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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion, se realizé en el laboratorio de
Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional de Tumbes, entre octubre del 2021 a marzo del 2022, con la
finalidad de conocer la capacidad antagonica de una cepa comercial y
nativa de Trichoderma harzianum frente a Rhizoctonia solani, R. oryzae y
R. oryzae — sativae. Los resultados indican que, la cepa comercial de
Trichoderma, a nivel in vitro, inhibe el crecimiento radial de R. solani, en un
60%, mientras que la cepa nativa lo hace en un 57,5%, algo similar ocurre
con R. oryzae - sativae, donde la cepa comercial inhibe en 61,25% y la cepa
nativa en un 58,63%; para el caso de R. oryzae la cepa nativa inhibi6é en un
61% y la comercial en 60.88%. A nivel de antagonismo, la cepa comercial
mostré un alto nivel en lisis, vacuolizacion, fragmentacion y enrollamiento
frente a R. solani y R. oryzae-sativae y un nivel moderado con R. oryzae.
No sucedi6 lo mismo con la cepa nativa, que solamente presentd un alto
nivel en lisis y vacuolizacion frente a R. solani y, con R. oryzae
fragmentacién y vacuolizacion; el mecanismo de granulacion y penetracion
se mostraron en un bajo nivel; al evaluar la accion de Trichoderma en la
raiz, la cepa comercial desarrollo profusamente y mostré endoparasitismo,
no ocurre lo mismo con la cepa de Trichoderma nativo que tuvo un
desarrollo escaso en la raiz y no mostré accién endoparasita; finalmente,
con la cepa comercial se mostré mayor desarrollo del sistema radicular,
obteniendo un peso fresco promedio de 2.447 g., superando al tratamiento

con cepa nativa 0.566 g. y en 1.242 g. al testigo.

Palabra clave: Endo y ecto parasitismo, mecanismos de accion, control
bioldgico
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ABSTRACT

This present research was carried out in the Phytopathology laboratory of the
Faculty of Agricultural Sciences of the National University of Tumbes, between
October 2021 and March 2022, with the purpose of knowing the antagonistic
capacity of the strain. commercial and native Trichoderma harzianum against
Rhizoctonia solani, R. oryzae and R. oryzae — sativae. The results indicate that
the commercial strain of Trichoderma, at the in vitro level, inhibits the radial
growth of R. solani by 60%, while the native strain does so by 57.5%, something
similar occurs with R. oryzae - sativae, where the commercial strain inhibits by
61.25% and the native strain by 58.63%; In the case of R. oryzae, the native
strain inhibited by 61% and the commercial one by 60.88%. At the level of
antagonism, the commercial strain showed a high level of lysis, vacuolization,
fragmentation and coiling against R. solani and R. oryzae - sativae and a
moderate level with R. oryzae. The same did not happen with the native strain,
which only presented a high level of lysis and vacuolization against R. solani and,
with R. oryzae, fragmentation and vacuolization; the granulation and penetration
mechanism were shown at a low level; when evaluating the action of Trichoderma
in the root, the commercial strain developed profusely and showed
endoparasitism, the same does not occur with the native Trichoderma strain that
had a scarce development in the root and did not show endoparasitic action;
Finally, with the commercial strain, greater development of the root system was
observed, obtaining an average fresh weight of 2.447 g, exceeding the treatment
with the native strain by 0.566 g. and the control by 1.242 g.

Keyword: Endo and ecto parasitism, mechanisms of action, biological control
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

Rhizoctonia spp., es un fitopatbgeno que ataca al cultivo de arroz, y que, en
niveles severos provoca grandes dafios que pueden reducir parte de la
produccion. Los hongos de este género tienen la capacidad de sobrevivir por
muchos afios en condiciones adversas, a través de estructuras de conservacion

en el suelo.

Por mucho tiempo se ha manejado este problema con el mal uso del control
quimico, permitiendo la aparicion de diversos problemas y la contaminacion del
medio ambiente. El uso de control biolégico es una opcién que es necesario
implementar, pero el uso de microorganismos de dudoso proceso, hacen que se

no se tengan los resultados que se esperan.

Trichoderma es un antagonista de mayor uso, que se comercializa con poco
control, proveniente de un proceso artesanal, que no garantiza los resultados
gue se requiere en el control de un fitopatdogeno. Las especies de Trichoderma
estan constituidas por cepas genéticamente distintas, con diferente capacidad
antagonica, la ventaja de un producto comercial frente a un artesanal es su

estabilidad genética y control frente a un fitopatégeno.

Esta investigacion busca bridar las posibilidades de control que tiene
Trichoderma frente a estos patégenos del suelo; por ende, un buen manejo de
este biocontrolador permitira reducir el uso de agroquimicos, disminuir las
posibilidades de resistencia genética de los fitopatdogenos, ademas de generar el

menor impacto en la vida microbiana del suelo.
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Por ello, la presente investigacion tuvo como objetivo evaluar la capacidad
antagonica de dos cepas de Trichoderma harzianum, comercial y nativa, a nivel

de laboratorio frente a Rhizoctonia spp., en Tumbes.
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CAPITULO Il

2. ESTADO DEL ARTE

2.1 Antecedentes

Estudios realizados en Tumbes por Garrido (2009), reportaron los dafios
ocasionados por las especies de Rhizoctonia solani, R. oryzae y R. oryzae-
sativae, en el cultivo de arroz. Posteriormente, Garrido (2019), a través de
pruebas duales in vitro frente a una cepa comercial de T. harzianum, comprobé
que, este antagonista presentd un alto grado de micoparasitismo frente a
Rhizoctonia spp, corroborando lo descrito por Chet y Benhamou (1998), quienes
aseguran que Trichoderma al entrar en contacto con R. solani, desarroll6 un alto

nivel de enrollamiento y penetracion.

Reina et al. (2013), en su articulo reconoce los mecanismos de accién y afirma
gue mientras un aislamiento de Trichoderma, evidencie diferentes modos de
accion frente a un patégeno, sera mas eficiente su control. Lo mismo reportan
Harman y Kubicek (2014), al describir las habilidades micoparasiticas que
poseen Trichoderma, como competencia por espacio y produccién de
compuestos que segregan frente a los fitopatdégenos, ejerciendo un biocontrol
tan importante en la agricultura. Por ello, Thrane et al. (1995), manifiestan que
a veces esta capacidad de control se ve afectada por diversos factores
ambientales, indicando que es necesario minimizar la variabilidad para

garantizar su persistencia y optar por estos organismos como agentes de control.

Villegas (2005), determind que al inocular la semilla con T. harzianum,
disminuyen las poblaciones de R. solani. De igual modo, Orrala (2013), en su
investigacion afirma que, Trichoderma spp., tiene la capacidad de colonizar la
superficie de la raiz, tanto en plantas adultas, como aquellas provenientes de

semilla tratada.
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Por ello que, son diversos los beneficios de Trichoderma al ser inoculado, entre
ellos esta el mejor desarrollo del sistema radicular, lo que lleva a una mayor
produccion de pelos absorbentes y un mayor enraizamiento de la planta

inoculada (Harman, 2006).

Martinez et al. (2008), también asegura que el control de Trichoderma puede
variar debido a la especificidad que tenga la cepa y de sus modos de accion.
Ante ello, Pineda et al. (2017), indica que es importante realizar diversos estudios
previos para la comercializacion de los biopreparados, como considerar el nivel
de concentracion de inoculo, ademas de la viabilidad que tengan las esporas y

gue densidad de in6culo se mantenga al aplicar el producto.

En consecuencia, entre los formulados de hongos, T. viride y T. harzianum son
las especies mas usadas como ingredientes principales, debido a su amplia

gama de hospederos, entre ellos Rhizoctonia spp. (Verma et al., 2007).

2.2 Rhizoctonia en el cultivo de arroz (Oryza sativa)

El complejo de hongos llamado Rhizoctonia tienen una gran distribucion a nivel
mundial, gran parte de este grupo, son patbgenos que tienen importancia
agricola, forestal y acuatica; con la excepcion de algunos que no ocasionan
dafios. Otros son organismos saprobios que habitan en materia organica
descompuesta, y otros pueden realizar simbiosis con algunas orquideas y

musgos (Cubeta y Vilgalys, 2000).

Rhizoctonia solani es la especie que mas se ha estudiado (Parmeter y Whitney,
1970). Este patégeno distribuido mundialmente posee un rango muy amplio de
hospedantes ocasionando dafios en diversos cultivos. Por su versatilidad los
estudios son de tipo ecologico, patologico y también de control biolégico (Sneh
et al., 1996).

19



2.3 Control bioldgico

Cuando las plantas sufren enfermedades se genera un obstaculo para la
produccion, ya que se ven afectados los rendimientos del cultivo originandose
pérdidas econdmicas. Por esta razon, existe el control biolégico, una alternativa
segura y favorable para el medio ambiente que sirve para controlar las
enfermedades en las plantas. Este control lo ejercen los mismos
microorganismos, realizando diversas interacciones antagoénicas con la finalidad

de sobrevivir (Viterbo y Horwitz, 2010).

Trichoderma spp. tiene mayor uso, debido a su gran capacidad para disminuir
enfermedades ocasionadas por hongos fitopatdgenos. Trichoderma ejerce el
control a través de sus mecanismos de accion como la competencia por espacio
y nutrientes, ademas de la antibiosis y el Micoparasitismo (Benhamou y Chet,
1997), permitiéndole su establecimiento en la rizosfera de la planta para realizar

simbiosis sin generar virulencia u otro problema (Shoresh et al., 2010).

2.4 Trichoderma harzianum

Es un antagonista de los patdogenos que dafian las raices de las plantas.
Trichoderma mejora el desarrollo radicular, bloqueando la accién de las
enfermedades en el suelo y en las raices del préximo cultivo. También actia
como acondicionador y bioestimulante de la flora nativa, secreta enzimas para
hidrolizar la pared celular de los hongos patdgenos y tomar los nutrientes, (B —
glucanasas, quitinasas, celulasas y glucanasas) (Hernandez et al, 2019); asi
mismo, absorbe nutrientes de los productos organicos ayudando a su
descomposicion, favoreciendo la incorporacion de materia organica y
compostaje; su velocidad de crecimiento permite la invasion de suelos para

controlar.
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Este agente es muy versatil y polifacético, que aporta muchos beneficios para el
control de patdégenos fungicos y en la nutricion de microorganismos del suelo
(Valdés, 2014). El ingrediente activo son esporas en latencia de Trichoderma
harzianum (ORIUS BIOTECH, 2017).

2.4.1 Funciones de Trichoderma.

a. Promotor del desarrollo vegetativo.

Al tener contacto con la planta, Trichoderma, genera un estimulo del crecimiento
y desarrollo en las raices, a través de la adherencia, penetracion y colonizaciéon
que se da dentro de las mismas. Gracias a la produccion de metabolitos y
hormonas como las auxinas, se pueden controlar estos estimulos, y ademas
permite que la planta asimile algunos nutrientes como el zinc, cobre, etc. que
fueron solubilizados por las cepas anteriormente (Hermosa, y otros, 2013). Los
compuestos organicos volatiles o lipofilos son moléculas promotoras del
crecimiento y han sido reconocidas y destacadas por realizar esta funcién en las
plantas (Lee et al., 2016).

b. Induccion de resistencia (IRS)

Como todo ser vivo, las plantas viven rodeadas de muchos microrganismos, y
con ello estan expuestas a los peligros que pueden sufrir por éstos en su
desarrollo. Al detectar alguna amenaza, las plantas crean sus propias

respuestas de defensa con la finalidad de sobrevivir (Lorenzo et al., 2011).

Una buena capacidad se genera por la activacion de las defensas, ademas de
paredes celulares reforzadas y el almacenamiento de compuestos
antimicrobianos, debido a lainmunidad innata del sistema vegetal. La resistencia
sistémica adquirida (SAR) y la resistencia sistémica inducida (ISR) se activan
cuando se detectan lesiones en el tejido, producida por los patdgenos o por la

interaccion con microorganismos promotores del crecimiento (Zipfel, 2014).
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Shoresh et al., (2010), asegura que, Trichoderma spp., posee la habilidad para
controlar patégenos que atacan las raices, follaje y frutos. Esto se atribuye a la
capacidad del hongo, el cual reprograma la expresién genética de la planta.
Existen diversas clases de compuestos que se liberan en el lugar de interaccion;
asi como diferentes especies de Trichoderma producen otros compuestos
secundarios que inducen la resistencia en las plantas, y que a su vez esto lleva

a una disminucion de la enfermedad.

c. Facilitador de la solubilizacion y absorcion de nutrientes

Trichoderma spp., es un organismo que necesita fuentes de carbono que son
dificiles de biodegradar, como las ligninas y celulosas que ayudan a desarrollar
su metabolismo. Ademas, tiene la capacidad de distribuir nutrientes que se
encuentran en el suelo, a través de la excrecién de enzimas extracelulares, para
transformar los compuestos nitrogenados organicos en inorganicos, como el
amonio, y fosforados organicos en inorganicos, entre otros. Cuando los
nutrientes estan solubilizados, las plantas pueden utilizarlos, mejorando su salud

y resistencia contra los patdégenos (Norte, 2008).

d. Biorremediador de suelos

Trichoderma es capaz de producir enzimas que degradan residuos vegetales,
asi como aquellas enzimas especializadas que degraden o simplifiquen las
moléculas mas complejas, como los compuestos que contienen los pesticidas
(DDT, endosulfan, pentacloronitrobenceno) y herbicidas (Trifluralin y Glifosato)
entre otros (Norte, 2008).

e. Variabilidad genética

Es una de las caracteristicas que permite ampliar los estudios basados en la

seleccién de cepas vitales en el control biolégico. Conocer la influencia de los
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factores bioecoldgicos en su fisiologia y el comportamiento de los mecanismos

de accién en el control, son necesarios en Trichoderma spp.

A través del ADN puede analizarse la variabilidad inter e intraespecifica, que
conduce al desarrollo de marcadores moleculares, utiles para los estudios
filogenéticos y la obtenciéon de una mayor informacién del genoma y de las
expresiones que pueden influenciarse por el ambiente, con fines de resolver las

relaciones filogenéticas en estudio (Druzhinina et al. 2012).

Los marcadores moleculares mas utilizados son:

+ Polimorfismo de la Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLP-
Restriction Fragment Length Polymorphism).

* Polimorfismo del ADN Amplificado al Azar (RAPD-Random Amplified
Polymorphic DNA).

» Secuencias Simples Repetidas (SSR-Single Sequencies Repeat).

» Polimorfismo de la Longitud de los Fragmentos Amplificados (AFLP-Amplified

Fragments Length Polymorphism).

Estos marcadores moleculares son herramientas de estudios genéticos y
taxonoémicos, que pueden identificar rapidamente caracteres de importancia y
mapas genéticamente en poblaciones fungicas. Estas técnicas han sido
utilizadas para detectar variabilidad genética en especies de Trichoderma.
Actualmente se sabe que, es preferible usar dos o mas tipos de marcadores para
obtener buenos resultados, considerando la experiencia del investigador, las
ventajas y desventajas que presentan. Aun asi, no es imposible llegar a una
identificacion precisa de las especies, siempre y cuando se introduzcan los

nuevos avances biotecnologicos.
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f. Interaccion con otros microorganismos y plantas

Harman et al. (2004), asegura que algunas cepas de Trichoderma ademas de
controlar biolégicamente, pueden realizar interacciones y colonizar la epidermis
de las raices externamente. Esta accion de Trichoderma maximiza el sistema
inmune de la planta, frente a los fitopatégenos (Vargas et al., 2011). Cuando
Trichoderma llega a la rizosfera se genera un ambiente adecuado, que le permite
a la planta dar una mejor respuesta frente al estrés biotico y abiético; ademas se
forma la interaccion microorganismo-planta que trae consigo multiples beneficios

que promueve el crecimiento, la resistencia, entre otros (Keswani et al., 2014).

g. Importancia biotecnol6gica de Trichoderma

Algunas especies del género Trichoderma spp. han sido utilizadas en las
aplicaciones biotecnolégicas porque pueden producir proteinas de importancia
biolégica. Esto se debe a las enzimas que tienen para degradar celulasas y
hemicelulasas, las cuales despolimerizan la biomasa en azucares simples,

resultando productos biocombustibles como el etanol, entre otros.

Los estudios basados en este género, se han amplificado con el pasar de los
afos por los beneficios que brinda en la agricultura, registrandose a nivel mundial
mas del 60% de biofungicidas compuestos por estos microorganismos (Verma
et al., 2007).

Muchos estudios se basan en el desarrollo de cepas de Trichoderma, para
producir compuestos como antibioticos, micotoxinas, fitotoxinas y enzimas.
Explicar la relaciéon de Trichoderma-planta y sus ventajas sigue siendo uno de
los objetivos de estudio con el fin de conocer las interacciones con factores

bidticos y abioticos (Hermosa et al., 2012).

24



2.4.2 Mecanismos de accién

1. Competencia por espacio y nutrientes

Es uno de los principales mecanismos que ejerce Trichoderma en el biocontrol,
caracterizado por comportamiento desigual de varios organismos frente a una
misma necesidad, siempre que uno logre obtenga mayor acceso del
requerimiento que los demas (Infante et al., 2009).

La capacidad que tiene Trichoderma para desarrollarse rdpidamente en el suelo,
le permite competir por espacio y nutrientes mientras coloniza la rizosfera de las
plantas. Ademas de producir sustancias que degradan la materia organica, para
usarla como fuentes de carbono y nitrégeno, evitando que otros microrganismos

no deseados puedan desarrollarse en el medio.

Otras caracteristicas reportadas en estudios muestran que Trichoderma es
capaz de segregar sideroforos, actuando como un agente quelante que toma los
iones hierro, provocando un déficit de nutrientes para Botrytis cinérea. Asi como
también la produccién de hidrofobinas, que favorece la unién de los filamentos a
las raices que no tienen contacto con el agua, y finalmente, las cepas han
demostrado ser resistentes a las sustancias téxicas que producen algunas

plantas al detectar infecciones por hongos (Blaszczyk et al., 2014).

Otra caracteristica recientemente reportada en cepas de Trichoderma
harzianum, fue la produccion y actividad mejorada de hidrofobinas durante la
colonizacion de la raiz de la planta, lo que permite la union de filamentos
miceliales a superficies de raices hidrofobas. Ademas, las cepas de Trichoderma
son resistentes a fitoalexinas, flavonoides, terpenoides y fenoles que son
compuestos toxicos producidos por las plantas en respuesta a infecciones
(Blaszczyk et al., 2014).
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2. Antibiosis

Proceso en el que se interrumpe el crecimiento de un microorganismo debido a
las sustancias que secreta otro sin tener contacto. Actualmente, estas
sustancias son llamados metabolitos secundarios, los cuales mas de 180 han
sido caracterizados quimicamente, demostrando que pueden inhibir a los
fitopatégenos, siendo las diversas cepas de Trichoderma quienes pueden

producirlas (Dennis y Webster, 1971).

Entre ellas, la especie T. harzianum, posee un antibiético volatil (6-pentil-a-
pirona) con efecto inhibitorio contra Rhizoctonia solani, entre otros patégenos
(Reino et al., 2008).

Existen otros compuestos de los antagonistas que actian como fungicidas y
antibacterianos, para controlar R. solani, F. oxysporum, Botrytis allii, Penicilium
expansum, Aspergillus niger, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa y otros (Blaszczyk et al., 2014). La secrecidon de estos compuestos
realizados por una misma cepa de Trichoderma, disminuye el riesgo de que otros
microorganismos patdégenos generen resistencia, resultando de mucha

importancia este mecanismo de accion propio del hongo benéfico.

3. Micoparasitismo

El Micoparasitismo es un mecanismo donde Trichoderma muestra su
antagonismo directamente con los patdégenos del suelo que afectan las raices de
las plantas (Viterbo y Horwitz, 2010). Consiste en el crecimiento
guimioorganotrofico sobre el huésped, a través de la atraccion, sujecion, el
enrollamiento y la penetracion de hifa. Un proceso complejo en el que se
producen de enzimas liticas que se combinan con los antibioticos ejerciendo el

antagonismo (Monte, 2001).

26



Howell (2003), sostuvo que estas enzimas degradan parcialmente las paredes
celulares facilitando el ingreso de los antibioticos a las células patdgenas de los

hongos B. cinerea y F. oxysporum (Blaszczyk et al., 2014).
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CAPITULO III
3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Lugar de ejecucion
El presente trabajo se desarrollé en el laboratorio y tinglado de la Facultad de

Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Tumbes, ubicados en el distrito

San Pedro de los Incas, de la provincia y departamento de Tumbes.

3.2 Tipo de investigacion

Este trabajo es de caracter descriptivo.

3.3 Materiales, quipos e insumos:
3.3.1 Materiales:
> Placas Petri

» Asa de siembra

» Bandejas de plastico.

3.3.2 Equipos

» Camara de flujo laminar
» Incubadora

» Microscopio — Estereoscopio
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3.3.3 Insumos:

> Papa dextrosa agar.

> Semillas de arroz

34 Métodos

3.4.1 Seleccion del area de estudio

El proyecto se realizé en el departamento y provincia de Tumbes, en el
Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Agrarias de la

Universidad Nacional de Tumbes.

3.4.2 Obtencion de las cepas de Rhizoctonia spp., y de las cepas de T.

harzianum comercial y nativo

La cepa de Trichoderma harzianum, se obtuvo de una muestra comercial viable
de Tricho D, de la empresa Orius Biotech y, las cepas nativas de Trichoderma.
spp, Rhizoctonia solani, R. oryzae y R. oryzae-sativae, fueron tomadas del Taller

de conservacion de hongos de la facultad de ciencias agrarias.

3.5 Ensayo in vitro

Se evaluaron seis tratamientos con tres repeticiones y un testigo de todas las

cepas en estudio.

T1: Cepa Trichoderma Comercial vs. R. solani.

T2: Cepa Trichoderma Comercial vs. R. oryzae.

T3: Cepa Trichoderma Comercial vs R. oryzae-sativae.
T4: Cepa Trichoderma Nativo vs. R. solani.

T5: Cepa Trichoderma Nativo vs. R. oryzae.

T6: Cepa Trichoderma Nativo vs. R. oryzae-sativae.
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1. Prueba de antagonismo in vitro en cultivos duales:

Se realiz6 siguiendo la técnica de cultivo dual de Dennis y Webster (1971). En
una placa Petri de 9 cm de radio, conteniendo papa dextrosa agar (PDA), se
colocd en un extremo un disco de agar de 0.5 cm de diametro con micelio de
Rhizoctonia y en el extremo opuesto otro disco de agar de 0.5 cm., con micelio
de Trichoderma. Las placas se incubaron a 24 °C, con alternancia de luz —

oscuridad, a partir de este ensayo se evaluaron los siguientes indicadores:

a. Capacidad antagonica de Trichoderma spp. La evaluacion se realizé cinco
dias después de la siembra y se aplico la escala propuesta por Bell et al.,
(1982) (Tabla 1).

Tabla 1: Escala de evaluacion de la capacidad antagénica. Bell et al., 1982.

Grado Capacidad antagdnica

1 Trichoderma coloniza el 100% de la superficie del medio y crece
sobre el fitopatégeno

2 Trichoderma coloniza dos terceras partes de la superficie del
medio de cultivo y limita el crecimiento del fitopatégeno

3 Trichoderma y el fitopatdgeno colonizan cada uno la mitad de la
superficie, ningn hongo domina

4 El fitopatébgeno coloniza dos terceras partes de la superficie del
medio y limita el crecimiento de Trichoderma

5 El fitopatdgeno coloniza el 100% de la superficie del medio y

crece sobre Trichoderma.

b. Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Radial (PICR). Los cultivos duales se
evaluaron midiendo con una regla milimétrica cada 24 h el crecimiento radial
de cada colonia de los hongos, durante siete dias. El porcentaje se determiné

aplicando la férmula propuesta por Ezziyyani et al. (2004) donde:

PICR = [(R1-R2)/R1]*100
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Donde:
R1: Diametro del testigo
R2: Diametro del organismo ensayado.

Con la informacion obtenida se evaluo la efectividad antagdnica, segun la

escala propuesta por Garcia (2015) (Tabla 2).

Tabla 2: Escala cualitativa para determinar la efectividad antagonista de las
cepas de Trichoderma sobre los fitopatdégenos. (Garcia, 2015).

Antagonismo Reduccion del crecimiento micelial de
Trichoderma sobre el fitopatégeno (%)
0 Nulo <0
1 Bajo 1-25
2 Moderado 26-65
3 Alto 66-85
4 Muy alto =86

c. Interaccion hifal de Trichoderma con los fitopatégenos en estudio, se
evaluo6 aplicando la escala propuesta Garrido (2018) (Tabla 3); en este
ensayo se observa la presencia de un mecanismo de accion en un
campo visual, considerandose la condicién alto, medio y bajo en la
medida que se observe con frecuencia un mecanismo de accién en el

campo visual.
Las muestras de micelio, tomadas para su observacién al microscopio 6ptico a

400 x de aumento, fueron obtenidas de la zona de confluencia Trichoderma —

Fitopatogeno.

31



Tabla 3: Escala de nivel de Interaccion de antagonismo por

enfrentamiento (Garrido, 2018).

Grado Caracteristicas

Alto +++
Moderado ++
Bajo +

d. Produccién de metabolitos solubles por Trichoderma frente a un
fitopatdgeno; la evaluacion se realizo diez dias después de la siembra,
se midi6é el ancho de la barrera formada en la zona de confluencia
Trichoderma — Fitopatégeno. (Tabla 4).

Tabla 4: Caracteristicas de seleccion de Trichoderma spp. por
produccion de metabolitos solubles (Ortufio et. al. 2013).

Ancho de barrera (cm) Caracteristicas

0.7 Barrera gruesa
0.5-0.6 Barrera gruesa
0.4-0.5 Barrera delgada
0.2-0.3 Barrera delgada
0.1-0.2 Barrera fina

0 No presenta barrera

3.6 Ensayo in vivo

a. Tratamientos

Se evaluaron tres tratamientos con un testigo absoluto:

e T1: Cepa Trichoderma comercial.

e T2: Cepa Trichoderma nativo.

e TO: Testigo absoluto.
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b. Andlisis estadistico:

e Disefo: Se utilizé un disefio de bloques completamente al azar (BCA), para
el peso de raices.
e Pruebaestadistica: La prueba estadistica considerada en esta investigacion,

con respecto al peso de raices, fue la de Tukey al 0.05%

c. Tincién de raices

Para la tincién de raices, Trichoderma fue sembrado en medio de cultivo PDA e
inoculado en una bandeja conteniendo plantulas de arroz de 25 dias de edad
sembradas en suelo estéril. Quince dias después de la inoculacion, se tomaron
raices y se evaluo la colonizacion de Trichoderma, sobre o dentro de la raiz. Para
determinar el crecimiento endoparasito se realizaran tinciones de raices usando

la técnica de Phillips y Hayman (1970).

d. Camara himeda

Para camara humeda, las raices fueron lavadas con agua destilada estéril, se
cortaron en pequefas porciones, se dejaron secar y se colocan en la camara por
48 horas, al término de ese periodo de tiempo se observé al estereoscopio y se
determind la presencia de Trichoderma en la superficie de las raices o

crecimiento ectoparasito.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayo In Vitro con Cepas de Trichoderma: Comercial y nativo.

4.1.1 Velocidad de crecimiento de las cepas Trichoderma comercial y
nativa y, las cepas de Rhizoctonia solani, R. oryzae y R. oryzae — sativae

en medio de cultivo PDA.

La cepa de Trichoderma nativo mostré mayor velocidad de crecimiento entre las
72 y las 120 horas, no ocurre lo mismo con T. comercial que alcanza su maximo
desarrollo a las 144 horas; mientras que las cepas de Rhizoctonia solani y R.
oryzae — sativae muestran similar desarrollo y superan a la cepa de R. oryzae
entre las 48 y 120 horas. (Fig. 1a, 1b).
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a T. Comercial T. Nativo | b ==@==R. solani == R. oryzae |

Figura 1. (a) Velocidad de crecimiento de la cepa Trichoderma comercial
y nativo, (b) Velocidad de crecimiento de Rhizoctonia solani, R. oryzae y
R. oryzae— sativae.
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4.1.2 Capacidad antagénica de la cepa comercial y nativa de T. harzianum
frente a Rhizoctonia solani, R. oryzae y R. oryzae — sativae en medio de

cultivo PDA.

La competencia evaluada bajo condiciones in vitro (cultivo Dual), se da
principalmente por espacio y nutrientes y, en ella intervienen la velocidad de
crecimiento del antagonista y factores externos como temperatura, entre otros.
(Martinez, 2013). En la comparacioén diaria del radio del crecimiento antagonista
(RCA), con el radio de crecimiento patdégeno (RCP) en cada cultivo Dual, se
determina la competencia por nutrientes y espacio, encontrdndose que
Trichoderma harzianum, contenido en la muestra comercial, present6 el mayor
desarrollo sobre la superficie del medio y genera inhibicion de crecimiento radial

(PICR) en Rhizoctonia solani, R. oryzae y R. oryzae — sativae.

Trichoderma harzianum comercial presenté mayor inhibicidn frente a Rhizoctonia
spp que Trichoderma harzianum nativo, con valores que oscilan entre 60 y
61.25%, el valor porcentual alcanzado con R. oryzae muestra similar respuesta
con las dos cepas de Trichoderma (60.88 comercial y 61% nativo) (Fig. 2a, 2b).

De acuerdo a la escala propuesta por Garcia (2015), se deduce que Trichoderma

presenta un porcentaje de inhibicién de tipo moderado frente a Rhizoctonia spp.
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a Hongos en estudio b Hongos en estudio

Figura 2. (a) Porcentaje de Inhibicién de crecimiento radial causado por T.
harzianum comercial frente a Rhizoctonia spp., (b) Porcentaje de
Inhibicién de crecimiento radial causado por T. harzianum nativo frente a
Rhizoctonia spp.
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Los porcentajes de inhibicion mostrado por los dos tratamientos, expresan la
habilidad de las cepas para colonizar el medio de cultivo y aprovechar los
nutrientes, retrasando el crecimiento de los fitopatégenos en el substrato
(Rodriguez-Lacherre, 2011; Sanchez et al., 2015).

Estos resultados son un indicador directo del potencial bio controlador de
cada cepa. (Rivera-Mendez, 2016); de ahi que de acuerdo a los
enfrentamientos en cultivos duales se puede ver que, R. solani resulto ser el

menos afectado con la cepa de Trichoderma harzianum comercial.

Figura 3: Grado de antagonismo de T. harzianum comercial frente a
Rhizoctonia solani (A), R. oryzae-sativae (B) y R. oryzae (C).

En el caso de Trichoderma harzianum nativo, se observa que, R. solani, y R.
oryzae - sativae son los menos afectados.

Figura 4. Grado de antagonismo de T. harzianum nativo frente a
Rhizoctonia solani (A), R. oryzae-sativae (B) y R. oryzae (C).
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De acuerdo al grado de antagonismo, propuesto Bell et al., (1982), Trichoderma
harzianum (Comercial y Nativo), frente a R. solani, R. oryzae — sativae y R.
oryzae, coloniza el 100% de la superficie del medio y crece sobre el fitopatdgeno,
limitando su crecimiento; estos resultados muestran la capacidad del antagonista
de limitar el desarrollo de Rhizoctonia y de hiperparasitar su micelio en el medio

de cultivo.

Figura 5. Antagonismo de T. harzianum comercial frente a Rhizoctonia solani (A),
R. oryzae-sativae (B) y R. oryzae (C).

Figura 6. Antagonismo de T. harzianum nativo frente a Rhizoctonia solani
(A), R. oryzae-sativae (B) y R. oryzae (C).

Alarcon et al. (2005), dice que T. harzianum presenta una elevada actividad
antagonica e hiperparasitica contra Rhizoctonia en el medio de cultivo,
mostrando su eficacia contra estos hongos del suelo, asi como una colonizacion

total de la placa en 120 h, similar a lo encontrado en este ensayo (Tabla 1).

Tabla 1. Grado de antagonismo de T. harzianum comercial y nativo vs
Rhizoctonia spp.
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Enfrentamientos Comercial Nativo

Trichoderma Vs. R. solani Coloniza el 100% Coloniza el 100%
Trichoderma Vs. R. oryzae Coloniza el 100% Coloniza el 100%

Trichoderma Vs. R. oryzae - sativae. Coloniza el 100% Coloniza el 100%

4.1.3 Interaccion hifal de Trichoderma con Rhizoctonia spp.

De las muestras tomadas de las zonas de confluencia entre el antagonista y
Rhizoctonia, se visualizo la presencia de diferentes mecanismos de accién como
Lisis, Fragmentacion, Vacuolizacion, Enrollamiento, Granulacion y Penetracion
en cada fitopatégeno en estudio (Tabla 2 y 3), en la medida que el antagonista
presente varios mecanismos de accion en un mismo fitopatégeno, su control sera

eficiente y sera duradero (Infante et al, 2009).

La cepa comercial de Trichoderma harzianum, frente a R. solani y R. oryzae —
sativae, muestra un alto grado de interaccion hifal en los diferentes mecanismos
de accion registrado, a excepcion de la penetracion que registr6 un nivel
moderado; no ocurre lo mismo con R. oryzae que muestra un nivel moderado en

las diferentes interacciones y bajo en penetracion y granulacion (Tabla 2).

Tabla 2: Interaccion hifal de T. harzianum comercial frente a Rhizoctonia.

Fitopatégenos Lisis Fragment Vacuoliz. Enrollam. Penet. Granul.
R. solani +++ +++ +++ +++ ++ +
R. oryzae ++ ++ ++ ++ + +
R. oryzae -sativae +++ +++ +++ +++ ++ +

Alto: +++, Moderado: ++, Bajo: +

No ocurre lo mismo con la cepa de T. harzianum nativa, que muestra valores

variados de respuesta en los mecanismos de accion.

Para el caso de R. solani, es alto en lisis y bajo en enrollamiento, para R. oryzae

— sativae, es moderado en lisis y bajo en enrollamiento, dos mecanismos de
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mucha importancia en un sistema de control, por ser dos modos de accion directa

sobre el fitopatdgeno; en estos dos fitopatdgenos no se observé penetracion.

Para el caso R. oryzae, fue moderado en lisis y bajo en enrollamiento, pero

presento penetracion micelial en un nivel bajo.

Tabla 3: Interaccion hifal de T. harzianum nativo frente a Rhizoctonia.

Hongos Lisis Fragment. Vacuoliz. Enrollam. Penet. Granul
fitopatdbgenos
R. solani +++ ++ +++ + - +
R. oryzae ++ + ++ + + +
R. oryzae -sativae ++ +++ +++ + - +

Alto: +++, Moderado: ++, Bajo: +

Estos resultados indican que las cepas de Trichoderma en estudio, tienen
especificidad sobre algunos fitopatégenos, coincidiendo con Infante et al. (2009),
quién dice que algunas cepas pueden mostrar mayor efecto antagonico frente a
los fitopatégenos a diferencia de otras, lo que conlleva a un reconocimiento

molecular de Trichoderma y el hospedante.

La mayor diferencia encontrada en esta comparacion de resultados por
interaccion hifal, entre un Trichoderma comercial y un nativo, son los resultados
de Lisis, Enrollamiento y Penetracion, tres mecanismos de accion de mucho

interés en todo sistema de control de fitopatégenos.

Es muy notorio que, con Trichoderma nativo, los tres fitopatdgenos mostraron un
nivel de enrollamiento bajo y para el caso de penetracion mayormente no se

registré dicho mecanismo de accién en la prueba realizada.

No siempre, todas estas interacciones son observadas, pues su presencia al

parecer, dependen de la cepa de Trichoderma, del patégeno y de las condiciones
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del ambiente, de la misma manera, Martinez (2013), indica que son los modos
de accion que definen la capacidad antagonica de la cepa, pudiendo existir

aislamientos que sean mas eficientes para el control de un patégeno que de otro.

En el micoparasitismo, estan involucradas diferentes interacciones hifales como:
enrollamiento,  penetracién, vacuolizacidon, granulacion, coagulacion,
desintegracion y lisis (Chet, 1981), que han sido observados en este ensayo y
cuyo proceso concluye con la muerte de la célula o la pérdida de su contenido
citoplasmatico, como lo observado en todos los procesos de interaccion que se
han dado en este ensayo con los fitopatdégenos estudiados (Fig. 7, 8, 9, 10, 11y

12) y que Nico (2005), hace referencia de ellos.

Figura 7: Perforacién (Per) Enrollamiento (E), Lisis (L) y Fragmentacion
(F) de T. harzianum comercial frente a R. solani.

Los diferentes mecanismos de accion, producto de la interaccion antagonista —
patdgeno, son parte del proceso de micoparasitismo de tipo complejo, donde
Howell (2003), explica que la Adhesiéon y el enrollamiento es producto de la
especificidad del antagonista por un sustrato (Reconocimiento), asociado a una
azucar de la pared del antagonista con una lectina presente en la pared del

patdgeno.
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Martinez et al., (2008) agrega, que cuando Trichoderma reconoce las hifas del
patégeno, se adhieren alrededor de estas y se genera un mecanismo de accién
gue genera un debilitamiento del fitopatégeno (Eraso et al., 2014) afectando su

desarrollo y comprometiendo su vida. (Fig. 7y 8).

Figura 8: Enrollamiento (E), Lisis (L), Fragmentacion (F) y Perforacién
(Per) de T. harzianum comercial frente a R. oryzae -sativae.

En este ensayo, se ha podido observar al microscopio de luz, que los
enrollamientos que genera Trichoderma comercial varian entre uno y otro

fitopatdégeno, con R. solani, el enrollamiento que se genera es compacto (Fig. 7).

Para R. oryzae y R. oryzae - sativae, es lapso (Fig. 8 y 9); no ocurre lo mismo
con Trichoderma nativo, que muestra un enrollamiento lapso con los patégenos
estudiados. (Fig. 10, 11y 12)

En todo este proceso de antagonismo, la Lisis con la pérdida del contenido

celular y el enrollamiento son dos mecanismos de accion muy frecuente en este
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ensayo (Fig. 7, 8. 9, 10, 11 y 12), en contraposicién de la perforacion y la

penetracion que son escasos, especialmente en Trichoderma.

Figura 9: Lisis (L), Enrollamiento (E), Penetracion (P) y Granulacién

(G) de T. harzianum comercial frente a R. oryzae.

La mayor diferencia entre los tratamientos (Trichoderma comercial y nativo), se
expresa en la presencia o0 ausencia de un mecanismo de accion desarrollado
frente a un fitopatdgeno vy, el nivel de interaccion hifal que se desarrolla entre el

antagonista y el fitopatégeno.

Sin embargo, para el uso adecuado de estos antagonistas, resulta importante
conocer los mecanismos de accién que nos dé la mayor eficiencia de las cepas
a usar, para el desarrollo de un control biolégico seguro, para un medio ambiente
libre de contaminantes. (Vidal-Martinez, 2021).
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Figura 10: Lisis (L), Vacuolizacion (V), Enrollamiento (E) de T.

harzianum nativo frente a R. solani.

La presencia simultdnea de varios mecanismos de accion en un mismo aislado,
no son excluyentes en ninguno de ellos (Campanioni, 2019), la presencia o
ausencia de uno de ellos puede deberse mas de un factor externo, si no, a la

interaccion antagonista del fitopatégeno.

Figura 11: Lisis (L), Vacuolizacion (V), Granulacion (G) de T. harzianum
nativo frente a R. oryzae — sativae.
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Aun cuando la granulacién se ha dado en bajo nivel, no deja de ser menos
importante o posible su presencia en el género Trichoderma. (Fig. 9; 11y 12).

Figura 12: Penetracion (P), Lisis (L), Fragmentacién (F) y Granulacion
(G) de T. harzianum nativo frente a R. oryzae.

No siempre ocurre que en el proceso de reconocimiento de Trichoderma a un
fitopatégeno genere un enrollamiento sobre la hifa, lo observado en la interaccion
Trichoderma nativo frente a R. oryzae pone en evidencia, que en algunos casos
un antagonista puede generar un enrollamiento sin alcanzar al fitopatégeno (Fig.
13), conforme lo encontrado por Garrido (2019) con Sclerotium rolfsii; en casos
como este, la competencia por espacio y nutricion es el mayor mecanismo de
accion presente en esta interaccién antagonista - fitopatdgeno.

~

Figura 13: Enrollamiento de la hifa de Trichoderma harzianum nativo.
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4.1.4 Ancho de barrera por produccién de metabolitos

La formacion de barrera de defensa se da entre cepas incompatibles en el area
de crecimiento. En su inicio, una cepa enfrentada es capaz de inhibir a su
antagonista a distancia, detecta su presencia, secreta sustancias antifingicas y

finalmente forma una barrera. (Ortufio, 2013).

Aun cuando la produccion de metabolitos solubles en Trichoderma comercial,
sea de escasa produccién y la barrera formada sea de pocos milimetros (barrera
fina), permite diferenciar a Trichoderma comercial de Trichoderma nativo, por no

presentar este ultimo, barrera.

Tabla 4: Ancho de barrera por producciéon de metabolitos en Trichoderma
comercial y nativo frente a Rhizoctonia spp.

Enfrentamientos Comercial Nativo
Trichoderma Vs. R. solani 0.2 mm. barrera fina 0 mm. Sin barrera
Trichoderma Vs. R. oryzae 0.1 mm. barrera fina 0 mm. Sin barrera
Trichoderma Vs. R. oryzae - sativae. 0.1 mm. barrera fina 0 mm. Sin barrera

4.2. Enfrentamientos: Rhizoctonia spp. con cepas de T. harzianum

comercial y nativo.

De las evaluaciones del radio del crecimiento antagonista (RCA), con el radio del
crecimiento patégeno (RCP), en los enfrentamientos in Vitro, ha resultado que,
a partir de las 24 horas, las cepas de Trichoderma harzianum comercial y nativo
inician con un crecimiento mayor a las mostradas por las cepas en estudio. Sin
embargo, luego de 48 horas, el enfrentamiento muestra un avance menor al

crecimiento del testigo.

45



El desarrollo de las cepas de Rhizoctonia en medio de cultivo PDA, muestra una
curva de desarrollo sigmoidal, con un crecimiento lento al inicio, seguido de un

crecimiento rapido hasta alcanzar su maximo desarrollo entre las 72 y 96 horas.

Las cepas de Trichoderma comercial y nativo, si afectaron el desarrollo de los
tres fitopatdgenos en estudio. En el caso de la cepa de Trichoderma comercial,
se observo que esta afecté mas a la cepa R. oryzae — sativae entre las 48 y las

72 horas; similar respuesta se obtuvo con R. oryzae.
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Figura 14. Curva de desarrollo de R. solani, R. oryzae y R. oryzae —
sativae frente a Trichoderma harzianum comercial.

Con Trichoderma nativo, se observd que esta cepa afecté mas R. oryzae —
sativae entre las 48 y las 96 horas; seguido de R. oryzae. Al comparar el
desarrollo de las cepas de Trichoderma comercial y nativo en el enfrentamiento,
se encontré que Trichoderma comercial muestra un desarrollo final de 4.8; 4.87
y 4.9 cm., mientras que con Trichoderma nativo el desarrollo alcanzado fue de
4.60; 4.69 y 4.88 cm., menor desarrollo que la cepa comercial.
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Figura 15: Curva de desarrollo de R. solani, R. oryzae y R. oryzae —
sativae frente a Trichoderma harzianum nativo.

4.3. Desarrollo ecto y endo parésito de Trichoderma comercial y nativo.

Tanto la cepa de Trichoderma comercial y nativo, mostraron desarrollo sobre la
superficie de las raices cuando fueron puestas en cAmara humeda (Fig. 18); esta
respuesta, muestra la capacidad de este antagonista por colonizar las raices
hasta cubrirlas, generando un mecanismo de defensa contra cualquier patdgeno

externo que trate de alcanzarlas.

Figura 16: Desarrollo ecto parasito de Trichoderma comercial (a) y nativo
(b) en raices de arroz.

La capacidad mostrada por las dos cepas, para colonizar la superficie de las
raices evitando el desarrollo del patégeno (Diaz, 2019), dejan en claro su
diferencia genética y la capacidad de proteccion al hospedero; Trichoderma
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harzianum, comercial a diferencia de la cepa nativa, es una cepa que muestra
una alta capacidad para invadir los espacios como la raiz del cultivo de arroz,

protegiéndolas de manera preventiva contra los patégenos.

Por tanto, el control que realiza Trichoderma sobre el patégeno dependeréa de la
eficacia de los mecanismos de accion o de la combinacion entre ellos
(Companioni, 2019), Martinez et al. (2008) agrega que ademas de sus modos de

accion, depende de la especificidad de la cepa.

La técnica de Phillips y Hayman (1970), para determinar el crecimiento
endoparasito mediante tincion, nos permitié verificar la presencia de hifas de
Trichoderma harzianum comercial sobre la superficie de raicillas en un proceso
de ectoparasitismo, siendo este mecanismo muy escaso en Trichoderma nativo
(Fig. 17).

Figura 17: Micro fotografia, ecto parasitismo de Trichoderma comercial
sobre raicillas de arroz.
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Se corrobora el desarrollo endoparasito de la cepa de Trichoderma comercial,
observandose la presencia de micelio en la parte interna de los tejidos de las

raices de arroz, mostrando un escaso desarrollo (Fig. 18).

Figura 18: Micro fotografia, endo parasitismo de Trichoderma comercial
sobre raicillas de arroz.

4.4. Capacidad de inducir el desarrollo radicular

Una de las ventajas del uso de Trichoderma spp. es la produccién de raices en
plantas jovenes, en los dos casos se observa una gran diferencia entre el testigo
y los tratamientos, sobresaliendo el tratamiento Trichoderma comercial que, al
colonizar todas las raices, han mostrado mayor desarrollo y enraizamiento
profundo, mayor produccion de raicillas y pelos absorbentes, que hacen que la

raiz se muestre muy densa, dificultando la separacion de raices (Fig. 19).

En el 2011, Cano incluye entre los efectos positivos de Trichoderma, un mayor
desarrollo de las raices, aumento de la formaciébn de pelos radiculares y
enraizamiento mas profundo, caracteristicas que coinciden con lo observado en
este ensayo y permiten tener plantas de mayor diametro de tallo; similar
respuesta presenta Martinez (2013), indicando que Trichoderma acelera el
desarrollo del sistema radicular, posibilitando la tolerancia al estrés por parte de
la planta y estimulando el crecimiento vegetal.

Algunos de estos efectos positivos se observan en los campos comerciales de
semilleros de banano y vid, donde los plantones con sustratos inoculados con
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Trichoderma siempre muestran mayor cabellera radicular y plantas de mayor
vigor, esta es una accion no evaluada en campo que esta intimamente

relacionada al estudio realizado.

Figura 19: Crecimiento radicular de planta de arroz inoculadas con
Trichoderma comercial (b) y Nativo (c), frente al Testigo (a).

En el analisis de los resultados de peso fresco de raices, encontramos que con
el tratamiento Trichoderma comercial, se obtuvo un peso fresco de 2.447 g.,
superando al tratamiento Trichoderma nativo en 0.566 g., y en 1.242 g., al
testigo, similar respuesta se observé con el tratamiento Trichoderma nativo,
siendo la diferencia con el testigo de 0.674 g., menor al registrado con el
Trichoderma comercial (Tabla 5). Con los dos tratamientos se observa una alta

significacion estadistica en la prueba de Tukey al 0.05%.

Tabla 5. Tukey al 0.05% para Peso fresco de raices de arroz, 40 dias
después del trasplante.
Tratamiento Peso de raiz (g.)

Trichoderma comercial 2.447 A

Trichoderma nativo 1.881 B
Testigo 1.2047 C
CV: 13.59%
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CAPITULO V

5. CONCLUSION

En el enfrentamiento Dual, de las cepas de Trichoderma comercial y nativo
con las Rhizoctonia spp, se encontré que Trichoderma comercial muestra
un desarrollo final de 4.8; 4.87 y 4.9 cm., mientras que con Trichoderma

nativo el desarrollo alcanzado fue de 4.60; 4.69 y 4.88 cm.

Entre los mecanismos de accion registrados en la zona de influencia entre
el antagonista y Rhizoctonia, se visualizé la presencia de Lisis,
Fragmentacion, Vacuolizacion, Enrollamiento, Granulacién y Penetracion;
la presencia de estos mecanismos, al parecer, dependen de la cepa de

Trichoderma y del patdgeno.

Tanto la cepa de Trichoderma comercial y nativo, desarrollaron sobre la
superficie de las raices, siendo la cepa comercial quien muestra una alta

capacidad para invadir la raiz, protegiéndola de manera preventiva.

La cepa de Trichoderma comercial mostr6 un desarrollo endo parasito,
incentivo el desarrollo radicular y un enraizamiento profundo, con mayor
produccion de raicillas y pelos absorbentes, superando en peso fresco al
tratamiento Trichoderma nativo en 28% y frente al testigo en 55%.
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CAPITULO VI

6. RECOMENDACION

1. Realizar trabajos de investigacién que consideren el efecto de las cepas de

Trichoderma nativos y comerciales en la vida microbiana del suelo.
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CAPITULO VI

8. ANEXOS

Anexo 1: Siembra de Trichoderma y Rhizoctonia en placas con PDA.
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Anexo 3: Preparando camaras humedas con raices de arroz, 40 dias después
del trasplante.

)

Anexo 4: Método de Tincién modificado de Phillips y Hayman (1970), en raices
de arroz a los 15 después de la Inoculacion con Trichoderma comercial y nativo.

Tincién con azul tripan con Lactoglicerol

(0,05%) en lactoglicerol (4cido lactico, glicerol, agua

destilada 1:1:1), hasta cubrir todas las raices, a 90 °C.

Pasos Tiempo
1. Lavar las raices con abundante agua. Se recomienda utilizar 2 min.
un colador para evitar perder material radicular.
2. En un recipiente con tapa, resistente a la temperatura, | 30 min (otodala
colocar KOH al 10% hasta cubrir todas las raices, a 60°C. noche a
temperatura
ambiente).
3. Retirar las raices del KOH y lavar con abundante agua y 1 min.
cuidando.
4, Dentro del recipiente, agregarles solucién de azul tripan 25 min.

de tincion diluida).

Las raices tefiidas pueden ser conservadas en la solucién de tincion. Otra alternativa es

retirar la solucidn de tincién y agregarles agua destilada (quedara entonces una solucién
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Anexo 5: Peso de raices de plantas de arroz inoculadas con cepa comercial y
nativa de T. harzianum (g).

| 1l il IV  Sumatoria promedio
Trichoderma comercial 2.844 3.058 1.438 2.448 9.788 2.447
Trichoderma Nativo 2113 1471 2.059 1.88 7.523 1.88075
Testigo 1.131 1.208 1.275 1.205 4.819 1.20475
Suma 6.088 5.737 4.772 5.533 22.13

Anexo 6: Resultados del Analisis de varianza (ANOVA) para el peso de raices

de arroz.
. Tukey

F.V S.C. Gl CM Fcal Probab. Ftab (Tukey) Signf. W

; 0.30694
Tratamientos 3.0944 2 154720008 6.17480411 0.05 49
Bloques 0.3096 3 0.10319567 0.41184914 N.S N. S
Error 15034 6 0.25056667
Total 49074 11
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