
patogenos, basada sobre una rapida y fuerte colonizacion del sitio o base nutricional,

antes de que otros microbios lo hagan (Fokkema, 1993).

1) Competencia en tejido necrdtico

Una estrategia de Trichoderma, basada en la competencia de nutrientes, es el control de
una enfermedad a través de la supresion de la produccion de indculo de Sclerotinia o
Botrytis spp, sobre tejido vegetal senescente (Kohl et al, 1995). Sin embargo el grado
de la enfermedad causada por los patogenos facultativos mencionados, estd
directamente relacionado con su agresividad y con factores ambientales que afectan la
habilidad del agente de biocontrol, por lo que la accidén competitiva por nutrientes

determinara el éxito de las medidas de control biologico (Harman, 1998).

2) Competencia en exudados vegetales

El damping-off causado por Pythium wltimum en algunos cultivos, es iniciade por la
rapida respuesta del patégeno a los exudados de las semillas. Las semillas tratadas con
Trichoderma provocan una reduccion en la germinacion de los esporangios del
patogeno, debido a la competencia por estimulantes producidos durante la germinacion

de algunas semillas (Harman y Nelson, 1994).

Sin embargo, no todos los aistamientos capaces de proteger las semillas del ataque
realizan un control a nivel radicular o en la etapa post emergente. Un agente efectivo
debe establecerse inmediatamente en la rizosfera y crecer lo suficientemente réapido
para mantener una alta densidad poblacional. La competencia por nutnentes también
parece ser aqui el mecanismo mas potente empleado por algunas razas de Trichoderma

para el control de Fusarium oxysporum (Sivan y Chet, 1989).
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3) Competencia en heridas

Otra forma de competencia por nutrientes es la colonizacion temprana de heridas
frescas, vulnerables al ataque de patogenos. Estos sitios pueden ser protegidos
mediante el empleo de antagonistas promisorios (Fokkema, 1995). Existen ejemplos
de control biolégico exitoso, usando especies de género Trichoderma, como el caso de
1. viride para el control de Chondrostereum purpureum en la filosfera (Corke, 1974).
Trichoderma spp, previene de esta manera la infeccion del patdégeno radicular

Armillaria luteobubalina (Nelson et al., 1995).

3. Factores que afectan el establecimiento v crecimiento de Trichoderma spp.

Trichoderma es un Hyphomycete comin del suelo en todas las zonas climaticas del
mundo, desde la Antartica hasta los tropicos. Como organismo saprofitico, puede usar
un amplio rango de compuestos como fuentes de C y N y pueden secretar una variedad
de enzimas, tales como celulasas y hemicelulasas para romper polimeros recalcitrantes a

azucares simples como fuente de energia para su desarrollo.

El hecho de que ha sido aislado de diferentes ambientes, como madera, suelo de jardin,
estuarios, pulpa de café, monumentos historicos, objetos de cuero, quistes de hembras
de Heterodera glycine, le hace muy versatil en su establecimiento y crecimiento.  Sin
embargo, a pesar de la adaptabilidad ecoldgica mostrada por miembros del género
Trichoderma, es necesario considerar la natural sensibilidad de diferentes aislamientos a

factores abioticos como temperatura, humedad, pH y nutrientes (Kubicek, 1998).

a. Temperatara

La distribucion de este hongo es grandemente influenciada por la temperatura, esto
puede variar su actividad antagonica (Kubicek, 1998). Trichoderma viride ocurre en
regiones de temperaturas frias, mientras 1. harzianum es caracteristico de temperaturas

abrigadas.
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Por otra parte, en el laboratorio, temperaturas bajas son mas favorables para mantener la
viabilidad de las comdias. Las formulaciones en aceite reducen la viabilidad a 0
después de 20 dias a 25°C, mientras que a 2°C, se mantiene entre el 95 y 99% por 40

dias. { Prior, citado por Carballo, 1998).
b. Humedad

La humedad es el factor mas influyente en la distnbucion de varias especies de
Trichoderma en el suelo. Es limitante a la hora de introducir antagonistas para
colonizar la filosfera (Elad y Kirshner, 1992). A pesar de que todas las especies
parecen prevalecer en suelos acidos, el comportamiento es diverso cuando se trata de

humedad (Kubicek, 1998).

La humedad influye en la fisiologia del hongo afectando su crecimiento, incrementa el
gasto de energia en la osmoregulacion bajo condiciones secas o  disminyye la
disponibilidad de O; en ambientes humedos, lo que afecta la disponibilidad de
nutrientes. Pero, a pesar de las limitaciones ambientales de temperatura y humedad,
aplicaciones seriadas apropiadas son utiles para el control de enfermedades de la
filosfera durante periodos en los cuales la humedad v la temperatura son inadecuadas
para el antagonista, mas aun, junto con un limitado uso de fungicidas quimicos ha
probado ser una estrategia efectiva para incrementar la consistencia del control

biologico (Kubicek, 1998).

Durante el almacenamiento, la humedad es un factor determinante en la supervivencia
de las conidias. Cuando las conidias estan secas, pueden mantener un nivel de
germinacion alto, durante 3 meses a 30 °C. La viabilidad de las conidias sin secar v
almacenadas a 8°C se reduce de 80 a 6% en 51 semanas y al 0% en mas de 60 semanas.
Por el contrario, la viabilidad de las comdias secadas en silica gel, decrece de 95 a 90%
a las 51 semanas y a 65% en mas de 60 semanas. A 17°C ocurre algo similar, por lo que
la silica es el factor clave para mantener la viabilidad, debido a que las comidias

alcanzan un secado significativo (Moore citado por Carballo, 1998).

El polvo puro de conidias sin formular se puede almacenar en recipientes herméticos a

4°C, donde mantiene una viabilidad del 71% a los 21 meses, si el contenido de
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humedad es menor a 10%. Por otra parte, el uso de cal viva como desecante durante el
almacenamiento de polvo sin formular permite conservar un 83% de la viabilidad a los

6 meses (Feng, citado por Carballo, 1998).

c¢. pH

Trichoderma spp, prevalece en suelos acidos. En el laboratorio, el pH es el parametro
clave para su manipulacién, tanto para el crecimiento como para la esporulacion. A pH
fijo, la relacion C/N tiene una limitada influencia sobre la produccion, pero es critica
para la sobrevivencia luego del almacenamiento. La longevidad mas alta de las esporas
se obtiene con una relacién media de C/N 14 y pH 7, ellas sobreviven hasta después de -
45. dias de almacenamiento. Las conidias obtenidas en estas condiciones permanecen
viables bajo un amplio rango de humedades relativas durante el almacenamiento, lo que

indica que ellas podrian ser mas sostenibles en el campo (Agosin, 1997).
d. Nutrientes

Cuando se considera una produccién de Trichoderma spp., se debe afiadir nutrientes
exoOgenos, con lo cual se garantiza la germinacion de las conidias. La disponibilidad de
nutrientes es critica, las conidias deben tomar suficientes cantidades de agua e
hincharse considerablemente antes de emitir el germotubo, pero esto no ocurre si no
estan expuestas a suficientes nutrientes (carbono vy fuentes de nitrogeno), los nutrientes

ademas afectan la edad de las esporas (Danielson y Davey, 1973).

e. Exposicion a la luz solar

La vida media de las conidias aplicadas en hojas expuestas a la luz solar es de
aproximadamente dos horas, debido a que la luz uitravioleta (295-320 nm) provoca su
muerte (Carballo, 1998).

f. Tiempo de almacenamiento

El tiempo de almacenamiento esta influenciado por la temperatura y la humedad, las

gue interactban v determinan la viabilidad de las conidias. En condiciones de baja

humedad el tiempo de almacenamiento se incrementa y la viabilidad es alta. CATIE,
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conserva las diferentes cepas en agar — papa - dextrosa { PDA), a — 20°C, la que se

renueva cada 2 afios (Carballo, 1998).
E. APLICACIONES DE Trichoderma EN LA AGRICULTURA

Las habilidades antifungales de 7richoderma se han conocido desde 1930 y desde
entonces se han realizado muchos esfuerzos para usarlo como agente de biocontrol, pero
solo recientemente, este hongo esta siendo usado comercialmente (Kubicek, 1998).
Combinaciones del agente de biocontrol y fungicidas o enzimas purificadas y
fungicidas ya han sido propuestas, como vias alternativas de control bioldgico (Lorito
et al, 1996).

Se debe considerar que los productos que contengan este hongo deben estar dirigidos
hacia usos especificos, los cuales deben ser desarrollados en funcion del problema en

particular.

Entre las principales aplicaciones de 7richoderma en la agricultura se mencionan:

1. Biocontrol contra patégenos de plantas

Trichoderma es un género conocido, que produce varios tipos de enzimas como, liasas,
proteasas, lipasas, etc., las cuales pueden ser usadas para la degradacion de paredes
celulares de patdgenos fungales. Algunos de ellos actian sinergéticamente para impedir
la elongacion de germotubos, olros provocan cambios morfologicos, como apices de
hifas hinchadas, las que revientan, pérdida gradual de citoplasma; formacién de
numerosas septas e inhibicidon del crecimiento fungal  Entre los compuestos
involucrados en estas alteraciones se encuentran: 78 kDa f-1,3 - glucanasa; 72 kDa N-

acetil-glucosaminidasa;, 43 kDa p3-1,6-glucanasa (Lorito et al, 1994).

Existen muchos ejemplos sobre la accion positiva de este agente biologico sobre
algunos patogenos de plantas, no solamente a nivel del suelo sino también en la
filosfera. Asi: de 118 aislamientos de 7Trichoderma spp para establecer antagonismo
contra Rhizoctonia solani el 74% resultaron positivos a nivel de laboratorio (Askew,

1993).




Neill, (1996), estudi6d a Yrichoderma harziawmm para el control biologico de Bomrytis
cinerea sobre heridas en tallos de tomate. Determiné que cuando se inocularon los dos
hongos, la incidencia de tallos infectados fue reducida en un 62 - 84%, la severidad de
la infeccion en un 68 - 71% y la intensidad de la esporulacién en un 87%. Esta
investigacion se realizo, debido a que los métodos culturales han fallado v los
fungicidas para el control de este patdogeno como los benzimidazoles y dicarboximidas
provocan resistencia dentro de un periodo relativamente corto. Esto es el fundamento,
para congiderar a este género como altamente efectivo cuando se lo aplica sobre

inflorescencias y frutos.

En frutilla, se ha conseguido muy buenos resultados, aun a bajos voliimenes con
formulaciones liquidas aplicadas sobre flores. Sin embargo, para conseguir un maximo
control de la pudricion causada por Rotrytis spp, Neill, (1996) recomienda mezclarlo
con Iprodione, porque al parecer hay una accion sinergética, mucho mas efectiva que

cuando se aplica el agente de biocontrol o fungicida solos.

Trichoderma spp, actha también sobre Alternaria solani, donde se destaca su alta
capacidad competitiva, mediante hiperparasitismo y antibiosis (Martinez y Solano,
1995). Sin embargo, una de las utiidades mas grandes, corresponde a la proteccion de

semillas u otros materiales de propagacion.

La proteccion de semillas contra patogenos del suelo necesita ser efectiva por un corto
periodo, entre 7 y 14 dias y a largo término a porciones subterraneas de plantas
(Harman, 1991). Algunas razas son competentes de la nzoésfera e incrementan su
biomasa, lo que les da una ventaja importante para tratamientos de semillas (Harman,

1998).

A pesar de que algunos fungicidas quimicos, usados a bajas dosis para proteccion de
semillas, son relativamente baratos y facilmente disponibles, traen impactos negativos
en el medio ambiente. Sin embargo, es innegable que son efectivos por un corto
tiempo (menos de un mes), aunque no se difunden en el suelo con el sistema radicular
como lo hace un agente biologico; por lo que es muy razonable que se use tratamientos

quimicos en combinacidon con un tratamiento biologico apropiado y 7richoderma es un
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excelente candidato para el control integrado, pudiendo ser usado como protectante de
semillas y para colonizar y proteger raices. La combinacion efectiva del hongo con
fungicidas guimicos, provee buena proteccion a largo tiempo. De esta manera, las
cosechas frecuentemente se incrementan mucho mas, que cuando se aplican
tratamientos quimicos solos. Al respecto muchos investigadores sostienen que algunos
agentes de biocontrol podrian ser usados para incrementar el potencial de algunos
pesticidas, como el caso de Trichoderma harzianum y Aspergillus niger, etc. (Harman,
1998). Bhatnagar, (1995), investigo a estos organismos, los cuales al ser incluidos con
los fungicidas: Foltaf 80W (Captafol 80%) y Cobre-50 para el tratamiento del
marchitamiento de Cajanus cajan, controlaron mas efectivamente la enfermedad que

cuando los fungicidas fueron usados solos (Harman, 1998).

Ademas, sistemas de control biolégico puro también son adecuados, sobre todo para el
manejo de cultivos organicos, los cuales estan experimentando un mercado creciente y
donde este hongo resulta muy valioso (Harman, 1998). El organismo al colonizar partes
subterraneas, incrementa la masa de raices saludables y consecuentemente incrementa la

absorcion y produccion.

La colonizacion es la clave para lograr un control superior con un agente de control
bioldgico en nichos mexplorados por medidas quimicas (Kubicek, 1998). Por ejemplo,
la rizosfera es colonizada completamente por Trichoderma, logrando una protececion
inalcanzada por el control quimico. [Este agente de control biologico coloniza
competitivamente, mediante una variedad de mecanismos antagonicos, evitando el
desarrollo de resistencia de patdgenos, que frecuentemente si lo hacen con fungicidas

quimicos obsoletos.

2. Compost enriquecido

Muchos materiales orginicos son descompuestos gracias a la accion de
microorganismos. Las propiedades fisicas y quimicas de los materiales descompuestos
son muy Gtiles como mezclas para siembras en invernaderos y en campo abierto.
Dependiendo del proceso de compostaje y de la comunidad microbiana que llegue a

establecerse, el compost puede ser altamente favorable o supresivo para el
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establecimiento de patogenos que causan pudricion radicular como:  Pythium,

Phytophthora, Rhizoctonia y Fusarium spp, (Hadar et al, 1992).

En la elaboracion del compost, cuando desciende la temperatura, lo cual es un
indicativo para que los materiales biodegradables sean utilizados, el material es
recolonizado por organismos mesofilicos desde las capas mas externas del compost y
las sustancias htimicas, ligninas y biomasa microbial incrementan en cantidad. Entre
estos organismos se encuentran los de tipo benéfico que ¢jercen biocontrol, como
bacterias de los géneros: Bacillus, Enterobacter, Flavobacterium, Pseudomonas y

Sireptomyces, y hongos del género Trichoderma (Hoitink et al, 1991).

Si el compost ha sido apropiadamente preparado ejerce una accidn supresiva en contra
de patdgenos, como Pythium y Phytophthora. El material libera lentamente los
nutrientes, manteniendo, por tanto, altos niveles de actividad microbial, lo que le da
caracteristicas supresivas, y es esta cualidad la esencia del control biologico asociado
con la agricultura organica, donde los altos niveles de materiales organicos parcialmente

descompuestos son mantenidos en el suelo (Harman, 1998).

El control de Rhizoctonia solani, sin embargo es completamente diferente, debido a la
presencia de esclerocios, solo un limitado grupo de organismos es capaz de cjercer
supresion de este patodgeno, Trichoderma es uno de ellos, cuando se lo ahade a
composts preparados (Kuter et al).,, 1983), pero el resultado es mucho mas efectivo
cuando s¢ lo combina con bacterias del género Enterobacter, Flavobacterium y

Pseudomonas (Harman, 1998).

Por los antecedentes mencionados, una de las estrategias es la preparacion de composts
enriquecidos, que provean control contra un amplio rango de hongos patdgenos de
plantas, es decir que sean tan efectivos como el mejor fungicida quimico para el control
de enfermedades causadas por Rhizoctonia solani y especies de Pythium, Phylophthora
y Fusarium. La Agencia para la proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) lo
ha desarrollado con 7. hamatum y F. balustinum (Harman, 1998). Recientemente se ha
demostrado que un compost enriquecido, ademas de ser supresivo, permite que las
plantas que crecen en &} adguieran resistencia a un amplio rango de patdgenos, similar a

la resistencia sistémica adquirida, provocada por la microflora asociada con el sistema
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radicular y entonces otras enfermedades de la filosfera también pueden ser controladas

(Zhang et al, 1996).

3. Estimulador del crecimiento de plantas

Muchos aislamientos de 7richoderma han sido mencionados como estimuladores de
crecimiento (Harman, 1998). Sin embargo, aunque la habilidad de algunas especies
como promotoras directas del crecimiento de las plantas ha sido notada por muchos
afios, los esfuerzos para definir y aprovechar estas influencias han encontrado logros
limitados (Lindsey y Baker, 1967),

Si frichoderma crece y esporula profusamente con minimos requerimientos
nutricionales, produciendo metabolitos secundarios, como enzimas degradativas
incluyendo quitinasas y celulasas, transformando una amplia variedad de sustratos
organicos de origen natural o xenobidtico, no es, sorprendente que este habil
colonizador haya sido promovido como agente de biocontrol y estimulador de

crecimiento a la vez (Harman, 1998).

Chang et al., (1986) observaron que la estimulacion del crecimiento vegetal resulta en
un incremento en la germinacion, rapida floracién y aumentos en el peso fresco de los
organos vegetales. El crecimiento vegetal fue demostrado en maiz, tomate, tabaco,
rabano, pepinillo, azalea, érica, begonia, clavel, crisantemo, rosas y ciclamen. El
estudio incluyd tasas de germinacion, peso seco y emergencia. El efecto positivo de
Trichoderma en la zona radicular muestra mejor resultado en plantas jovenes en pleno

desarrollo.

Es evidente que la adicién de aislamientos de 7richoderma a la rizosfera puede resultar
en un incremento de crecimiento, pero las diversas especies difieren en sus habilidades
para mantener sus poblaciones en la rizosfera en ausencia de fuentes de alimento
externo (Harman, 1982). Una raza de 7richoderma harzianun fue capaz de penetrar y
vivir en las raices de las plantas de una manera similar a los hongos micorrizicos
(Kleifeld y Chet, 1992).  Kubicek v Harman 1998, mencionan a 7richoderma
harzianum y T. komingii como productores de compuestos reguladores de crecimiento,

entre otros se encuentran harzianopyridona, 6 pentil ot pirona, koningina y ciclonerodial;
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por lo que investigaciones en este campo encierra muchas expectativas dentro del

campo agricola.

4. Control integrado

Usando controles quimicos y biologicos, la duracion del control activo de la
enfermedad sera prolongada. Los protectantes quimicos son efectivos bajo ciertas
condiciones climaticas o ciertos niveles de presion de alguna enfennedad, en la cual el
antagonista biologico es menos efectivo, mientras un activo control bioldgico puede

profilacticamente colonizar heridas o tejido vegetal senescente (Harman, 1998).

Las medidas de control integrado pueden ser sinergéticas. Cantidades reducidas de
tungicida pueden debilitar al patogeno y ponerlos mas susceptibles al subsecuente
ataque por el antagonista (Lorito et al, 1996).

F. PRODUCCION INDUSTRIAL DE CONIDIAS

1. Caracteristicas

Una significativa ventaja de Trichoderma, es la de poder ser cultivado en un amplio
rango de fuentes de carbono y nitrogeno, donde puede ser inducido a producir tres tipos

de propagulos: hifas, clamidosporas y conidias (Papavizas, 1985).

Durante la produccidon de propagulos, es importante manejar algunos factores que
influyen directamente en su calidad. Las hifas no pueden sobrevivir después de un
secamiento rapido, por lo que su biomasa no es 1til (Jin et al, 1991). Las clamidosporas
se consideran como propagulos promisorios para programas de biocontrol, debido a que
son capaces de sobrevivir en el suelo por largos periodos (Lewis y Papavizas, 1983).
Sin embargo, la produccion de clamidosporas toma de dos a tres semanas, por lo que,
las conidias han sido los propagulos mas facilmente producidos en varios sistemas de
fermentacion y mas ampliamente utilizados en programas de biocontrol (Elad et al,

1993), pues son resistentes al secamiento (Harman et al, 1991)
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Algunas razas de 7richoderma han sido patentadas por su habilidad para el control de
clertos hongos fitopatdgenos, sin embargo, su capacidad para esporular abundantemente
en cultivo es raramente reportada. La conidiogénesis es lograda mediante manipulacién
de los niveles de nutrientes. La relacion C/N juega un papel importante en la
longevidad de las esporas y un medio que contiene una relacion C/N de 14:1 provoca la
produccion de conidias mas Jongevas. Ademés, los metabolitos que son sintetizados
durante el crecimiento también desempefian un rol importante en la sobrevivencia de las

conidias (Harman, 1998).

Para producir conidias es necesario reducir la produccion de hifas. Cuando el hongo
forma esporas, casi inmediatamente después se produce la germinacion de las mismas
con un limitado crecimiento vegetativo, esto es llamado “conidiacion microciclica”
(Smith et al, 1981).

El estrés ambiental afecta la calidad de las esporas. El calor aplicado al final de la fase
de esporulacion promueve una biomasa conidial con alta viabilidad v resistentes al

calor (Pedreschi et al, 1997).

2. Métodos de produccion

Uno de los métodos para producir propagulos es la fermentacion sélida, que consiste en
el crecimiento sobre particulas solidas en ausencia de agua libre. A pesar de que en sus
inicios (1000 afios antes de Cristo) fue ideado en Asia para la produccion de alimentos,
solo muy poco se lo ha usado en paises del oeste moderno. Sin embargo, se han
desarrollado diversos procedimientos, los mismos que han tenido éxito para la

produccion de agentes fungales que controlan a varios fitopatogenos.

En el laboratorio, la produccion de esporas ha sido desarrollada mediante
fermentaciones sobre sustratos solidos para un amplio rango de hongos ( Weber, 1996).
Este sistema tiene cuatro componentes: a) aire, en un sistema continuo que fluye a
través de una cama sélida; b) fase solida, que esta compuesta de un soporte insoluble al
agua; ¢) una solucion acuosa de nutrientes que estd absorbida dentro de la matriz del
soporte y d) el hongo, el cual crece dentro del soporte y/o sobre la superficie y/o en el

espacio libre interparticular. Es reconocido que los procesos de fermentacion solida
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tienen algunas ventajas como: una productividad superior, son simples y requieren poca

energia y permiten una esporulacion natural del hongo (Harman, 1998).

Otro sistema para la produccion de hongos agentes de biocontrol es el cultivo difasico.
La fase sohda puede consistir de diferentes sustratos, los que se colocan sobre un
soporte de malla, que permite que el hongo crezca sobre ambas superficies del soporte,
duplicando asi €l area 1til de crecimiento y esporulacion. La cosecha y almacenamiento

de las esporas en estado seco, evita la germinacién antes de la aplicacion en el campo
(Grillo, 1996).

En Brasil, se emplean diferentes tecnologias para la produccién de Beauveria bassiana
y Metarrhizium anisopliae, pero la mas extendida consiste en el uso del arroz como
sustrato, el cual se deposita en bolsas de polipropileno que resisten el autoclavado. Este
método también es aplicado para muchos hongos de interés agricola, como

Trichoderma spp.

Durante ¢l crecimiento bajo condiciones controladas, se distinguen dos etapas muy bien
definidas: 1a primera corresponde al crecimiento vegetativo y la segunda a la de
esporulacion. Los requerimientos ambientales son distintos en ambas fases para lograr
el crecimiento y esporulacion rapidos y elevados. Durante el crecimiento micelial se
requiere una alta humedad ambiental v una temperatura entre 26 y 28°C, el crecimiento
es independiente de la luz. La esporulacion, por el contrario requiere de una baja
humedad ambiental y temperaturas de alrededor de 30°C y alta luminosidad. En estas
condiciones se obtiene la maxima esporulacion del hongo a los 6 dias. Este método es
empleado para hongos como Metarhizium anisopliae, Verticillum lecanii 'y
Trichoderma spp. Con esta técnica se reduce el tiempo de esterilizacion a 5 - 10
minutos a 120 °C, se aumenta el area de cultivo y se obtiene una esporulacion en 7 - 8

dias a 26 - 30 °C (Batista, citado por Gnllo, 1996).

3. Formulacion, control de calidad y liberacion

Las formulaciones biologicas y sistemas de liberacion de 7richoderma deben proveer
un control efectivo y consistente, sin dafios al medio ambiente. Para lograr un uso

potencial de este hongo, no solo para controlar enfermedades sino para estimular el
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crecimiento vegetal, es necesario implementar alternativas en su produccion y
aplicacion. Ello implica no solamente trabajar con una raza superior, un sistema de
produccion adecuado, en el que se utilicen materiales apropiados, sino también,
sistemas de liberacion que provean propagulos adecuados para determinadas
condiciones, que le permitan su rapido crecimiento y proliferacion. Las razas que
demuestren un gran potencial deben ser producidas en grandes cantidades listas para su
uso, es decir la preparacion debe contener altos niveles del organismo, debe ser
uniforme y efectiva para la mayoria de aplicaciones con equipos agricolas
convencionales y de bajo costo. Ademas, debe ser producida en formulaciones que no

requieran sistemas de refrigeracion u otro almacenamiento especial (Jin et al, 1991).

Sin embargo, el método de aplicacion es critico, debido a que pueden requerir de
adyuvantes y en muchos casos para lograr resultados exitosos es necesario usarlos en
combinacion con fungicidas y con un determinado valor de pH o sistema de
manipulacién particular.  Pero, la mejor manera de usar un agente de biocontrol

especifico debe ser la mas facil y econémica (Harman, 1998).

La comercializacion de pesticidas basada en hongos, requiere un control de las
propiedades biologicas, fisicas y quimicas, que aseguren al usuario un producto con la
maxima eficacia de control en el campo (Posada, citado por Vélez, 1997). A menos
que las alternativas de manejo de pestes sean simplificadas, efectivas y menos costosas,
los agricultores resistirén a la sustitucion de programas en los que se usen pesticidas
convencionales, (Latimer, 1996). Por ello, el desarrollo de formulaciones apropiadas es
esencial, en donde el agente vivo debe ser afin con uno o varios ingredientes inertes que

permitan que el compuesto final sea efectivo (Daoust, citado por Carballo, 1998).

Existen algunos tipos de formulaciones desarrolladas, como granulado, polvo y
liquidas. En las formulaciones granulares se encuentra micelio v conidias en granulos
de alginato “pellets” {( Knudsen, Hidalgo citados por Carballo, 1998). Gliocladium
virens (Trichoderma virens, Miller), cuyo estado sexual posiblemente sea Hypocrea
gelatinosa, fue formulado como una preparacion granular en alginato y en polvo en
vermiculita, los cuales se usaron con éxito en el combate de damping — off de hortalizas
y plantulas ornamentales causadas por patogenos del suelo Pythium ultimum y

Rhizoclonia solani, en invernadero. Al parecer el metabolito que produce este hongo
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es gliotoxina u antibidtico epipolythiopiperazina-3,6-diona, el cual tiene actividad

antibacterial, antifungal , antiviral y antitumoral (Lumsden, 1995).

Las formulaciones en polvo wutilizan como portadores inertes attapulgita,
motmorillonita, kaolinita, diatomita, talco y polvos organicos. Las formulaciones
liquidas en aceite mantienen un grado alto de viabilidad de las conidias, sin embargo
otros liquidos como aceites de petroleo, Aacidos organicos y agua afectan la
sobrevivencia de conidias. Las formulaciones basadas en aceite (mani y soya) favorecen
la adhesion, aumentan la supervivencia y pueden aplicarse con equipos de bajo volumen

y ser muy efectivos en el campo (Daoust, citado por Carballo, 1998).

Daoust (1998), sostiene que el términe formulacidn implica alteracion del ingrediente
activo o adicion de compuestos, con €l objetivo de mejorar su actividad, conservacién y
aplicacion, con lo cual se pretende no dafiar las comidias, mejorar su vida media y
efectividad durante el almacenamiento vy aplicacion, aumentar la estabilidad
(propiedades fisicas y biologicas) durante el almacenamiento y después de la aplicacion,
permitir su facil aplicacion con equipos convencionales, mejorar su eficacia en el
campo, favarecer la cobertura en el cultivo, garantizar la eficacia contra el organismo
objeto de control, bajo costo de produccion y no ser perjudicial para el ser humano y

Jas especies benéficas.



24

III. MATERIALES Y METODOS

A. LUGAR EXPERTMENTAL

Esta investigacion se realizé en el laboratorio del Departamento de Ciencias Biologicas

de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

B. MATERIAL EXPERIMENTAL

1.  Agentes de control bioldgico

Trichoderma harziamum Rifai
Trichoderma viride Pers. ex Gray
Trichoderma pseudokoningii Rifai

Trichoderma reesei E. G. Simmons

2. Organismos fitopatégenos:

Fitopatogenos Procedencia
Botrytis cinerea Mich. Ex Fr. Laboratorio de Ciencias Biologicas ESPOCH
Fusarium spp. Link ex Fr, Laboratorio de Ciencias Biologicas ESPOCH
Sclerotinia sclerotiorum Fukel Laboratorio de Ciencias Biologicas ESPOCH

Monilia roreri (Moniliophthora roreri) | Laboratorio NESTLE - CENTER

3. Fungicidas:

Nombre comercial

Benlate (Benomyl)

Captan {Captan)

Cobre Nordox (Oxido cuproso)
Terraclor (PCNB)

Previcur (Propanocarb)

Stroby (Metilo de Kresoxim)

Vitavax {(Carboxin)

® N R W

Daconi) (Clorotalonit)




4, Sustratos solidos

Semillas de amaranto
Granos de trigo
Granos de avena

Arroz quebrado (75%) + cascarilla (25%)

5. Medios liguidos

Melaza (M1)
Malta (M2)

e

. Portadores inertes

Selita
Caolinita

Sulfato de calcio

C. TRATAMIENTOS EN ESTUDIO

1. Curva de crecimiento
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Cada una de las cuatro especies de Trichoderma crecio en 100 gramos de trigo estéril

con 70 % de humedad y a 26 - 27°C. Se inoculé 1 ml de 107 esporas/ml, en cada

tratamiento. Se contd el nimero de conidias durante 15 dlas. Los tratamientos fucron:

LT richoderma spp. | Repeticiones

(4 3
[ .

Total “
! 12

S

2. Resistencia de Trichoderma spp a ocho fungicidas

Se probaron 8 fungicidas comunes utilizados en la lucha contra enfermedades del suelo

y del follaje. Se estudiaron dos dosis, las mismas que se basaron en las recomendadas

por las casas comerciales.




[ FUNGICIDAS DOSIS 1/ DOSIS 2/
400ml. 400ml.

1. Benlate g 15g.
2. Captan 1g 15g.
3. Cobre Nordox 4g 6g.

4. Terraclor lg I5g
5. Previcur 1ce 1.5ce
6. Stroby 0128 0.6g
7. Vitavax lg 1.5g.
8. Daconil 4g 6g.

26

Se aplico un analisis trifactorial, establecido de la siguiente manera:

FUNGICIDAS Dosis Total

8 4 2 3 192

Trichoderma spp Repeticiones

3. Antagonismg de Trichoderma spp.. con Botrytis cinerea, Fusarium spp,

Sclerotinia sclerotiorum v Monilia roreri.

Se usaron 4 métodos:

1. Bloques
2. Filtrados

U2

Compuestos volatiles

4. Papel celofan

El método de bloques o “dual” consistié en sembrar en los extremos de una caja petri
con medio de cultivo {PDA) un disco de 4 mm de los dos hongos. Se evaluo el
crecimiento, mediante una escala visual arbitraria, donde se tomd en cuenta si los
micelios de las dos colonias entraron en contacto, creciendo sobre la colonia del
fitopatogeno y en que proporcion lo hicieron o si sus dos micelios nunca entraron en

contacto, debido probablemente a la produccion de metabolitos secundarios inhibitorios.
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Los fitopatogenos Botrytis cinerea, Fusarium spp y Sclerotinia sclerotiorum  fueron
sembrados 3 dias antes que Trichoderma spp, mientras que Monilia roreri fue

sembrada 15 dias antes en PDA, debido a su lento crecimiento.

La escala arbitraria consistid en:

- sin contacto

. invasion del 25% sobre la colonia del fitopatdgeno

o = O

- invasion del 50% sobre la colonia del fitopatdgeno

. invasion del 75% sobre la colonia del fitopatogeno

(V]

4: invasion del 100% sobre la colonia del fitopatdgeno

En el método de filtrados se probaron: a) una suspension de 107 esporas /ml pasadas por
un filtro comin, b) filirado a partir de un cultivo liquido de Trichoderma spp de siete
dias (solo micelio) y ¢) un filtrado estéril (pasado a través de un filiro de 0.2 uym.) a

partir de una suspension de 107 esporas/ml.

Debido a las propiedades intrinsecas de cada especie fitopatogena estudiada, se
establecid dos consideractones para el caso de filtrados. Para Botryfis cinerea y
Fusarium spp., por ser hongos con una prolifica esporulacion y crecimiento a partir de
esporas, se tomaron 100 ul de cada filtrado y se colocaron en 4 sitios de una caja que
contenia Botrytis cinerea y Fusarium spp, sembrados en PDA liquido enfriado a 45°C.
y para el caso de Sclerotinia sclerotiorum y Monilia roreri se coloco la misma cantidad

de filtrados a cajas precolonizadas por estos dos fitopatégenos.

‘Para el analisis del antagonismo de Irichoderma spp contra Botrytis cinerea y
Fusarium spp se midié el diametro en centimetros del halo transparente, el cual

constituyo el indicativo de antagonismo.

El analisis del antagonismo de frichoderma spp contra Sclerotinia sclerotiorum y
Monilia roreri se realizd aplicando la misma escala visual arbitraria usada para el

método dual.
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Para ¢l método de compuestos volatiles se tomd en consideracion si no hubo inhibicion
en el crecimiento de los dos hongos, inhibicion del fitopatogeno, inhibicion de
Trichoderma spp e inhibicion mutua. Se inocularon 10° esporas/ml de los patdgenos
Fusarium spp y Botrytis cinerea, asi como de Trichoderma spp en PDA liquido
enfriado a 45°C, una vez solidificado el medio, se enfrentaron los fitopatdgenos con las

respectivas especies de Trichoderma.

Para Momlia roreri y Sclerotimia sclerotiorum se sembraron blogues de 4mm. de
diametro de micelio en el centro de una caja petri con PDA solidificado, donde se les
permitié establecerse normalmente 5 dias antes de entrar en contacto con Trichoderma
spp, el mismo, que al momento de! confrontamiento fue sembrado con una suspension

de 10° esporas/ml. en PDA liquido enfriando a 45°C.

Las cajas que contenian Trichoderma spp se colocaron en la parte inferior y las
correspondientes a los patdgenos en la parte superior. Las cajas fueron selladas con el
objeto de observar si la presencia de compuestos volatiles alteraba el desarrollo de las

colonias de hongos.
Se evalud en forma visual de la siguiente manera:

1: Sin inhibicion
2: Inhibicion del fitopatdgeno
3: Inhibicion del antagonista (7richoderma spp.)

4: Inhibicion mutua

El método del papel celofan sirvid exclusivamente para observar si hubo parasitismo.
Con ayuda del microscopio se comprobé si hubo dafio de las hifas de los cuatro
fitopatogenos estudiados. Para lo cual, se colocaron laminas de papel celofan de 1 cm’
sobre un medio pobre (agar- agua), en uno de sus extremos se sembro el fitopatdgeno
correspondiente y en el otro extremo Irichoderma spp. Cuando sus micelios se
toparon o entrecruzaron se rctiraron y observaron al microscopto. El mctodo de

evaluacion fue visual.
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8. Produccion de esporas de Trichoderma spp en amaranto a partir_de dos

cultivos liquidos incubados por 24, 48 y 72 horas

Se probaron 2 medios de incubacién liquida para Trichoderma spp: melaza (M1) y
malta (M2). Para obtener los fermentos liquidos, se inoculd T ml de una suﬁpensic’m de
107 esporas de cada especie de Zrichoderma en 100 ml de medio liquido. Fueron
incubados en agilacidon constante a 26 — 27 °C pdr: 24, 48 y 72 horas. Cada cultivo se
sembré en semillas de amaranto esterilizadas con el objeto de inducir la produccion de

conidias, esto constituyd la “fermentacion” solida.

Se evalud por: a) el nimero de conidias producidas y b) mediante la siguiente escala

visual:

0: sin crecimiento

1. micelio escaso

- abundante micelio
. poco esporulado

. medianamente esporulado

[V I - VS S

- abundantemente esporulado

El esquema para el namero de tratamientos fuc el siguiente:

Trichoderma spp Medios | Ticmpos de Repeticiones | Total
incubacion
l
E 2 3 3 72

9. Produccion de esporas de Trichoderma spp en cuatro sustratos solidos a partir

de melaza incubada por 48 horas

El propdsito de esta prueba fue encontrar un sustrato (s) donde se pueda obtener un
mayor nimero de esporas. Los sustratos fueron: semillas de amaranto, trigo, avena y
una mezcla de arroz partido mas cascarilla, en una proporcion de 75 y 25%

respectivamente,
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Los tres primeros sustratos fueron remojados por un periodo de 10 a 12 horas,
escurridos y secados hasta cuando su humedad correspondié entre 30 y 35%. Se
esterilizaron durante 30 minutos por dos ocasiones; el cuarto sustrato recibio el
contenido de humedad final después de su esterilizacion, el mismo que consistid en 40
ml de cultivo liquido mas 30 ml de agua destilada estéril, mientras que los tres primeros
recibieron 40 ml de cultivo liquido, con lo cual todos los tratamientos tuvieron el 70%
de humedad. El inéculo liquido fue el seleccionado en la etapa anterior, por sus mejores

cualidades, el mismo que correspondi6 a melaza (M1) incubada por 48 horas.

Para el crecimiento y esporulacién de Trichoderma spp se utilizaron dos tipos de
bandejas: a) bandejas Nun (cajas petri cuadradas de plastico de 30 x 30 cm y 3 cm de
alto) y b) recipientes plasticos rectangulares de 2.5 litros de capacidad con una malla
metalica en su interior y tapas de metal. Los recipientes fueron desinfectados con
cloruro de benzalconio al 2%. Cada unidad experimental estuvo constituida de 100

gramos de sustrato solido.

Se evalué mediante el conteo de esporas de /richoderma spp, en la etapa estacionaria,

la que ocurti6 a partir del el 6° v 7™ dia, establecido en su curva de crecimiento.

El esquema trifactorial se conformo de la siguiente manera:

Sustratos | Trichoderma spp | Métodos | Repeticiones | Total

4 3 2 3 72

10. Viabilidad de las esporas de Trichoderma spp en tres portadores inertes

almacenadas durante cuatro semanas a 35°C.

Las esporas obtenidas en la etapa anterior se afiadieron a tres portadores inertes: sclita,
caolinita y sulfato de calcio, permaneciendo 4 semanas a 35°C. Con ayuda de tamices
se separaron los portadores inertes y conidias de los sustratos solidos. La viabilidad de
las esporas se estableci6 mediante pruebas de germinacién utilizando el método de

cenicafé v expresado en porcentaje.




31

El esquemna trifactorial estuvo conformado de la siguiente manera:

Portadores inertes | Sustratos | Trichoderma spp | Repeticiones | Total
3 3 81

(8]

3

D. FACTORES EN ESTUDIO

Los factores en estudio fueron:

1. Resistencia de Trichoderma spp a oche fungicidas

Factor A: fungicidas (Benlate, Captan, Cobre Nordox, Terraclor, Previcur, Stroby,
Vitavax y Dacoml)
Factor B: Trichoderma spp. (1. reesei, T. pseudokoningii, T. harzianum, 1. viride)

Factor C: Dosis (D1 y D2)

2. Produccion_de esporas _de Trichoderma spp en amaranto a partir de dos

cultivos liguidos incnbados por 24, 48 v 72 horas

Factor A: Trichoderma spp. (1. reesei, T. harzianum, T. pseudokoningii, T. viride)
Factor B: Medios liquidos (melaza M1 y malta M2)
Factor C: Tiempos de incubacion (24, 48 y 72 horas)

3. Produccién de esporas de Trichoderma spp en cuatro sustratos solidos a partir

de melaza (M1) incubada por 48 horas.

Factor A: Sustratos solidos (amaranto, trigo, avena y arroz quebrado mas cascarilla)
Factor B: Trichoderma spp (I. reesei, T. harzianum, T. pseudokoningii)
Factor C: Métodos de esporulacion (platos Nun y bandejas plasticas con mallas

metalicas)




4, Viabilidad de las esporas de Trichoderma spp en tres portadores inertes

almacenadas durante cuatro semanas a 35°C,

Factor A: Portadores inertes (selita, caolinita y sulfato de calcio)

Factor B: Sustratos sélidos (amaranto, trigo y avena)

Factor C: Trichoderma spp (T reesei, 1" harzianum, T. pseudokoningif)

E. MATERIALES Y EQUIPOS
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Para esta mvestigacion se ufilizaron: equipos de laboratorio, medios de cultivo para

hongos: PDA (agar papa dextrosa), colorantes, material fotografico y de escritorio.

F. DISENO EXPERIMENTAL

1. Tipo de diseiig

Se utilizo Disefio completo al azar con arreglo factorial.

2. Esguema del analisis de varianza

a. Resistencia de Trichoderma spp a ocho fungicidas

CUADRO 01. Esquema del Analisis de Varianza.

Fuente de variacion Férmula Grados de libertad
Factor A ~la—d - 7
Factor B b-1 3
AB (a-1(b-1) 21
Factor C c—1 1
AC (a-1)(c-1) 7
BC (b-1)(c-1) 3

{ ABC (a-1)Yb-1){c-1) 21
Error | abc (r—1) 12J
TOTAL 191 |




b. Produccién de esporas de Trichoderma spp en amaranto a partir de dos

cultivos liquidos incubados por 24, 48 y 72 horas.

CUADRO 02. Esquema del Analisis de Vananza.

Fuente de variacion Férmula Grados de libertad
Factor A a-—1 3
Factor B b-1 1
AB {(a-1)(b-1) 3
Factor C c-1 2
AC (a-1)(c-1) 6
BC b-1)(c-1) 2
ABC (a—-1)(b—1)(c-1) 6
Error abc(r—1) 48

1 TOTAL 71

¢. Produccion de esporas de Trichoderma spp en cuatro sustratos sélidos a partir

de melaza (M1) incubada por 48 horas.

CUADRO 03. Esquema del Analisis de Varianza.

Fuente de variacion Farmula Grados de libertad
Factor A a-1 3
Factor B b—1 2
AB (a-1){b-1) 6
Factor C c-1 1
AC (a-1){c—1) 3
BC (b—1)(c-1) 2
ABC (a-1){(b-1){c-1) 6
Error abc (r—1) 48

 TOTAL 71




d. Viabilidad de las esporas de 1richoderma spp en tres portadores inertes

almacenadas durante 4 semanas a 35°C.

CUADRO 04. Esquema del Anélisis de Varianza.

Fuente de variacion Formula Grados de libertad
Factor A a-—l 2
Factor B b-1 2
AB (a-1)(b-1) 4
Factor C - c—1 2
AC (a-1)(c-1) 4
BC (b-1)(c-1) 4
ABC (a-1)(b-1)(c-1) 3

| Error abc (r—1) 54
' TOTAL 80

3. Analisis funcional

a. Prueba de separacion de medias

Para la separacion de medias se aplico la prueba de Tukey al 5%.

b. Coeficiente de variacién

G. METODOS DE EVALUACION Y DATOS REGISTRADOS

1. Cuarva de crecimiento

Se registro el nimero de comdias de las cuatro especies de Trichoderma producidas

durante 15 dias, obteniendo esporas/g de sustrato y expresado en logantmo.




2. Resisiencia de Trichoderma spp a ocho fungicidas

Se registro el crecimiento radial en cm de Trichoderma spp en PDA mezclado con los

fungicidas en las dosis indicadas anteriormente a los 3, 6 y 9 dias.

3. Antagonisme de Trichoderma spp con Botrytis cinerea, Fusarium spp,

Scieroiinia sclerotiorum v Moailia roreri.

Por la naturaleza de cada hongo fitopatogeno, el antagonismo fue evaluado mediante

escalas arbilratias y medidas de crecimiento de la siguiente manera:

a. Método de bleques o dual.

Para su evaluacion se realizo a los 10 dias, mediante la siguiente escala arbitraria:
0: sin contacto

1: invasion del 25% sobre la colonia del fitopatogeno

2: invaston del 50% sobre la colonia del fitopatdgeno

3: mvasion del 75% sobre la colonia del fitopatogeno

4: invasion del 100% sobre la colonia del fitopatogeno

b. Método de filtrados.

Para el analisis del antagonismo de Trichoderma spp contra Botrytis cinerea y
Fusarium spp. se midio el diametro en centimetros del halo transparente a los cinco
dias.

Para el analisis del antagonismo de Trichoderma spp contra Sclerotinia sclerotiorum y
Monilia roreri se aplico la misma escala visual arbitrana usada para el método dual. Se
evaluo a los 10 dias.

¢. Método de compuestos volatiles.

Se observo a los 15 dias, para los cuales aplico la siguiente escala arbitraria:




1: Sin inhibicion
2: Tnhibicién del fitopatogeno
3: Inhibicion del antagonista (7richoderma spp.)

4: Inhibicién mutua
d. Método del papel celofan

Se utilizb para confirmar si hubo o no parasitismo a los cuatro dias, mediante

observactones microscopicas con colorante.

4. Produccién_de_esporas de Trichoderma spp en amaranto _a partir_de dos

cultivos liguidos incubados por 24, 48 v 72 horas.

Se evalud mediante dos métodos: a) escala arbitraria, observando su crecimiento diario

hasta el 5to dia v b) conteo de esporas durante la etapa estacionaria.

La escala arbitraria fue la siguiente:

0 Sin crecimiento

| micelio cscaso

2 micelio abundante

3 poco esporulado

4 medianamente esporulado

5 abundantemente esporulado

5. Produccion de esporas de Trichoderma spp en tres sustratos sélidos a partir de

melaza {M1) incubada por 48 horas.

Se registrd el nimero de esporas/g de sustrato sélido de las cuatro especies estudiadas,

expresado en logaritmo a los 7 dias.
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6. Viabilidad de las esporas de Trichoderma spp anadidos a tres portadores inertes

almacenadas durante cuatro semanas a 35°C.

La viabilidad e evalué mediante el porcentaje de germinacion de las esporas obtenidas a

partir de los portadores inertes, utilizando la metodologia de cenicafé.

H. MANEJO DEL ENSAYO

Para el crecimiento de 7richoderma spp se considerd una temperatura de incubacion de
26- 27°C para cajas petri con PDA, incubacion liquida y sustratos solidos. 20°C para la
prucba de antagonismo y 35°C para el periodo de secado de esporas en los portadores

inertes.

Los sustratos solidos fueron seleccionados, lavados y remojados previo a la

esterilizacion.

El porcentaje de humedad final de todos los sustratos solidos fue 70%, incluido el

inéeulo liquido.

Las dosis de los fungicidas empleados se basaron en las recomendadas por las casas

comerciales para el combate de varios hongos filopatdgenos. Estas fueron:

Fungicidas Dosis comerciales —]

'Benlate (Benomyl) 50 — 100 /200 L,

Captan {Captan) 400 — 500 g/200 1. ]
Cobre Nordox (Oxido cuproso) | 2 Kg/200 L.

Terraclor (PCNB) 1.5-2.5Kg/ha. (
Previcur (Propanocarb) 500 ¢c/200 L.

Stroby (Metilo de Kresoxim) 0.2 -0.4 Kg/ ha ,
Vitavax (Carboxin) 1500 /200 L

Daconil (Clorotalonil) 225 - 400 g/ha.




IV. RESULTADOS Y DISCUSION

A, CURVA DE CRECIMIENTO Y ESPORULACION DE Trichoderma spp
DURANTE 1SPIAS A 26 - 27°C.

Los resultados obtenidos (Figura 01), demostraron que la maxima tasa de crecimiento y
esporulacién en granos de trigo se ubicd entre ¢ 6y 7™ dia, a partir de! cual se
observé una fase estable hasta el decimoquinto dia. Las pequeflas fluctuaciones
presentadas corresponden, sin duda, a la “conidiacion microcichca”, cualidad propia de
este génere, es decir la produccion de nueve micelio y conidias cuando las condiciones
de humedad son apropiadas, por le que no fue postble establecer la fase de muerte,
caracteristica de todo organisme. Sin embargo, la variacion no fue lo suficientemente
grande, como para influir considerablemente.  Estos datos concuerdan con los

obtenidos por Grillo (1996),

Ademas, se pudo notar que el mayor nimero de esporas producidas correspondio a las
especies 1. pseudokoningii, T. reesei v T. harzianum, a diferencia de 1. viride cuya

esporulacion fue menor.

t

FIGURA 01, Produccion de conidias de Trichoderma spp, en granos de trigo,

expresada en logaritmo, durante 15 dias de incubacion a 26 — 27 °C.
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B. RESISTENCIA DE Trichoderma spp A OCHO FUNGICIDAS

El analisis de wvarianza realizado en el 3er di

iy
o~

Cuadro 05) demostrd que hubo
diferencias altamente significativas para los 3 factores: fungicidas, Trichoderma spp,
dosis vy sus interacciones. Para el 6° y 9" dia (Cuadros 06 y 07) hube diferencia
altamente significativa para todos los factores y sus interacciones, excepto para la
interaccion BC, es decir para Trichoderma spp y dosis, esto se debid a que en los
primeros dias algunos fungicidas limitaron en gran medida el crecimiento de las cuatro
especies de Trichoderma, pero, posteriormente €stas crecieron en mayor O menor

grado.

Debido a lo anterior, se efectud la prucba de Tukey al 5% solamente para el 9 dia
(Cuadro 08), donde para el factor A (fungicidas): Previcur y Stroby ocuparon los
niveles mas altos, con 4.5 cm, maximo crecimiento radial de 7richoderma spp, le
siguid Terraclor que obtuvo una media de crecimiento de 2.942 cm. En los niveles mas
bajos se ubicaron Cobre Nordox, Daconil, Benlate y Vitavax, los cuales practicamente

anularon el crecimiento de 7richoderma spp.

Para el factor B (Trichoderma spp), de acuerdo a la prucba de Tukey al 5% (Cuadro
09), Trichoderma harzianum, se encontro en el primer nivel, seguido de 7. reesei, 7.

viride y finalmentc 7. pseudokoningii.

Para la interaccion AB (fungicidas vs. Trichoderma spp), conforme se presenta en el
Cuadro 10, el primer nivel ocuparon Stroby y Previcur con todas las especies de
Trichoderma, con una media de 4.5 cm, seguido de Terraclor con 7. harzianum,
pseudokoningii, reesei y viride respectivamente, este ultimo fue afectado en mayor
grado por Terraclor. Los demés fungicidas afectaron severamente el crecimiento de
Trichoderma spp, por lo que no se recomienda usarlos en programas donde este hongo

sea utilizado como agente de control.

La prueba de Tukey al 5% para el factor C (dosis) fue signtficativa, a las dosis menores
de ingrediente quimico determinaron un crecimiento mayor del micelio, segin los datos

anotados en el Cuadro 11.
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Por consiguiente, para la interaccion ABC (fungicidas, 7richoderma spp y dosis), el
analisis de varianza fue altamente significativo (Cuadro 12). Los fungicidas: Previcur y
Stroby permitieron el crecimiento de todas las especies de Trichoderma, pero fueron
diferenciaimente sensibles a los fungicidas restantes a las dos dosis utilizadas.
Trichoderma spp fue drasticamente afectado por Benlate, Cobre Nordox, Vitavax y
Daconil. Sin embargo, Cobre Nordox en sus dos dosis no fue completamente letal para
1. viride, observandose un ligero crecimiento, mientras que Daconil permitidé un

inciptente crecimiento a la menor dosis (D1).

Captan anuld el crecimiento de 7. reesei y pseudokoningii, pero para 1. harzianum a la
dosis 1 no fue completamente letal. Trichoderma viride crecié ligeramente ante la

presencia de Captan a las dos dosis.

Los fungicidas que permitieron el crecimiento sin ningin obstaculo fueron Previcur v
Stroby, en efecto, l1as cuatro especies de Trichoderma al 9" dia cubrieron el PDA de las
cajas petri y presentaron esporulacion normal. Terraclor limito el crecimiento de las
cuatro especies estudiadas en los primeros dias, pero al 9 dia tuvieron un apreciable
crecimiento, especialmente 7. harzianum a la dosis 1. Sin embargo, este fungicida

afectd en mayormente a 7. viride.

De los resultados obtenidos se puede concluir que, los fungicidas que deben tomarse en
cuenta para un manejo integrado de enfermedades junto con Trichoderma spp. son

Previcur, Stroby v Terraclor con las restricciones del caso para el ultimo.
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CUADRO 05. Anilisis de varianza para resistencia de Zrichoderma spp a ocho

fungicidas, a los tres dias de crecimiento radial (cm) a 26 - 27°C.

F.V GL | SC CM F.Cal.
Factor A: fungicidas 7] 439.336 62.762 | 0.0000%*
Factor B: Trichoderma spp. 3 4.996 1.665 | 0.0000%*
AB 21 44293 2.109 | 0.0000%*
Factor C: dosis i 0.607 0.607 | 0.0000**
AC 7 1.128 0.161 | 0.0000%*
BC 3 0.101 0.034 | 0.0038%**
ABC 21 0.786 0.037 | 0.0000%*
Error a 128 0.920 0.007
[TOTAL ; 191 492.168

Coeficiente de variacion: 9.13%

CUADRQO 06. Andhisis de varianza para resistencia de Trichoderma spp a ocho

fungicidas, a los sets dias de crecimiento radial (cm) a 26 —27 °C.

F.V G.L S.C C.M F.Cal. |
Factor A: fungicidas 7 568.536 81.219 0.0000**
Factor B: Trichoderma spp. 3 0.995 0.332 0.0002**
AB 21 27.479 1.309 0.0000%*
Factor C: dosis 1 1.577 1.577 0.0000%*
AC 7 2.957 0.422 0.0000%*
' BC | 3 | 0.192 0.064 0.258Ins
ABC 21 5.117 0.244 0.0000%*
Error 128 6.033 0.047
TOTAL 191 612.887 )

Coeficiente de variacion: 16.59%
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CUADRO 07. Analisis de varianza para resistencia de Trichoderma spp a ocho

fungicidas, a los nueve dias de crecimiento radial (cm) a 26 — 27°C.

F.V G.L S.C CM F.Cal.

Factor A: fungicidas 7 696,862 99.552 0.0000%*
Factor B: Trichoderma spp. 3 1.199 0.400 0.0000**
AB 21 35.539 1.692 0.0000%*
Factor C: dosis 1 0.574 0.574 0.0007*+
AC 7 0.715 | 0.102 0.0439%
BC 3 0.306 0.102 0.0986ns
ABC 21 3.327 0.158 0.0000%*
Error 128 i 6.107 0.048

TOTAL B 191 ( 744.629 |

Coeficiente de variacion: 13.67%

CUADRO 08. Prueba de Tukey al 5% para resistencia de Trichoderma spp. a ocho

fungicidas, a los nueve dias de crecimiento radial (cm) a 26 — 27 °C.

Factor A: Tungicidas:

| FUNGICIDAS MEDIA RANGO
Previcur 4.500 A
Stroby 4.500 A
Terraclor 2.942 B
Captan 0.425 C
Cobre Nordox 0.329 C
Daconil 0.083 D
Benlate 0.000 D
Vitavax 0.000 D
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CUADRO 09. Prueba de Tukey al 5% para resistencia de Trichoderma spp. a ocho

fungicidas, a los nueve dias de crecimiento radial (cm) a 26 - 27 °C.

Factor B. Trichoderma spp.

L

Trichoderma spp. MEDIA RANGO
Trichoderma harzianm 1.725 A
Trichoderma reesei 1.581 B
Trichoderma viride 1.575 B
Trichoderma pseudokoningii 1.508 B

CUADRO 10. Prueba de Tukey al 5% para resistencia de Trichoderma spp a ocho

fungicidas, a los nueve dias de crecimiento radial (em) a 26 — 27 °C.

ARB: Fungicidas - Trichoderma spp.

Fungicidas - Trichoderma spp. MEDIA RANGO |
Previcur — Trichoderma reesef 4.500 A
Previcur — Trichoderma pseudokoningii 4.500 A
Previcur — Trichoderma harzianum 4.560 A
Previcur — Trichoderma viride 4.500 A
Stroby - Trichoderma reesei 4.500 A
Stroby — Trichoderma pseudokoningii 4.500 A
Stroby — 7richoderma harzianum 4.500 A
Stroby — Trichoderma viride 4.500 A
Terraclor - frichoderma harzianum 3.917 B
Terraclor - Trichoderma reesei 3.533 BC
Terraclor — Trichoderma pseudokoningii 3.067 C
Cobre Nordox - Trichoderma viride 1.317 D
Terraclor - Trichoderma viride 1.250 D
Captan - Trichoderma harzianum 0.883 DE
Captan - 7richoderma viride 0.700 EF
Daconil - Trichoderma viride 0.333 FG
Captan - Trichoderma reesei 0.117 G
Cobre Nordox — Trichoderma reesei 0.000 G
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CUADRO 11. Prueba de Tukey al 5% para resistencia de 7richoderma spp. a ocho

fungicidas, a los nueve dias de crecimiento radial (cm) a 26 — 27 °C.

Factor C; Dosis

DOSIS ; ' MEDIA RANGO
D1 E 1.652 A
D2 a 1.543 B |

CUADRO 12. Prueba de Tukey al 5% para resistencia de 7richoderma spp. a ocho

fungicidas, a los nueve dias de crecimiento radial {¢m) a 26 — 27 °C.

Factores ABC: Fungicidas - Trichoderma spp y dosis

[ FUNGICIDAS - Trichoderma spp - DOSIS MEDIA RANGO |

| Previcur — Trichoderma reesei - D1 4.500 A
Previcur — 7richoderma reesei - D 2 4.500 A
Previcur — Trichoderma pseudokoningii - D1 4.500 A
Previcur — Trichoderma pseudokoningii - D 2 4.500 A
Previcur — Trichoderma harzianum - D 1 4.500 A
Previcur — Trichoderma harzianum - D 2 4.500 A
Previcur — Trichoderma viride - D 1 4.500 A
Previcur — Trichoderma viride - D 2 4.500 A
Stroby — Trichoderma reesei - D1 4.500 A
Stroby — Trichoderma reesei -D 2 4,500 A j
Stroby — 1richoderma pseudokoningii — D 1 4.500 A
Stroby — Trichoderma pseudokoningii — D 2 4.500 A
Stroby — Trichoderma harzianum - D 1 4.500 A
Stroby — Trichoderma harzianum - D 2 4.500 A
Stroby — Trichoderma viride - D 1 4.500 A
Stroby — Trichoderma viride - D 2 4.500 A
Terraclor — 7richoderma harzianum - D 1 4.500 A
Terraclor — Trichoderma reesei — D 1 3.800 AB
Terraclor — Trichoderma harzianum - D 2 3.333 BC
Terraclor — Trichoderma reesei — D 2 3.267 BC




Terraclor — Trichoderma pseudokoningii - D 1 3.133 BC
Terraclor — Trichoderma pseudokoningii - D 2 3.000 C
Cobre Nordox — Trichoderma viride - D 1 | 1.567 D
Terraclor — {richoderma viride — D 2 1.533 D
Captan — Trichoderma harzianum - D 1 1.233 DE
Cobre Nordox — Trichoderma viride - D 2 1.067 | DE
Terraclor — Trichoderma viride — D 1 0.967 DE
Captan — Trichoderma viride - D | 0.867 DEF
Daconil — Trichoderma viride - D 1 0.667 EFG
Captan — Trichoderma harziarum - D 2 0.533 : EFG
Captan — Trichoderma viride - D 2 0.533 | EFG
Captan — Trichoderina reesei - D 1 0.133 FG
Captan — Irichoderma reesei - D 2 0.100 FG
Cobre Nordox — Trichoderma reesei - D 2 0.000 G
o

En la figura 02 se puede observar que los fungicidas Previcur y Stroby a las dos dosis
no inhibieron el crecimiento de las cuatro especies de 7richoderma a los 9 dias.
Terraclor no inhibe a este hongo, obteniéndose radios de crecimiento considerables con
las dos dosis utilizadas, sin embargo frichioderma viride fue atectado en mayor grado,
concordando con las afirmaciones de Kubicek y Harman (1998}, los cuales mencionan
a 1richoderma como uno de los organismos que puede desdoblar la molécula de PCNB

(Terraclor). Sin embargo, la especie viride parece ser la mas afectada.
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Radio de la colonia (cm)

Producto - dosis

1! T. reesci BT, psedokoningii Q1. harzianum BT v.‘rz’ca

FIGURA 02. Resistencia de Trichoderma spp a ocho fungicidas. Crecimiento radial

en cm de las colonias a los nueve dias.

C. ANTAGONISMO DE Trichoderma spp contra Botrytis cinerea,

Fusarium spp, Sclerotinia sclerotiorum.y Monilia roreri IN VITRO

1. Método de blogues

De acuerdo a la escala establecida en métodos de estudio y datos a registrar, los
resultados mostraron que Trichoderma spp fue agresivo en su crecimiento, de manera
que impidié el desarrollo de los patdgenos e incluso fue capaz de crecer y esporular

sobre ellos.

En la Figura 03, se observa que frichoderma reesei y Trichoderma pseudokoningii
permitieron un mejor control de Botrytis cinerea y Sclerotium sclerotiorum; en cambio
Fusarium spp presenlo6 resistencia a la accion de las cuatro especies de 7richoderma.

Finalmente, contra Monilia roreri, el mejor efecto antagdnico lo extubid 7. harzianum.

Sin embargo, mediante este método no es posible asegurar que el mecanismo
antagdnico de las cuatro especies de Trichoderma spp sea el parasitismo, ya que una de
las caracteristicas predominantes de este género es la competencia agresiva por espacio,
por lo que estos resultados deben ser complementados con otros métodos que confieren

su mecanismo de control.




Antagonismo de Trichoderma spp contra B. cinerea, Fusarium spp, S.
sclerotiorwn y Monrilia roreri

Grado de antagoniemo

BT regssi W 7. harzianum Ei_T.v}Jseudokoningﬁ 7. vinde !

FIGURA 03. Antagonismo de 7richoderma spp. contra Botrytis cinerea, Fusarium
spp, Sclerotinia sclerotiorum y Monilia roreri a los diez dias, mediante

el método de bloques..

3. Métode del filirado de: suspension de esporas (K1), coltivo liquide (F2) v
filtrado estéril (EF3).

El anélisis de varianza (Cuadro 13) indica que existieron diferencias altamente
significativas para los tres factores en estudio, es decir para Trichoderma spp, tipos de

filtrado y para fitopatogenos.

Conforme se establece en el Cuadro 14, Trichoderma reesei 'y Irichoderma
pseudokoningiii ejercieron accion inhibidora para Botryfis cinerea, usando el filtrado
de suspension de esporas (F1). Trichoderma viride tuvo accion inhibidora sobre
Botrytis cinerea y Fusarium spp, con ¢l filtrado 1 aunque para ¢ste, ¢l efecto fue menor.
Trichoderma harziamuan inhibié a Borrytis cinerea utilizando filtrado a partir de una
suspension de esporas (F1). Trichoderma viride también inhibid a Botrytis cinerea
pero con el filtrado de cultivo liquido (F2). La informacion de este Cuadro me permite
concluir que las cuatro especies de Trichoderma ejercen accidn inhibidora sobre los dos

o ]

fitopatogenos estudiados usando los filirados 1 y 2, no asi el filtrado 3, el cual no

2

ejercid inhibicidon alguna, demostrado cuando en el Ultimo nivel del cuadro es

representado por Trichoderma reesei — ¥3 - Botrytis cinerea, donde se obtiene un valor
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de 0, de similar forma ocurre con el filtrado F3 obtenido a partir de las tres especies de
Trichoderma estudiadas, no representadas en el cuadro. Debido a lo mencionado, es
probable que sea necesaria la presencia de esporas y micelio, los mismos que durante su

germinacion y crecimiento podrian producir sustancias inhibidoras.

La separacion de medias para la interaccion ABC, utilizando la prueba de Tukey al 5%,
Cuadro 14 indica que los primeros niveles fueron ocupados por 7. reesei — Filtrado 1
(de suspensidn de esporas) contra Bowrytis cinerea, T. viride, T. harzianum y T.
pseudokoningii - F1, contra Botrytis cinerea y Fusarium spp. Los ltimos lugares lo
ocuparon Trichoderma harzianum — F2 - Fusarium spp;, Trichoderma viride — F3 —
Fusarium spp y Trichoderma reesei — F3 - Botrylis cinerea donde practicamente no

hubo inbibicion de los fitopatdgenos.

CUADRO 13. Analisis de varianza para diametro (cm) del halo transparente usando
el método antagénico por filtrados contra Borrytis cinerea y Fusarium

spp, a los cinco dias

FV GL S.C CM F. Calc.

Factor A 3 4.051 1.350 0.0000%*
Factor B 2 51.926 25.963 0.0000**
AB 6 7.566 1.261 0.0000**
Factor C 1 2973 2.973 0.0000%*
AC 3 0.569 ; 0.190 0.0502ns
BC 2 1.519 E 0.759 0.0001**
ABC 6 1.572 0.262 0.0032%*
Error 48 3.257 | 0.068

TOTAL 71 73.432

Coeficiente de variacion: 26.44%
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CUADRO 14. Prueba de Tukey al 5% para diametro (cm) del halo transparente
usando el método antagénico por filtrados contra Botrytis cinerea y

Fusarium spp a los cinco dias

Factor ABC: Trichoderma spp. — Filtrados - Fitopatogenos

Trichoderma spp. — Filtrados — Fitopatogenos MEDIA | RANGO
Trichoderma reesei - F1 - Botrytis cinerea 2800 A
Trichoderma viride - - F1- Botrytis cinerea 2658 | AB
Trichoderma viride — F1-Fusarium spp. 2267 ABC
Trichoderma harzianum — ¥1 — Botrytis cinerea 2.100 . ABCD
Trichodermia viride — ¥2 - Botrytis cinerea 2.100 | ABCD
Trichoderma pseudokoningii — F1 ~Botrytis cinerea 2000 ABCD
Trichoderma reesei - F1 - Fusarium spp. 1.933 BCD
trichoderma harzianum — ¥2 — Boirytis cinerea 1.533 CDE
Trichoderma harzicvum — ¥1 — Fusarium spp. 1.433 CDE
Trichoderma pseudokoningii — F1 —Fusarium spp. | 1.400 DE

{ Trichoderma viride ¥2 — Fusarium spp. 1.300 DE
Trichoderma pseudokoningii — F2 — Botrytis cinerea 1.067 E
Trichoderma pseudokoningii — F2 ~ Fusarium spp. 0.933 | EF
Trichoderma harzianum — ¥2 — Fusarium spp. 0.100 FG
Trichoderma viride — F3 - Fusarium spp. _ 0.015 G

{ Trichoderma reesei - F3 - Botryﬁs cinereq 0.000_4 G

F1: Fiitrado de esporas
F2: Filtrado de cultivo liquido
F3: Filtrado estéril

La Figura 04 demuestra el efecto de los filtrados en el antagonismo de Trichoderma spp
contra Botrytis cinerea 'y Fusarium spp. Se observa un efecto positivo con los filtrados
de esporas y de cultivo liquido pero no con el filtrado esténl, el cual no manifestd

ninguin antagonismo.
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cinerea y Fusarium spp.
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FIGURA 04. Antagonismo de 7richoderma spp. contra Botrytis cinerea y Fusarium

spp utilizando el método de filtrados.

Los resultados demostrados en la Figura 05, al usar el método de placa precolonizada
para los cuatro fitopatogenos afirman que T7richoderma viride, 1. reesei 'y T.
pseudokoningiti son capaces de mnvadir las colonias de Monilia roreri, mientras que 7.
harzianum no lo hizo hasta los 10 dias en que fueron evaluados, posiblemente debido a
que la colonias de Monilia roreri presentaron estromatizacidn con mayor produccion de
metabolitos secundarios.  Para el caso de Sclerotinia sclerotiorum, Trichoderma
harzianum fue el mejor, 7. viride 1o hizo con menor agresividad. Botryiis cinerea fue
colonizado solo por 7. reesei; mientras que a Fusarium spp ninguna especie de
Trichoderma lo parasito. Los resultados indican que existe una especificidad en el
control. Ademas, el grado de desarrollo del fitopatégeno influye en la efectividad del
control, seguramente debido a su contenido guimico, el cual muchas veces es capaz de

detener la invasion del organismo antagonico, como sucedid con Fusarium spp.

Este metodo es de significativa importancia por cuanto nos revela, que el grado de
desarrollo del organismo objeto de control es fundamental para establecer e! tiempo en

gue ha de hacerse un control biologico.

Es necesario establecer primero el agente antagdnico para garantizar un buen control,
ya que si los fitopatégenos han logrado desarroliarse completamente es muy probable
que €l contenido de metabolitos secundarios sea lo suficientemente grande como para

anular cualquier organismo antagonico.



Antagonismo de Trichoderma spp contra S. sclerotiorum, M. roreri, B.

cinereq y Fusarium spp.
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FIGURA 05. Antagomsmo de {richoderma spp. contra Sclerotinia sclerotiorum,
Monilia roreri, Botrytis cinerea y Fusarium spp. usando placas

precolonizadas.

3. Método de compuestos volitiles

Segun las observaciones, las colonias de Sclerotinia sclerotiorum fueron invadidas por
7T’ pseudokoningii, donde csporuld profusamente; 7. harzianum provoctd una coloracion
marron en el micelio del fitopatdgeno.  Sin embargo, 7. harzianum presentd poca
esporulacion. La produccion de esclerocios no fue afectada por ninguna especie de

Trichoderma.

En la relacion Trichoderma harzianum y Monilia roreri, éste hongo fue afectado por la
Y & P

presencia de compuestos volatiles producidos por 7. harzianum, presentando micelio

poco compacto, diferente del control v de un color marrén, mientras que su crecimiento

y apariencia no fue afectado por 7. reesei , 1. viride y T. pseudokoningii

E! antagonisme entre hongos, mediante compuestos volatiles permitid ver el alcance
real de una interelacidn quimica mutua, fundamental para los organismos a la hora de
defenderse o tomar el control sobre el otro. Confirmado, cuando al destapar las cajas
correspondientes a Monilia roreri vs. T. harzianum, este ultimo presentd poca
esporulacion y con aparente deterioro de la mayoria de esporas; quiza esta seria la razon
porque 7. harzianum se convirtié en parasito de sus hifas al invadirlas y causar lisis, con

lo cual asegura su sobrevivencia, esta aseveracidn quedé apoyada ademas con las




observaciones microscopicas realizadas en papel celofan, donde se observo lisis y

deformacion de sus hifas.

Por otra parte, la esporulacion de Trichoderma reesei fuc anulada por Fusarium spp,
este ultimo fue totalmente normal similar al control. Igual fendmeno sucedié en la
relacion Lusarium spp y 1. harzianum el cual no esporuld, mientras Fusarinm spp lo

hizo normalmente.

Finalmente en la relacion de Botrytis cinerea v Trichoderma viride, se dio un hecho
sorprendente, pues los dos no esporularon o lo hicieron en forma incipiente. Sin

embargo, existid indicios de formacion de esclerocios en las colonias de B. cinerea.

De lo anterior, se desprende que en un control bioloégico se debe tomar en cuenta el tipo
mas adecuado de organismo antagoOnico, por cuanto, los resutiados en las diversas
pruebas revelaron que las diversas especies de richoderma tienen su especificidad en

el control.

En la Figura 06 se observa que al utilizar el método de compuestos volatiles hubo
variacion en el comportamiento de Trichoderma spp frente a los cuatro fitopatogenos
estudiados, presentandose desde la no inhibicion del patégeno hasta una inbibicion
nutua, como en el caso de las relaciones: Trichoderma viride - Botrytis cinerea,
Trichoderma harzianum - Slerotinia sclerotiorum v Trichoderma harzianum - Monilia

Foreri.

De estas observaciones se puede concluir que es fundamental deternuinar el momento
adecuado para realizar un control biolégico, por cuanto, el antagonismo funciona mejor
cuando el erecimiento del fitopatogeno se esta imciando debido a que no esta dotado de
los metabolitos secundarios necesarios 0 son muy pocos para soportar la presion de
invasion del antagonista, el cual debe presentar cualidades relevantes como rapido
crecimiento, amplia variedad de compuestos quimicos v versatilidad ante diversas
condiciones ecoldgicas, todas estas encontradas en varias especies de 7richoderma.
Ademas, la especie y la raza adecuada de antagonista influye en la efectividad de

control.




Antagonismo de Trichoderma spp mediante compuestos volstiles
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FIGURA 06. Antagonismo de 7richoderma spp. contra Botrytis cinerea, Fusarium
spp, Sclerotinia sclerotiorum y Monilia roreri mediante compuestos

volatiles.

4. Meétodo del papel celofin

Este método tuvo por objeto observar al microscopio la existencia de parasitismo por

parte de Trichoderma spp.

Las observaciones indican que para el caso de Monilia roreri .y Trichoderma
harzianum, las hifas del primero se presentaron deformes, destruidas, presumiendo que

huvo un efecto litico, caracteristica de un inminente parasitismo.

El fenomeno que se observd en las demas especics de 7richoderma con el resto de
patdgenos estudiados, fue mas bien la presencia de una zona clara muy delgada de
alrededor de 1 mm de ancho, presumiendo que no existié una invasién mutua, sino mas
bien hubo un “respeto” por las colonias de los fitopatogenos, evindenciandose ademas

una esporulacion masiva de los dos organismos.

Del comportamiento de los hongos antagonicos v los fitopatdgenos en los diferentes
métodos se puede concluir que Trichoderma spp tiene diversos mecanismos que le
permite establecerse exitosamente en diversos sustratos, uno de ellos, sin duda es el
agresivo crecimiento, que le permite ocupar areas mas rapidamente que otros

organismos; la produccion de sustancias inhibidoras observada al utilizar el método




antagénico por filirado de suspension de esporas y de cultivo liquido, asi como la
relacion de parasitismo evidenciado en la relacion Trichoderma harzianum y Monilia

roreri con el método de blogues y papel celofan.

D. PRODUCCION DE ESPORAS EN AMARANTO A PARTIR DE DOS
MEDIOS LIQUIDOS INCUBADOS DURANTE 24,48 Y 72 HORAS.

Segun la Figuras 07, 08 y 09, usando la escala arbitraria sefialada en Métodos de
evaluacion, Trichoderma reesei, T. pseudokoningii y 1. harzianum se desarrollaron y
esporularon de mejor manera que 7. viride, usando el medio liquido mclaza (M1)
incubada por 24, 48 y 72 horas, donde al tercer dia se obtuvo un crecimiento y
esporulacion apreciables. 7. viride no esporulé o fue insignificante en el sustrato sélido
empleado, a pesar de su comportamiento similar durante la incubacion liguida al resto
de especies de Trichoderma, por lo que es probable que esta especie fue afectada por el

tipo de sustrato solido.

Las Figuras 10, 11 v 12, se analizan los datos para la misma variable, al utihzar medio
liquido malta (M2) incubada por 24, 48 y 72 horas. Se observd un comportamiento
stmilar a los tratamientos con melaza, a los tres dias de incubacion en amaranto
presentaron buena esporulacion Trichoderma reesei, 1. pseudokoningii y 1. harzianum
no asi de 7.viride que como el caso anterior, su esporulacion fue nula, a pesar de

presentar un buen desarrollo de micelio en cultivo liquido.

St se compara los dos tipos de medios liquidos melaza (M1) y malta (M2) se puede
observar que al tercer dia los dos medios liquidos incubados por 24, 48 y 72 horas
permitieron llegar a resultados similares con buena esporulacion de las especies 7.
reesei, 1. pseudokoningii y 1. harzianum no asi T.viride, el mismo que se mantuvo sin

esporular.

Cabe anotar que, a pesar de que el fermento liquido de 72 horas correspondientes a los
dos tipos de medios provocd también una buena esporulacion, desde el punto de vista de
la manipulacion es inadecuada, por cuanto se presentd grumoso con hifas largas y

enredadas que dificult6é al momento de verter en el sustrato solido.
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Crecimiento de Trichodermua spp. a las 24 horas usando melaza (M1)

Crecimiento dc Trichoderma spp. a las 24 horas usando —|
melaza (M1)

Desarfollo de Trichoderma “ spp.

T.harzianum T.viride T.reesei T.pseudok

] [@24H m48H O72H

FIGURA 07. Crecimiento de frichoderma spp. en amaranto a partir de melaza (M1) a

las 24 horas.

Crecimiento de Trichoderma spp. a las 48 horas usando melaza (M1)

Crecimiento de Tri;:hoderma spp. a las 48 horas usando
melaza (M)

Dééarrol]o de Trichoderma spp.

T.harzianum T.viride T.reesef T.pseudok

|@24H m4sH O72H |

FIGURA 08, Crecimiento de 7richoderma spp. en amaranto a partir de melaza (M1) a

las 48 horas.
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Crecimiento de Trichoderma spp. u las 72 horas usando melaza (M1)

Crecimiento de Trichoderma spp. a las 72 horas,
usando melaza (M1)

Desarrollo de Trichoderma spp.

T.harzianum T.viride T.reesef T.pseudok
|E24H W43H D72H |

FIGURA 09. Crecimiento de Trichoderma spp. en amaranto a partir de melaza (M1) a
las 72 horas.

Crecimiento de Trichoderma spp. a las 24 horas usando malta (M2)

Crecimiento de Trichoderma spp. usando malta (M2)
5_..;‘ TR e e (A S

Desarrollo de Trichoderma spp.

T.harzianum T .vinde T.reesei T.pseudok
|@24H M4sH O72H |

FIGURA 10. Crecimiento de Trichoderma spp. en amaranto a partir de malta (M2) a

las 24 horas.




Crecimienio de Trichoderma spp. a las 48 horas usando malta (M2)

5Crccimicnt0 de Trichoderma spp., usando malta (M2)

Desarrollo de Trichoderma spp.

T.harzianum T.viride T.reesef T.pseudok
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FIGURA 11. Crecimiento de frichoderma spp. en amaranto a partir de malta (M2) a

las 48 horas.

Crecimiento de Trichoderma spp. a las 72 horas usando malta (M2)

Crecimiento de Trichoderma spp., usando malta (M2)
5 ERer m

Desarrollo de Trichodetma spp.

T.harzZianum Tuiride_____ ... Treese T.pseudok
Ll24H W 48H O 72H

FIGURA 12. Crecimiento de Trichoderma spp. en amaranto a partir de malta (M2) a

las 72 horas,
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Para el nimero de esporas cosechadas a partir de estos medios liquidos incubados por
24, 48 y 72 horas, el analisis de varianza (Cuadro 15), indica que existe una diferencia
altamente significativa para el factor A (Zrichoderma spp.), mientras que para el resto
de factores y sus interacciones no hay diferencia. Por las observaciones realizadas
usando la escala anterior se deduce que la diferencia altamente significativa se dio por
que 1. viride no produjo conidias en amaranto. Los medios liquidos preparados con
melaza y malta no fueron estadisticamente diferentes pero desde el punto de vista

econdmico melaza fue mas barato.

Segiin la prueba de Tukey al 5% (Cuadro 16), Trichoderma pseudokoningii y 1.
harziamum ocuparon los primeros niveles, con una mayor produccidn de conidias a
diferencia de Yrichoderma reesei y T. viride, los cuales se ubicaron en el tercero y

ultimo lugar respectivamente.

CUADRO 15, Analisis de varianza para produccion de esporas en amaranto a partir de

dos medios liquidos incubados durante 24, 48 y 72 horas.

F vV G L S.C CM F. Cal.
Factor A 3 1174.059 342,309 0.000%*
Factor B 1 1.140 0.997: ns
AB 3 2.605 0.759 | ns
Factor C 2 5.123 2240 0.117ns
AC 6 9.791 1.427, 0.224ns
BC 2 2.996 1310 0.290ns
ABC 6| 6.706 0977 0.279ns
Error 48 E 54.877
TOTAL 71 1257.297

Coeficiente de variacion: 15.29%




CUADRO 16. Prueba de Tukey al 5%, para produccion de esporas en amaranto a partir

de dos medios liquidos incubados durante 24, 48 y 72 horas.

Factor A. Trichoderma spp.

Trichoderma spp. MEDIA | RANGO
Trichoderma pseudokoningii 9.49] A
Trichoderma harzianum 0.324 B

D
—
()]
)
'®

Trichoderma reesei

<
ot
<
S
©

Trichoderma viride

E. PRODUCCION DE ESPORAS MEDIANTE INCUBACION SOLIDA
EMPLEANDO TRES SUSTRATOS SOLIDOS.

El proposito de esta prueba fue encontrar un sustrato (s) para la obtencion del mayor
numero de esporas. Los sustratos fueron amaranto, trigo, avena y una mezcla de arroz

partido y su cascarilla.

El andlisis de varianza (Cuadro 17) indica que fue altamente significativa para los
factores A, B y C, asi como para la interaccion AC, es decir sustratos, Trichoderma spp
y métodos asi como para sustratos vs métodos de esporulacion respectivamente. Las

interacciones AB, BC, y ABC no fueron significativas.

Segtin la prueba de Tukey al 5% (Cuadro 18) los mejores tratamientos fueron amaranto
y trigo, en los cuales se obtuvo el mayor niimero de esporas; el nivel B le correspondié
a la avena. El tratamiento arroz quebrado mas cascarilla fiic climinado, debido a la
incipientre. produccion de csporas comparado con el resto de sustratos, por lo que no
ameritd incluirlo en el analisis estadistico. Irichoderma pseudokomningii v 1. reesei
produjeron una mayor esporulacion, seguido por 7richoderma harzianum (Cuadro 19).
Al comparar los métodos de esporulacion platos Nun (ml) y bandejas plasticas con
mallas metélicas (m2) (Cuadro 20), se observé que el empleo del segundo método,
bandejas plasticas con mallas metalicas dioc una mayor esporulacion, debido
posiblemente a la condicion aerébica de este género favorecido por la mayor superficie

aircada, sin embargo, el niimero de esporas no fue lo suficientemente significativo
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como para que haya diferencia estadistica en la interaccion ABC. En la interaccion AC
(Cuadro 21), se observo que el amaranto y el trigo produjeron el mayor niimero de
conidias cuando sc utilizd el método 2 (bandejas de plastico con malla metalica)
ocupando los primeros niveles, mieniras que cl quinto v sexto mivel estuvieron

-

ocupados por la avena con los dos métodos.

De lo anterior se concluye, que desde el punto de vista estadistico, los mejores sustratos
solidos para producir conidias de 7richoderma spp son amaranto y trigo. Sin embargo,
desde el punto de vista cualitativo, el amaranto fue el mejor, ya que por su tamafio,
forma, dureza y superficie se prestd para una mejor manipulacion y presentacion del

producto como formulacion granular en bandejas plasticas con o sin malla.

CUADRO 17. Analisis de varianza para praduccion de esporas de Trichoderma spp en

tres sustratos solidos.

| FV GL SC CM F. Calc.
Factor A 2 12.844 6.422 0.000%*
Factor B 21 0.742 0.371] 0.008%*
AB 4 0.079 0.020 ns
Factor C ] 3.395 3.395 0.000**
AC 2 0.811 0.405 0.005%*
BC 2 0.018 0.009 ns

1ABC 4 0.617 0.154 0.077as
Error 36 0.402 0.067

'TOTAL 53 20.908 B

Coeficiente de Variacion: 2.8%
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CUADRO 18. Prueba de Tukey al 5% para produccion de esporas de Trichoderma spp

en tres sustratos solidos.

Factor A: Sustratos

SUSTRATOS MEDIA RANGO
Amaranto 9.621 A
Trigo 9.523 A
Avena 8.541 B

CUADRO 19. Prueba de Tukey al 5% para produccion de esporas de Yrichoderma spp.

en tres sustratos sohidos.

Factor B: Trichoderma spp.

Trichoderma spp. MEDIA RANGO
Trichoderma pseudokoningii 9359 A
Trichoderma reesei ’ 9.251 AB
{Fichoderma harzianum 9.075 B

CUADRO 20. Prueba de Tukey al 5% para produccion de esporas de 7richoderma spp.

en tres sustratos solidos.

Factor C: Métodos

METODOS MEDIA RANGO

Mgétodo 2 (Rec. plasticos mas malla) 9.479 A
Método 1 (Platos Nun) 8.978 B




CUADRO 21. Prueba de Tukey al 5% para produccion de esporas de Trichoderma spp

en ftres sustratos solidos.

Factores AC: Sustratos - Métodos

SUSTRATOS - METODOS MEDIA RANGO
Amaranto — método 2 9.940 A o
Trigo - método 2 0.832 A
Trigo — método 1 9410 B
Amaranto — método 1 9.107 B
Avena — método 2 8.666 | C
Avena — método 1 8.417 C

La Figura 13 demuestra que los mejores sustratos solidos para produccion de esporas
fueron amaranto y trigo usando el método 2. Sin embargo, también se aprecia buena
esporulacion en  estos mismos materiales utilizando el método 1, a diferencia de la

avena donde se produjo el menor nimero de conidias.

Produccién de corudias de Trichoderma spp. en 3 sustratos ‘
sélidos

Niunero de conidias/g (log)

Amaranto Trigo Avena

| Metodo 1 BMstodo 2 |

FIGURA 13. Produccién de conidias de Zrichoderma spp en tres sustratos sélidos,

utilizando dos metodos de esporulacion.




F. VIABILIDAD DE LAS ESPORAS DE Trichoderma spp EN TRES
PORTADORES INERTES ALMACENADAS DURANTE CUATRO
SEMANAS A 35°C

altamenie significativa para el factor C, es decir para especies de Trichoderma y

significatico para la interaccion ABC.

Los portadores inertes: caolinita, selita y sulfato de calcio asi como los sustratos solidos:
amaranto, trigo y avena no influyeron en la sobrevivencia de las esporas a la
temperatura utilizada en esta prueba (35°C).  Irichoderma reesei y T. pseudokoningii
presentaron un mayor porcentaje de germinacion en todos los portadores inertes en
comparacion con Trichoderma harzianum, aparentemente esta especie podria ser mas
sensible a esta temperatura o posiblemente es una condicion intrinseca de esta especie

(Cuadro 23)

La prueba de Tukey al 5% (Cuadro 24) demuestra que el nivel A estd ocupado por los
tres portadores inertes combinado con Irichoderma reesei y T. pseudokoningii,
mientras que en los ultimos niveles se encuentran los tres portadores inertes combinados

con Trichoderma harzicnum.
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CUADRO 22. Analisis de varianza para viabilidad de las esporas de Trichoderma spp

en fres portadores wnertes almacenadas durante cuatro semanas a 35°C,

FvV GL S5.C CM . F. Cale.
Factor A 2 5.045 2.522 ns
Factor B 2 4451 2.226 né
AB 4 3.891 0.973 ns
Factor C 2 1540.694 770.347 0.000**
AC 4 14.855 3714 0.381ns
BC 4 24.182 6.045 0.155ns
ABC 8 76.307 9.538 0.013*
Error 54 187760 3.477
TOTAL 80 1857.185 -

Coeficiente de Variacion: 2.11

CUADRO 23. Prueba de Tukey al 5% para viabilidad de las esporas de Trichoderma

spp. en tres portadores inertes almacenadas durante cuatro semanas a

35°C.

Factor C: Trichoderma spp.

Trichoderma spp. MEDIA RANGO
Trichoderma pseudokoningii 91.46 A
Trichoderma reesei 91.16 A
Trichoderma harzianum 82.06 B
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CUADRO 24. Prueba de Tukey al 5% para viabilidad de las esporas de Trichoderma

spp en tres portadores inertes almacenadas durante cuatro semanas a

35°C

Factores: ABC: Portadores inertes - sustratos solidos - Trichoderma spp.

| Portadores incrtes - sustratos solidos - Trichoderma spp. MEDIA RANGO
Caolinita — avena - Trichoderma pseudokoningii 93.47 A
Selita — avena - Trichoderma reesei 92.87 A
Sulfato de Ca. — trigo - Trichoderma reesei 92.47 A
Caolinita — trigo - Irichoderma psendokoningii 92.17 A
Caolinita — amaranto - Trichoderma reesei 92.13 A
Sulfato de Ca. — amaranto - Trichoderma pseudokoningii 92.00 A
Caolinita — trigo — 7richoderma reesei 91.83 A
Selita — trigo — Trichoderma reesei 91.60 A
Selita — amarante - {richoderma pseudckoningii 9147 A
Sulfato de Ca. — trigo — Trichoderma pseudokoningii 91.17 A
Selita — avena — Trichoderma pseudokoningii 91.07 A
Sulfato de Ca — amaranto - Trichoderma reesei 91.00 A
Sulfato de Ca. — avena - Trichoderma pseudokoningii 90.90 A

| Caolinita — amaranto ~ Trichoderma pseudokoningii 90.63 A
Selita — amaranto — Trichoderma reesei 90.50 A
Sulfato de Ca. — avena — Trichoderma reesei 90.43 | A
Caohnita — avena — Trichoderma reesei 90.30 A
Selita — trigo — Trichoderma pseudokoningii 87.60 AB
Caolinita — amaranto — 7richoderma harziarnum 83.60 BC
Sulfato de Ca. — avena — Trichoderma harzianum 83.33 BC
Selita — trigo — Trichoderma harzianum 83.03 BC
Selita — amaranto — 7richoderma harzianum 82.87 BC
Sulfato de Ca. — amaranto — 7richoderma harziamm 82.77 BC
Caolinita — trigo — Zrichoderma harzianum 82.10 BC
Caolinita — avena — Trichoderma harzianum 80.53 C
Selita — avena - Trichoderma harzianum 80.27 C
Sulfato de Ca. — trigo - Trichoderma harzianum 80.07 C
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ONCLUSIONES

La méaxima tasa de esporulacion de Trichoderma spp. se obtuvo entre el quinto

y sexto dia de incubacién a 26 — 27°C.

Los fungicidas Previcur y Stroby no afectaron el crecimiento y esporulacion de
{richoderma spp. El producto Terraclor permitié un crecimiento apreciable de

este hongo

Las especies de Trichoderma estudiadas mostraron diferente aptitud antagonica
contra Bowmryfis cinereqa, Fusarium spp, Sclerotinia sclerofiorum y Monilia

FOFerl.

El mejor medio liguido usado para inducir esporulacion en el sustrato solido
amaranto fue melaza, incubada por 48 horas. A pesar de que los cultivos
liguidos melaza y malta incubados por 72 horas también indujeron buena

esporulacién, no se recomienda su use por su dificil manipulacion.

Los mejores sustratos solidos para producir conidias de. Trichoderma spp fueron
amaranto y trigo. Sin embargo, desde el punto de vista cualitativo, amaranto fue

el mejor.

Los portadores inertes no influyeron en la sobrevivencia de las esporas de
Trichoderma spp a las cuatro semanas de secamiento a 35 °C. Sin embargo, por
las caracteristicas fisicas, selita puede ser usado para formulaciones en polvo y

caolinita para granulares.
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VI. RECOMENDACIONES

et

10.

1L

Cosechar las conidias de 7richoderma spp a partir de sustrato solido entre el

quinto y sexto dia de incubacidén a 26 — 27°C.

Utilizar los fungicidas Previcur y Stroby en controles integrados contra algunos
fitopatdgenos ya que éstos no inhiben el crecimiento y esporulacion de
Trichoderma spp.

Probar Terraclor con dosis menores a las utilizadas en esta investigacion.

Utilizar melaza como medio liquido para producciéon de micelio de Zrichoderma

spp , incubada por 48 horas para inducir esporulacion en medio sélido.
Usar amaranto como sustrato solido para producir conidias de 7richoderma spp.

Por sus caracteristicas fisicas utilizar selita como portador de conidias de

Trichoderma spp.

Probar la resistencia de Trichoderma spp a otros pesticidas usados comunmente
para el control de hongos del suelo y del follaje y aquellos que estan

promoviéndose, particularmente de las lineas ecoldgicas o bioldgicas.

Realizar varias pruebas de antagonismo de 7richoderma spp con los hongos que
causan mayores problemas a nivel radicular y de la filosfera de los cultivos de
interes economico

Determinar otros sustratos solidos para el cultivo de Trichoderma spp.

Establecer otros portadores inertes de esporas de 7richoderma spp a diferentes

temperaturas y con otros contenedores.




12. Probar la accion antagénica de 7richoderma spp en el campo a partir de varias

formulaciones solidas y liquidas con algunos fitopatdgenos.

13. Establecer la inocuidad de agentes surfactantes para la aplicacion de

formulaciones de Trichoderma spp.

14. Determinar la habilidad de Yrichoderma spp como agentes promotores de

crecimiento.
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VII. RESUMENM

Como un método alternativo en el combate de enfermedades causadas por patdgenos del

suelo y de la filosfera, se considere a Zrichoderma spp por sus multiples cualidades que

lo han convertido en el candidato ideal en el manejo de agroecosistemas.

Sin embargo, para que sea facilmente disponible y aceptado, es necesario contar con

formulaciones apropiadas, por lo que esta investigacion tuvo los siguientes objetivos:

3

v
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Determinacion de la curva de crecimiento y esporulacion de 7richoderma spp.

Evaluacion de la resistencia de Trichoderma spp a ocho fungicidas.

Establecimiento del antagonismo de Yrichoderma spp con Boirytis cinereaq,

Fusarium spp, Sclerotinia sclerotiorum y Monilia roreri.

Analisis de dos medios liquidos para el crecimiento de Trichoderma spp.

Evaluacion de cuatro sustratos para el crecimiento y esporulacion  de

Trichoderma spp.

Evaluacion de dos métodos de produccion de Trichoderma spp. a mivel de

laboratorio.

Evaluacion de tres sustratos inertes como portadores de esporas de Trichoderma

Spp-

Se utilizd un disefio Completo al Azar con arreglo factorial con tres repeticiones. Para

la separacion de medias se us6 Tukey al 5%

Las variables estudiadas fueron:

>

Curva de crecimiento de Trichoderma spp.
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» Resistencia de Trichoderma spp. contra Bourytis cinerea, Fusarium spp.,

Sclerotinia sclerotiorum y Monilia roreri.

» Produccion de esporas de frichoderma spp a partir de cultivo liquido incubado

por 24, 48 y 72 horas.

Y/

Produccién de esporas de Zrichoderma spp en cuatro sustratos solidos.
» Viabilidad de las esporas de 7richoderma spp en tres portadores inertes.

Con el objeto de conocer el mejor tiempo de cosecha de conidias, se estudio la curva de
crecimiento y esporulacion de este hongo, la misma que se determind entre el quinto y

sexio dia.

Para la segunda variable estudiada, es decir resistencia de Trichoderma spp a ocho
fungicidas, se concluye que 7richoderma spp puede ser aplicado conjuntamente con
los fungicidas Previcur y Stroby, los mismos que no causaron dafio a este hongo,

demostrado por su normal crecimiento y esporulacion.

Para el caso de antagonismo de Trichoderma spp. contra Botrylis cinerea, Fusarium
spp. Sclerotinia sclerotiorum y Monilia roreri,, las cuatro especies de Trichoderma spp.
presentaron especificidad en su control. Sin embargo, se destaca Trichoderma viride y
pseudokoningii para el combate de Botrytis cinerea, mientras que Trichoderma
harziemum  hace un mejor control de Monilia roreri, donde se pudo observar

parasitismo.

El mejor medio liquido fue melaza (M1) incubada por 48 horas. Para la produccion de
esporas de Yrichoderma spp en sustratos solidos, los tratamientos correspondientes a
amaranto y trigo en bandejas con o sin malla resultaron los mejores, con la mayor
produccion de esporas a partit de melaza (MI1) incubada por 48 horas, pero las
cualidades fisicas del amaranto le hacen el mejor sustrato sdlido. Finalmente, a pesar de
que estadisticamente no presentaron diferencias significativas los tres portadores inertes,
selita debe ser escogido para formulaciones en polvo mojable y caolinita para

formulaciones granulares por sus cualidades fisicas.
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VHI. SUMMARY
As an alternative method for the control of plant diseases caused by phylosphere and
soil pathogens, it was considered Trichoderma spp because of its multiple qualities,
which have made it the ideal candidate in the agroecosystems management.
However, in order to make this fungus easily available and accepted, it is necessary to
have appropriated formulations. For this reason, this research had the following
objectives:

> To determine the sporulation and growth curve of richoderma spp.

» To evaluate the resistance of Trichoderma spp to eight fungicides.

v

To establish the antagonism of Trichoderma spp against Botrytis cinerea,

Fusarium spp, Sclerotinia sclerotiorum and Monilia roreri.

v

To study two liquid media for the growth of Trichoderma spp.
» To evaluate four substrate for the growth and sporulation of Trichoderma spp.

» To evaluate two production methods of 7richoderma spp., under laboratory

conditions.
» To evaluate three inert substrates as carrtes of Trichoderma spp. spores.

A Completely Randomised Design, with factorial arrangement and three replications,

was utilised. The Tuckey test, at 5% level of significance, was used for mean separation.
The variables under study were:

»  Growth curve of Trichoderma spp.




> Antagonism of Trichoderma spp. against Botrytis cinerea, Fusarium spp.,

Sclerotinia sclerotiorum and Monilia roreri.

» Production of 7richoderma spp spores in a liquid culture incubated 24, 48 and
72 hours.

» Production of Trichoderma spp spores in four solid substrates.

%

» Viability of Trichoderma spp spores in three inert carriers.

With the purpose of knowing the best time for the harvesting of conidia, it was studied
the growth and sporulation curve of this fungus. It was determined that the best time

was between the fifth and sixth days.

For the resistance of Irichoderma spp to eight fungicides, it was concluded
Trichoderma spp can be applied together with Previcur and Stroby, because they do not

caused damage to the fungus, with had a normal growth and sporulation.

The four studied species of Trichoderma showed antagonism against Botrytis cinerea,
Fusarium spp. Sclerotinia sclerotiorum and Monilia roreri. However, Trichoderma
viride and T. pseudokoningii had a better control of Botrytis cinerea, while Trichoderma

harzianum was more eftective against Monilia roreri, where it was possible to observe

K %telg%n growth was observed molasses (M1) after 48 hours of incubation. For spore
production of 7richoderma spp in solid substrate, the tre‘a'tmems with amaranto and
wheat on trays with and without mesh, proved to be the best, although the physical
qualities of amaranto make it the most appropriated substrate. Finally, even though there
were not statistically significant differences among the inert carriers, because their
physical qualities, “selita” (diatomaceous earth) should be chosen for wetting powder

formulations, and kaolinite for granular ones.
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X. ANEXOS

ANEXO 1. Curva de crecimiento de Trichoderma spp durante 15 dias, expresado en

logaritmo.
Dias | T. harzianum T. reesei | T.pseudekoningii| T. viride
1 6,7 - 1,76 7,89 6,7
2 6,88 7.80 7,92 6,88
3 8.16 8,93 8,71 7.59
) 5.07 9.33 9.29 3.16
5 912 921 9,26 8,48
[ 9,49 9,69 9,63 8,86
7 9,64 9,67 9,83 9.07
8 2,82 9,63 9,73 8,96
9 9.96 9,68 9,94 8,11
10 9,94 9,93 10,02 9,02
11 9,79 9.76 9,95 8,93
12 9,72 9,63 9.88 8,89
13 9,59 9,68 9,88 8,88
14 9.91 9,84 10,12 8,88
15 | 9.72 9.85 10.13 .83




ANEXO 2. Produccion de esporas de 7richoderma spp en amaranto a partir de medie
liquido incubado por 24, 48 y 72 horas, expresado en logaritmo.

Variables:

A: Trichoderma spp. B: Medios liquidos. C: Tiempos de incubacién. R: Repeticiones

A B C R
1 1 1 1 9.69 2 i 1 1 9,49
1 1 1 2 9,82 2 1 1 2 9.59
1 1 1 3 9,57 2 1 1 3 938
1 1 2 X 9.93 2 1 2 1 951
1 1 2 2 9.77 2 1 2 2 9,92
1 1 2 3 9,80 2 1 2 3 9.71
1 1 3 1 9,46 2 1 3 1 9.05
1 1 3 2 9,62 2 1 3 2 8,80
L 1 3 3 933 2 1 3 3 3.59
1 2 1 I 9.75 2 2 ] 1 9,38
1 2 1 2 9.53 2 2 1 2 9.44
1 2 1 3 9.68 2 2 1 3 9.62
1 2 2 1 9,65 2 2 2 1 9,72
1 2 2 2 9,74 2 2 2 2 9,77
1 2 2 3 9.80 2 2 2 3 9.87
1 2 3 1 946 2 2 3 1 8,54
1 2 3 2 9,59 2 2 3 2 8,80
1 2 3 3 921 2 2 3 3 8.65
3 1 1 1 9,63 4 i 1 1 0,00
3 1 1 2 9.25 4 1 1 2 0,00
3 1 1 3 920 4 1 1 3 0,00
3 1 2 1 9.0 3 1 2 1 0,00
3 1 3 2] 10,09 4 1 2 2 0,00
3 1 2 3l 10,02 4 1 7 3 0,00
3 1 3 1 9,05 4 1 3 1 0,00
3 1 3 2 8,81 4 1 3 2 0,00
3 1 3 3 895 3 1 3 3 0,00
3 2 1 1 9.89 4 2 1 1 0,00
3 2 1 2 573 4 2 1 2 0.66
3 2 1 3 9,56 4 2 1 3 0,00
3 2 2 I 1003 4 2 2 1 0,00
3 2 2 2 9,38 4 2 2 2 0,00
3 2 2 3 9,83 4 2 2 3 0.00
3 2 3 1 9,05 4 2 3 1 0.00
3 2 3 2 8.99 4 p) 3 2 0,00
3 2 3 3 9,05 4 2 3 3 0,00




ANEXO 3. Resistencia de Trichoderma spp a: Benlate, Captan, Cobre Nordox,

Terraclor, Previcur, Stroby, Vitavax y Daconil. Radio de crecimiento en

cm de las colonias.

A: Fungicidas. B: Trichoderma spp. C: Dosis. R: Repeticiones

82

A
1 1 1 1| 0,00 000 0,00 2 1 1 1] o,00] 0,00 020
1 1 1 2[ 0,00 000 0,00 2 1 1 2| 000 0,10 0,10
1 1 1 3 0000 0,00 0,00 2 1 1 3] 000 0,00 0,10
1 1 2 1| 0,00 000 0,00 2 1 2 1 0,00] o010 0,10
1 1 2 2] 0,00{ 000] 0,00 2 1 2 2] To0,00[ 0,10] 0,10
1 ] 2 3] 000] 0,00 0,00 2 1 2 3 000 010 010
1 2 1 1 0,00{ 000 0,00 2 2 1 1 0,00[ 000 0,00
1 2 1 2l 0,00 0,00] 0,00 2 2 1 2l 000 000 0,00
1 2 1 31 0,00 000 000 2 2 1 31 0,00 000 0,00
1 2 2 1 0,00 000] 0,00 2 2 2 1| 0.00[ 0,00 0,00
1 2 2 2l 0,00 0,00} 000 2 2 2 2] 0.00] 0,00 0,00
1 2 2 3[ 0,000 000 0,00 2 2 2 3 0,000 000 0,00
1 3 1 1| 0.00] 000 0.00 2 3 1 1| 020 0,70 080
1 3 1 2] 000 0,00 000 2 3 1 2| 020 0,70 1,20
1 3 1 3 0,00 0,00 0,00 2 3 1 3] 0,10 080] 1,70
1 3 2 11 0,00 0,00 000 2 3 2 1| 000[ 030 050
1 3 2 2[ 0,00 0,00] 000 2 3 2 2| 000 0,10 0,50
1 3 2 3] 000 0,00 000 2 3 2 3 000 020 0,60
1 4 1 i] 0,00 0,00 0.00 2 4 1 1 o,00] 0,70[ 1,00
1 4 1 2] 0,00 0,00{ 0,00 2 ] 1 2[ 020 050 0,80
1 3 1 31 0,000 0,00 0,00 2 4 1 3] 020 0.70] 0,80
1 4 2 1 o0.00f 000 0,00 2 4 2 1 030 o040 0,60
1 4 2 2 o000 000] 0,00 2 3 2 2l 000 020 0,30
1 4 2 3 000 o000 000 2 4 2 3 0,100 030 0,70
3 1 1 1 0.00] 0,00 0,00 4 1 1 1] 030 120 340
3 1 1 2| 0,00 0,00 000 4 1 1 2| 030 1,80] 3,50
3 T I 3 0,000 0,00 0,00 1 1 I 3 0200 140 450
3 1 2 1 0,00[ 000 0.00 1 1 2 1 o000 040] 250
3 1 2 2] 0,00 0,00 0.00 4 1 2 2| 006 ©.70] 430
3 1 2 3] 000 000] 000 4 1 2 3] 000 020 280
3 2 1 1] 0,00 000 0,00 4 2 ] 1 0,70] 2,10] 3,10
3 2 1 2[ 0,00 0,00 0,00 4 2 i 2{ 070 240 3,00
3 2 1 3 0,00 000] 0,00 4 2 1 3 060 1,90 3.30
3 2 2 [ 0.00] 000 0,00 4 2 2 0,50 2,00 320
3 2 2 2[ 0.00] 0,00] 0,00 4 2 2 2[ 080 160 2,70
3 2 2 3] 0,00] 000 0,00 4 2 2 3 030] 2,50 3.10
3 3 1 i[ 000 000 0,00 4 3 1[ 1 1.20] 3,30] 450
3 3 1 21 0,00 0,00] 0,00 f 3 1 2| 130 3,50 4,50
3 3 1 31 0,000 000 0,00 4 3 1 3l 100l 3100 450
3 3 2 1 0,00 0.00] 0,00 4 3 2 1] 070 220 340




3 3 2 2] 6,00] 0,00 000 ] 3 2 2] 060] 1,80 240
3 3 2 3 0,00 0,00 0,00 4 3 2 3 0,70, 2,50] 4.0
3 4 1 1| 0.20[ 080] 1,40 g 4 1 1 040! 0,70] 1,00
3 4 1 20 0300 120] 1,80 2 4 1 2l 0500 070 1,10
3 4 1 3 0200 L00] 150 4 4 1 3 030 o060] 080
3 1 2 1| 0,16] 0,70] 1,00 4 4 2 1 000 o070 1,60
3 4 2 2] 0,10 0,80 120 % 4 2 2] 0,00[ 060 120
3 4 ] 3 0200 050 1.00 4 4 2 31 0,00] 080 180
5 1 1 1] 450] 450 450 6 I 1 1| 450 450 4,50
5 1 1 2| 450 450] 450 6 1 1 2| 450 450 4,50
5 1 1 3] 4s0] 4,50] 4,50 6 1 1 3 450 450 450
5 i 2 1l 450] 4,50] 450 6 1 2 11 450] 4.50{ 4.50
5 1 2 217450 4500 450 6 1 2 2] 4500 450 450
5 1 2 3| 450 450 450 6 1 2 3] 430] 450[ 450
5 2 1 1| 450] 450 450 3 2 ] il 330 450 450
5 2 1 2] 450] 450 450 6 2 1 2] 3,70] 4,50 4,50
5 2 i 3| 4,50] 4,50] 4.50 6 2 1 3 3,50 4.50] 4,50
5 2 2 1| 4,50] 450] 450 6 2 2 1] 3,000 420 4,50
5 2 2 2l 450] 450] 4,50 6 2 2 202800 a00[ 430
5 2 2 3 450 450 450 6 2 2 31 2.60] 3,80] 450
S 3 1 1| 3.60] 450 4.0 6 3 1 1| 19o[ 320 4,50
3 3 1 2| 3,80 450] 4,50 6 3 1 2 1.60[  3.00] 4,50
5 3 1 3| 8000 450 450 6 3 1 3] 1,80 360] 4,50
3 3 2 1| 3.20[ 4,50] 4,50 6 3 2 1] 1,80 3,50 4,50
5 3 2 2] 3.50] 4,30 450 6 3 2 2l 1,70]  3.30] 4,50
5 3 2 3] 3.70] 4,50] 4,50 6 3 2 3 1,40] 340] 4,50
5 3 1 1| 450] 450] 4,50 6 7 1 1| 1.60] 3,50 4,50
5 1 1 2] 450 4,50] 450 6 4 1 2[ 120 3,10 4,50
5 3 1 3| 450 450 450 6 4 1 3] 130 350 4,50
5 4 2 1 4.56] 450 4.50 6 4 2 1| 0.70] 2.40] 4.50
5 g 2 2[ a50] 4,50] 4,50 3 4 2 2| 0,60] 240 450
5 5 2 3| a50] 4,50] 450 6 4 2 3] 0,50 2.60] 4,50
7 1 ] I o00 000 000 8 1 I [ 0,00] o000 0,00
7 1 1 2] 0,000 000] 0,00 8 1 1 2l 0000 000] 000
7 1 1 3 0,00, 0,00 000 8 1 1 31 0,000 000 0,00
7 1 2 i o000] 0,00 0,00 8 I 2 1 0,000 0,00 0,00
7 1 2 2[ 0,00 0.00] 0,00 8 1 2 2[ 0,000 000 0,00
7 1 2 30,000 000 600 8 1 2 31 0,000 0,00] 0,00
7 2 1 i 0,00 000 0,00 8 2 1 1[ 0.00] 0,00 0,00
7 2 1 2| 000 000 000 8 2 1 2] 0,00 0000 000
7 2 1 3| 0,000 0.00] 000 8 2 1 3] 0,000 000 000
7 2 2 1] 0600 000 o000 g 2 2 1 0,00 0,00 0,00
7 2 2 2| 0,00 000] 0,00 8 2 2 2| 0,00 000] 0,00
7 2 2 3[ o000 000 000 8 2 2 3000 000] 0,00
7 3 1 1] 000 000 0,00 8 3 ] 1 000] o000 000
7 3 1 2] 000] 0.00] 0,00 8 3 1 21 000] 0,00 0,00
7 3 ] 3] 0,00] 0.00] 0,00 8 3 1 3 0000 0000 0,00
7 3 2 1} 000[ 0,00 0,00 8 3 2 1 0,00 0,00 0,00
7 3 2 2] 0,00 0,000 000 8 3 2 2[ 000 000 0,00
7 3 2 3] 0,00 0,00 000 8 3 2 3 0,000 0,000 0,00
7 1 1 11 0,00 0,00 0,00 8 N 1 1| 0,00 o0,10[ 0,20
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7 4 1 2] 0,00] o000 o000] 8 4 1 2[ 0,00 030 080
7 4 1 3 000 0,00] 000 g 3 i 3 000 o040 1,00]
7 4 2 1| o000 o000 000 8 4 2 1| 0000 0,00 0,00
7 4 2 2] 000 0,00 0,00 8 4 2 2| 0,00 0,00 000
7 1 2 31 0,00 0,00 0,00 8 4 2 3 0,00 000 0,00




ANEXO 4. Produccion de esporas de Trichoderma spp en tres sustratos solidos.

Variables:

A: Sustratos solidos. B: Trichoderma spp. C: métodos

1 1 1 1 9,00 3 1 1 1 8,45
1 1 1 2 8,95 3 1 1 2 8,00
1 1 1 3 9.38 3 1 1 3 8.90
1 1 2 1| 10,00 3 1 p) 1 8,60
1 1 2 2 981 3 1 2 2 8.36
1 1 2 37 1051 3 1 2 3 2,84
1 2 1 1 9,29 3 2 1 1 8.18
1 2 1 2 9,10 3 2 1 2 3,00
I 2 T 3 9,00 3 2 1 3 8,36
1 2 2 1 9.72 3 2 2 1 8,58
1 2 2 2 8,88 3 2 2 2 8,50
1 2 2 3 9.95 3 2 2 3 8.69
1 3 1 1 9,08 3 3 1 1 8,61
1 3 1 2 9.14 3 3 1 2 8,45
1 3 1 3 9,02 3 3 1 3 8,80
1 3 2 i 1012 3 3 2 1 8,70
1 3 2 2| 10,06 3 3 2 2 8,91
1 3 2 3 10,41 3 3 2 3 3.81
1 1 1 1 9,30
2 1 1 2 9.05
2 1 1 3 9.77
2 1 2 1 9,86
2 1 2 2 9,89
2 i 2 3 9.85
2 2 1 1 9.23
2 2 1 2 9.00
2 2 1 3 946
2 2 2 1 9.81
2 2 2 2 9.93
2 2 2 3 9.67
2 3 1 1 9.60
2 3 1 2 9.86

2 3 1 3 942
2 3 2 1 9.89
7 3 2 2 9,99
2 3 2 3 9,60

(21
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ANEXO 5. Viabilidad de las esporas de Trichoderina spp en tres portadores inertes
Variables:

A: Portadores inertes. B: Sustratos solidos. C: Trichoderma spp.

A B C R

1 1 1 1 92,6 2 2 2 3 80
1 I 1 2 90 2 2 3 1 92
1 1 1 3 88,9 2 2 3 2 93,4
1 1 2 1 843 2 2 3 3 91,1
1 1 2 2 83.1 2 3 1 1 87.7
1 1 2 3 812 2 3 1 2 89,9
1 I 3 1 89.6 2 3 1 3 933
1 1 3 2 915 ) 3 2 1 78
1 1 3 3 933 2 3 2 2 82,3
1 2 1 { 91,6 2 3 2 3 813
1 2 1 2 91 2 3 3 1 92
1 3 1 3 9272 2 3 3 2 933
1 2 2 1 84.6 2 3 3 3 95,1
] 2 2 2 81,7 3 1 1 1 91
1 2 2 3 82,8 3 1 1 2 92,2
1 2 3 1 883 3 1 1 3 89,8
1 2 3 2 89,2 3 1 2 1 80
L1 2 3 3 853 3 ] 2 2 853
1 3 1 1 94,3 3 1 2 3 83
1 3 1 2 91,7 3 1 3 1 903
1 3 1 3 92,6 3 1 3 2 922
1 3 2 1 813 3 1 3 3 93,5
1 3 2 2 803 3 2 1 1 953
1 3 2 3 79,2 3 2 1 2 903
1 3 3 1 923 3 2 1 3 91,8
1 3 3 2 91,4 3 2 2 1 76
1 3 3 3 895 3 2 2 2 31,1
2 1 1 1 923 3 2 2 3 83,1
2 1 1 2 90,8 3 ; 3 1 91
2 1 1 3 93,3 3 2 3] 2 922
2 1 2 1 36 3 2 3 3 90,5
2 1 2 p) 81,5 3 3 1 1 916
2 1 2 3 833 3 3 1 2 90
2 1 3 1 89.6 3 3 1 3 89,7
2 1 3 2 923 3 3 2 1 84,6
2 1 3 3 90 3 3 2 2 83.3
2 2 1 1 93.3 3 3 2 3 822
2 2 I 2 90,7 3 3 3 1 889
2 2 1 3 91,3 3 3 3 2 90,7
2 2 2 1 85 3 3 3 3 931
2 2 2 2 313 - - |




