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RESUMEN

El cultivo de mani en el Ecuador, debido a su susceptibilidad ante enfermedades
fungicas ha perdido interés agricola, por esto la aplicacion de microorganismos del
género Trichoderma controla eficientemente otras especies de patdégenos. El estudio se
realizd en el laboratorio de Sanidad Vegetal y el area experimental de la granja “Santa
Inés” de la Facultad de Ciencias Agropecuarias en la Universidad Técnica de Machala.
Se empled un disefio de Bloques Completamente al Azar, con 33 tratamientos, cuatro
cepas de Trichoderma y la mezcla (Mix), dos concentraciones (10" y 10" esporas/L) en
tres variedades de mani (INIAP 380, 381 y 382), tres testigos, con tres repeticiones,
evaluando 15 plantas por dosis, dando un total de 495 plantas. Las variables evaluadas
fueron: altura de planta (cm), ramas principales/planta, peso 100 semillas (g), peso

nédulos (g), numero de semillas/vaina, numero de semillas/planta, numero de
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vainas/planta, peso de semillas por planta, incidencia de roya e incidencia de moho
blanco. Los resultados obtenidos indicaron que la aplicacion de Mix incrementd la
produccion en todas las variedades y disminuyé la incidencia de las enfermedades:
roya (Puccinia arachidis) un 55% y el moho blanco (Sclerotinia sclerotiorum) 53% en

comparacion a los testigos.

Palabras clave: antagonismo, biocontrol, fitosanitario, leguminosa.

ABSTRACT

The peanut crop in Ecuador, due to its susceptibility to fungal diseases has lost
agricultural interest, therefore the application of microorganisms of the genus
Trichoderma efficiently controls other species of pathogens. The study was carried out
in the Plant Health laboratory and the experimental area of the "Santa Inés" farm of the
Facultad de Ciencias Agropecuarias at the Universidad Técnica de Machala. A
completely randomized block design was used, with 33 treatments, four Trichoderma
and its mix strains, two concentrations (10" and 10" spores/L) on three peanut varieties
(INIAP 380, 381 and 382), three controls, with three replicates, evaluating 15 plants per
dose, giving a total of 495 plants. The variables evaluated were: plant height (cm), main
branches/plant, 100 seed weight (g), nodule weight (g), number of seeds/pod, number of
seeds/plant, number of pods/plant, seed weight per plant, rust incidence and white mold
incidence. The results obtained indicated that the application of mix increased
production in all varieties and decreased the incidence of rust (Puccinia arachidis) by

55% and white mold (Sclerotinia sclerotiorum) by 53% compared to the controls.

Keywords: antagonism, biocontrol, phytosanitary, legume.

INTRODUCCION

El mani es una leguminosa de gran importancia economica y nutricional dentro de la
cadena productiva. Mundialmente se cultivan anualmente 20 millones de hectareas
entre las diferentes variedades en cada pais (Zapata et al., 2012). Su valor nutricional lo

posiciona como el cuarto cultivo oleaginoso a nivel mundial y dentro de las leguminosas
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es la tercera especie de importancia en relacion a sus contenidos de proteinas (24,0% a
36,0%) y lipidos (38,0% a 60,0%), a nivel industrial este cultivo se destaca
principalmente por la posibilidad de extraccién de aceites, los cuales son destinados a

diferentes sectores alimentarios (Montero, 2020).

El Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias de Ecuador sefiala que la
produccidén nacional de mani se encuentra distribuida principalmente en las provincias
de Loja, Guayas, Manabi y El Oro (INIAP, 2014). En los ultimos afios, se han cultivado
entre 12.000 a 15.000 ha, obteniendo un rendimiento aproximado de 800 kg de mani en
cascara por hectarea, siendo insuficiente para cubrir la demanda interna. Dentro de los
principales problemas que causan la baja productividad son las enfermedades de
manchas foliares tardias y tempranas causadas por Cercospora personatum,
Cercospora arachidicola, y roya por Puccinia arachidis, (Andrade & Tenelema, 2020).
Asi, Mondal & Badigannavar (2015), describen a la roya como de mayor importancia
economica en el cultivo de mani, reduce hasta el 57% del rendimiento y la calidad del
producto final, ademas eleva los costos de produccion por la aplicacion de fungicidas.
Por otra parte, el moho blanco causado por Sclerotinia sclerotiorum es otra enfermedad
devastadora con registros del 80% de marchitamiento de la plantacion, provocando

pudricion del tallo a nivel del suelo y posterior muerte de la planta (Wang et al., 2019).

Para hacer frente al problema ocasionado por enfermedades fungicas, los productores
de mani han optado por el uso de fungicidas de sintesis quimica en la prevencion y
control a las enfermedades. Son ampliamente conocidos los registros sobre el uso
elevado de agroquimicos con consecuencias negativas para el medio ambiente, la
salud humana y el equilibrio de la microbial del suelo (Raffa & Chiampo, 2021). En la
busqueda de alternativas sustentables se encuentra el control biolégico, esto con el fin

de mejorar la fitosanidad y la productividad de los cultivos (llla et al., 2020).

El uso de microorganismos benéficos en la agricultura, tales como el género
Trichoderma spp. es muy conocido para combatir hongos fitopatégenos como:
Phytophthora, Fusarium, Pythium entre otros, que afectan a un gran numero de cultivos,
por su antagonismo y facil adaptacion a distintas condiciones ambientales. Otro de los
beneficios que posee este género, es la degradacion de sustratos muy complejos que
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tienen altas cantidades de pectina, almidén y celulosa, que suplen su nutricidn,
generando una interaccién simbidtica con la biota del suelo y las plantas (Arévalo et al.,
2017).

Dentro del género Trichoderma se reportan diferentes especies como T. asperellum, T.
harzianum, T. reesei, esta ultima segun Gusakov (2011) caracterizada por la capacidad
de liberar enzimas degradadoras de celulosa, pectina y otros polisacaridos en la
produccion de biocombustibles como el bioetanol. En el caso de T. asperellum, tiene
actividad antagonista con Neofusicoccum al séptimo dia de contacto (Stracquadanio et
al., 2020); T. spirale segun Baiyee et al. (2019) y Abdel-Monaim et al. (2014), es el
hongo endofitico que inhibe el crecimiento micelial y la incidencia de enfermedades,
ademas, de alta actividad competitividad. T. melanomagna se caracteriza por el
biocontrol de hongos fitopatdgenos (Andrade-Hoyos et al., 2019). Ante la amplitud de
reportes sobre los beneficios de Trichoderma en el control biolégico, el objetivo de este
estudio fue evaluar el biocontrol de diferentes especies del género Trichoderma en el
estado fitosanitario del cultivo de mani bajo condiciones de campo en Machala,

Ecuador.

MATERIALES Y METODOS
Localizacion

El estudio se realizé en las instalaciones de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de
la Universidad Técnica de Machala (laboratorio de sanidad vegetal y la granja
experimental Santa Inés), ubicado a 03°17°16” Sur y 79°54°05” Oeste, altitud 5 m,
temperatura media anual 25-26 °C, humedad relativa promedio anual de 83 %-84 %,
precipitacion media anual entre 113-400 mm y heliofania 16 a 21 horas semanales
(INAMHI, 2017).
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Cepas de Trichoderma

Las cepas usadas en el estudio fueron recolectadas por Bermeo et al. (2022) e
identificadas por Merchan et al. (2022), y forman parte de la coleccion del laboratorio de
sanidad vegetal de la Universidad Técnica de Machala (figura 1).

T -

Figuré 1. Especie del género Trichoderma. A) T. spirale; B)I T. reesei; C) T.
asperellum; D) T. melanomagna.

Reactivacion de cepas. Se realizaron cultivos en cajas Petri y PDA, siguiendo la
metodologia planteada por Pérez et al. (2020) con la esterilizacion en autoclave (121 °C
por 15 minutos) y UV de medios, y siembra por técnicas de puncién y estriado (Sanz,
2011).

Multiplicacion masiva. La extraccion de esporas sigui¢ la metodologia de Bravo et al.
(2016) al elaborarse una solucion matriz extrayendo las esporas con espatula y
depositadas en vaso de precipitacion con agua destilada. Se homogeneizé por 12
minutos con agitador magnético. Para la inoculacion, se siguio la metodologia de Troya
& Vaca (2014) aplicando 5 ml de solucion en 120 g de arroz estéril y semicrudo en
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botellas de 350 ml. Se almacend a temperatura ambiente hasta obtener la esporulacién

visible en el sustrato.

Inéculos de campo. Para el conteo y dosificacion se utilizé la camara de Neubauer y un
microscopio a 40x (Euromex). A partir de 1 g de sustrato en 300 ml de agua destilada y
homogenizado con agitador magnético hasta tener una ligera coloracion verdosa, se
depositd una gota de la solucién en la camara para el conteo en la parte central de la

camara. Se utilizo la formula de Cafedo & Ames (2004):
X * 25 % 10000 = Fd=Esporasg/ml.
X ={ Promedio de esporas en los 5 cuadros.
25=:(Numero total de cuadrantes
0,1=¢10.000 de 1 ml

Fd=(Factor de dilucion (cantidad de agua destilada utilizada 300 ml)

Variedades de mani

INIAP 380: posee tolerancia a enfermedades, alto rendimiento, semillas moradas y de
gran tamano (INIAP, 2005). INIAP 381: conocida como rosita, tiene alto rendimiento,
sus semillas son medianas y de coloraciéon rosada a rojiza, es tolerante a roya y
cercosporiosis (INIAP, 2005). INIAP 382: llamada caramelo, ampliamente cultivada,
caracterizada por tener granos de color rojo rallado con colores crema o combinado y
tamafo mediano (INIAP, 2010).

Diseino experimental

Se empled un disefio de bloques completamente al azar (DBCA) con 33 tratamientos:
tres variedades, cuatro cepas (7. spirale, T. reesei, T. asperellum, T. melanomagna),
una mezcla de todas las cepas (Mix), dos concentraciones comerciales de inéculo (10
y 1072 esporas/L) y controles sin inoculacion para cada variedad (3) (tabla 1). Se
realizaron tres repeticiones con 15 plantas para un total de 495 plantas.
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Tabla 1. Tratamientos aplicados en el estudio.

Tratamiento Descripcion

D1 | INIAP 382 + T. spirale + 1x10"" esporas

D2 | INIAP 382 + T. spirale + 1x10'? esporas

D1 | INIAP 382 + T. reesei + 1x10"" esporas

D2 | INIAP 382 + T. reesei + 1x10" esporas

3C D1 | INIAP 382 + T. asperellum + 1x10" esporas
V1 D2 | INIAP 382 + T. asperellum + 1x10 '* esporas

D1 | INIAP 382 + T. melanomagna + 1x10'" esporas

1C

2C

ie D2 | INIAP 382 + T. melanomagna + 1x10" esporas
5C D1 | INIAP 382 + Mix + 1x10" esporas
D2 | INIAP 382 + Mix + 1x10" esporas
D1 | INIAP 381 + T. spirale + 1x10"" esporas
1c D2 | INIAP 381 + T. spirale + 1x10" esporas
2C D1 | INIAP 381 + T. reesei + 1x10"" esporas

D2 | INIAP 381 + T. reesei + 1x10" esporas
V2 D1 | INIAP 381 + T. asperellum + 1x10"esporas

3C D2 | INIAP 381 + T. asperellum + 1x10'? esporas
D1 | INIAP 381 + T. melanomagna + 1x10"" esporas

4C D2 | INIAP 381 + T. melanomagna + 1x10'? esporas
50 D1 | INIAP 381 + Mix + 1x10"' esporas
D2 | INIAP 381 + Mix + 1x10" esporas
1C D1 | INIAP 380 + T. spirale + 1x10"" esporas
D2 | INIAP 380 + T. spirale + 1x10'? esporas
2C D1 | INIAP 380 + T. reesei + 1x10" esporas
D2 | INIAP 380 + T. reesei + 1x10"? esporas
V3 30 D1 | INIAP 380 + T. asperellum + 1x10" esporas
D2 | INIAP 380 + T. asperellum + 1x10'? esporas
AC D1 | INIAP 380 + T. melanomagna + 1x10" esporas
D2 | INIAP 380 + T. melanomagna + 1x10" esporas
D1 | INIAP 380 + Mix + 1x10" esporas
5C D2 | INIAP 380 + Mix + 1x10" esporas
Control V1 INIAP 382
Control V2 INIAP 381
Control V3 INIAP 380

V, variedad de mani; C, cepa de Trichoderma; D, dosis aplicada.

El cultivo fue plantado de manera manual a distancias de 0,25 m entre planta y 0,25 m

entre hilera. El area total fue de 136,5 m? con cuatro camas de 24 m de largo y una de 3
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m, 1 m de ancho de cama y 0,5 m de canal entre camas. El riego fue por aspersion. La
cosecha fue manual. Se realizaron tres aplicaciones de los inéculos por aspersién foliar
(Truper) a los 20 dias después de siembra (DDS), 40 DDS y 60 DDS, aplicando 2 L de

solucion por unidad experimental.

Variables evaluadas

Se realizd seguimiento a las variables: altura de planta (AP - cm) y numero de ramas
principales/planta (RP) de acuerdo al descriptor de mani de la Junta Internacional de
Recursos Fitogenéticos y el Instituto Internacional de Investigacién de Cultivos para los
Trépicos Semiaridos (IBPGR & ICRISAT, 1992). También a la cantidad de nodulos de
fijacion de nitrégeno (PN — g) segun la metodologia de Grageda-Cabrera et al. (2003).
Las variables de rendimiento peso 100 semillas (P100 - g), numero de semillas/vaina
(SV), numero de semillas/planta (SP), numero de vainas/planta (VP), peso de semillas
por planta (PSP), y las variables fitosanitarias: incidencia de roya (IR %) e incidencia de

moho blanco (IMB %) con la metodologia de Moreira (2018).

El momento de determinacién de las variables altura de planta y numero de ramas
principales fue a la cosecha como las variables de incidencia de roya y moho blanco
contabilizando el numero de plantas que presentaron sintomatologias. Las variables
restantes fueron tomadas 5 dias después de la cosecha, tiempo que redujo la humedad

y peso del material.
Analisis estadistico

Se realizé un andlisis de varianza y comparacion de medias mediante la prueba de
Tukey con un 5% de significancia, utilizando software SPSS 18 y siguiendo los

procedimientos de Moscoso et al. (2022).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Efecto sobre variedades

Se encontraron diferencias significativas entre variedades para todas las variedades
evaluadas a excepcion de la incidencia de roya (tabla 2). La variedad INIAP 382
presentd el mayor peso de 100 semillas (P100) con 73,26 g registro superior a los
reportes de su lanzamiento (INIAP, 2010) de 50 g, ademas, presentd los mejores
registros estadisticos en las variables peso de semillas por planta (PSP), altura de la
planta (AP), ramas principales (RP), peso de nédulos (PN) y vainas por planta (VP)
mostrando su alto vigor y menor incidencia ante el moho blanco y roya en comparacion
a la variedad INIAP 381. El mejor desemperfio de la variedad INIAP 382 sea favorecido
por Trichoderma, que promueve el crecimiento vegetal al secretar compuestos
hormonales como giberelinas, citoquininas, auxinas y algunos acidos organicos que
promueven la solubilizacién de nutrientes y facilitan la absorcion mejorando asi el
desarrollo (Companioni et al., 2019). La variedad INIAP 382 presenté6 mayor VP con
9,48 vainas y la variedad INIAP 380 mayor PSP con 12,87 g.

No se observaron diferencias significativas en la incidencia de roya con menor
incidencia en la variedad INIAP 382 (14,06%). Para el moho blanco se encontraron
diferencias significativas con menor incidencia en la variedad INIAP 380 (7,52%) y
como lo describe el obtentor (INIAP, 2005) acerca de su tolerancia a varias
enfermedades. Ademas, Trichoderma es precursor de sustancias elicitoras que inducen
a la resistencia sistémica como mecanismo de defensa en plantas (Companioni et al.,
2019).
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Var. P100 PSP AP RP SV SP PN VP IMB IR

V1 | 73,3x0,8a | 12,4+0,3a | 17,2+0,2a | 3,9+0,0a | 1,840,0c | 17,2+0,4 b | 0,3x0,0a | 9,9+0,2a | 12,6x1,1b | 14,1£1,0 a
V2 | 61,2+0,8c | 9,3+09b | 15,2+0,2b | 3,7+0,0b | 2,0+0,0b | 14,8+0,4c | 0,7+0,0b | 7,4+0,2b | 22,4+1,1a | 18,2+1,0 a
V3 |658+0,8b | 12,9+0,3a | 18,9+0,2a | 3,6+0,0b | 2,6+0,0a | 19,6+0,4a | 0,2+0,0c | 7,5+0,2b | 7,5¢1,1¢c | 17,9+1,0 a
F 22,61 15,77 14,02 7,68 121,44 12,57 62,30 16,05 15,95 1,66

Sig. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,19

P100: peso de 100 semillas (g). PSP: peso de semillas por plantas (g). AP: altura de plantas (cm). RP: ramas principales por
planta. SV: semillas por vaina. SP: semillas por plantas. PN: peso de nédulos. VP: vainas por planta. IMB: incidencia de moho
blanco (%). IR: Incidencia de roya (%). Medias con letra diferente indica diferencias significativas segun la prueba Tukey

(P<0,05).
Tabla 3. Efecto de Trichoderma spirale (1C), T. reesei (2C), T. asperellum (3C), T. melanomagna (4C) y su combinacion (5C)
sobre mani.
Cepa P100 PSP AP RP SV SP PN VP IMB IR
Control | 60,840,8 a | 9,6+0,9a | 15,6¢0,2a | 3,6+0,0a | 1,9+0,0b | 15,6+0,4a | 0,2+00b | 8,1+0,8a | 58,2+1,1a | 61,8t1,0a
1C 66,7+0,8a | 12,3t0,9a | 17,940,2a | 3,8¢0,0a | 2,2+0,0a | 18,3t0,4a | 0,3x0,0a | 8,5£0,8a | 15,6+1,1b | 13,3+1,0 bc
2C 68,6+0,8 a | 11,9+0,3a | 16,3+0,2a | 3,7t0,0a | 2,1+0,0ab | 17,1£0,4a | 0,3x0,0a | 8,0+t0,2a | 14,4+1,1b | 13,3+1,0 bc
3C 68,5+0,8 a | 11,4+0,3a | 16,940,2a | 3,7¢0,0a | 2,1+0,0ab | 17,5¢0,4 a | 0,8+0,0 a | 8,1£0,18 a | 6,7+1,1 bc | 10,0+1,0 bc
4C 66,6+0,8 a | 10,9+0,3a | 17,0+0,2a | 3,7£0,0 a | 2,2+0,0 ab | 15,9+0,4 a | 0,2+0,0a | 7,3t0,2a | 7,8t1,1bc | 17,8x1,0b
5C 66,4+0,8 a | 12,0+0,3a | 16,9+0,2a | 3,8t0,0a | 2,1+0,0ab | 18,0+t0,4a | 0,9+0,0a | 8,9t0,2a | 4,4t1,1c 6,7£1,0c
F 1,50 1,54 1,40 1,67 1,53 1,18 6,46 1,64 49,62 67,04
Sig. 0,18 0,17 0,22 0,14 0,17 0,31 0,00 0,14 0,00 0,00

P100: peso de 100 semillas (g). PSP: peso de semillas por plantas (g). AP: altura de plantas (cm). RP: ramas principales por
planta. SV: semillas por vaina. SP: semillas por plantas. PN: peso de nédulos, VP: vainas por planta, IMB: incidencia de moho
blanco (%). IR: incidencia de roya (%). La misma letra en la columna indican diferencias significativas segun la prueba Tukey
(P<0,05).
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Efecto de las cepas de Trichoderma spp.

Se encontraron diferencias significativas en las variables semillas por vaina (SV), peso
de nodulos (PN), y la incidencia del moho blanco y roya (tabla 3). El tratamiento control
presento los resultados mas bajos para todas las variables y la mayor incidencia de las
enfermedades. El tratamiento con la combinacién de cepas de Trichoderma (5C)
presentd la menor incidencia de enfermedades. Se observaron los mejores resultados
en el peso de 100 semillas (P100) en T. reesei (68,62 g) y el peso de semillas por
planta (PSP) con T. spirale (12,3 g), en concordancia de la investigacién de Neelipally

et al. (2020), obtenido los mejores resultados con el uso de Trichoderma spp.

El tratamiento 5C redujo el 53,8 % de la incidencia del moho blanco en comparacion al
control y de acuerdo con Michel-Aceves et al. (2013), el género Trichoderma tiene
efecto antagonista a patdégenos por mecanismos de micoparasitismo, antibiosis,
competencia por espacio y nutrientes. Control similar fue observado en la incidencia de
roya (55,11%) mostrando la efetividad de Trichoderma al ataque de patdégenos
(Romero-Arenas et al., 2017; Cruz-Triana et al., 2018).

Efecto de la dosis de inoculacién

No se encontré diferencias significativas en la cantidad de ramas principales (RP),
semillas por planta (SP) y vainas por planta (VP). El tratamiento control sin inoculacién
presentd los menores resultados en la mayoria de las variables y la mayor incidencia de
enfermedades (tabla 4). La dosis 1X10' presenté los mejores resultados para peso de
semillas por planta (11,9 g), altura de la planta (17,6 cm), semillas por vaina (2,2) y
vainas por planta (8,2). La dosis 1X10' obtuvo el mayor peso de 100 semillas (68,78 g)
y la menor incidencia de moho blanco (6,7%). Estos resultados indica que Trichoderma
favorece el rendimiento de los cultivos incluso a dosis mas bajas (1x10°) segin Chagas
et al. (2019). El efecto antagonista de Trichoderma independiente de la dosis (tabla 4) y
la cepa (tabla 3) redujo al 15,6% la incidencia de moho blanco y 17,8% la incidencia de
roya mostrando la accion preventiva y control de fitopatégenos (Campanioni et al. 2019;
Chagas et al., 2019; Medeiros et al., 2022).
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Tabla 4. Efecto de la dosis de inoculaciéon de Trichoderma en mani.

Dosis | P100 PSP AP RP Y SP PN VP IMB IR
COT”" 60,8:t0,8¢c | 9,6¢0,3b | 156£0,2b | 3,620,0a| 1,9t0,0b| 156:0,4a | 0,2¢t0,0b | 8,1t0,2a | 58,2+1,1a| 61,8t1,0 a
1X10" | 68,8£0,8a | 11,5¢0,3 ab | 16,8+0,2 ab | 3,7+0,0 a| 2,1£0,0 ab| 16,90,4 a | 0,3t0,0a | 8,1#0,2a | 6,7+1,1¢c | 12,4¢+1,0b
1X10% | 65,9¢0,8 bc | 11,9:0,3a | 17,6£0,2a | 3,740,0a| 2,2t0,0a| 17,8204 a | 0,3:0,0 a | 8,2¢0,2a | 12,9¢1,1 b| 12,0£1,0 b
F 4,61 2,61 4,69 1,48 5,60 1,38 16,18 0,05 117,07 152,76
Sig. 0,01 0,07 0,01 0,22 0,00 0,25 0,00 0,94 0,00

0,00
P100: peso de 100 semillas (g). PSP: peso de semillas por plantas (g). AP: altura de plantas (cm). RP: ramas principales por
planta. SV: semillas por vaina. SP: semillas por plantas. PN: peso de nddulos, VP: vainas por planta, IMB: incidencia de moho
blanco (%). IR: incidencia de roya (%). Medias con la misma letra indican diferencias significativas segun la prueba Tukey
(P<0,05).
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CONCLUSIONES

La inoculacion de Trichoderma en mani reduce la incidencia de roya y moho blanco,
mostrando los mejores resultados con la combinacion de cepas que disminuyd un 55%
la incidencia de roya y un 53% la incidencia del moho blanco independientemente de la

variedad de mani y de la dosis aplicada.

El uso de Trichoderma presentd un efecto positivo sobre las variables evaluadas,
incrementando el rendimiento de las variedades, independientemente del tipo de cepa y

de la dosis aplicada.

Conflicto de intereses: el autor declara no tener algun conflicto de interés que ponga

en riesgo la validez de los resultados presentados.
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