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RESUMEN

Antagonismo de diez cepas de Trichoderma spp. frente a, Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (R2T) y hongos nativos en suelo bananero

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en el Centro de Diagnéstico de
Enfermedades de Plantas de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional de Tumbes, con la finalidad de evaluar el efecto de diez cepas de
Trichoderma spp. Frente a, Fusarium oxysporum f. sp. cubense (R2T) y los hongos
nativos en suelo bananero. Encontrandose que Trichoderma spp., muestra
capacidad de competencia con las dos cepas de Fusarium oxysporum f. sp cubense
R2T, sobresaliendo las cepas de Trichoderma T355 - 11 y T358 — 11; igualmente
con diferentes mecanismos de accién, siendo frecuentes la Granulacién y Lisis vy,
en menor nivel, Fragmentacion, Vacuolizacion, Perforacion, Penetracion y
Enrollamiento. La eficacia mostrada por la cepa comercial de T. harzianum (T355
- 11) y las T351-11, T353-11, T354-11, T357-11 y 358-11 con 71.16 a 84.94 %,
garantizan la capacidad de biocontrol de Trichoderma frente a este patdégeno. Aun
cuando el numero de mecanismos de accion desarrollados por las cepas es mayor
uno que otros, esto no garantiza la eficacia de una cepa para controlar a un
fitopatdgeno como Fusarium, de ahi que la cepa T280 — 13, con un solo mecanismo
(Lisis), presenta mayor eficacia frente a la cepa de Fusarium F661 - 21 (75.63 %)
gue frente ala Cepa F661C-23 (33.33 %); similar respuesta se encontré con la cepa
T355 - 11 frente a la cepa de Fusarium F661C-23 (73.95 %) y F661 -21 (78.38 %);
de la misma manera Trichoderma spp., incentiva las poblaciones de Trichoderma
nativos en el suelo, sobresaliendo los tratamientos T355-11 (comercial), T249-13,
T400-15 (artesanal), T351-11y el T353-11; el desarrollo de Trichoderma en el suelo
esta influenciada por la calidad de la materia organica, siendo por lo cual el mayor
desarrollo se da en una materia organica del suelo bien degradada.

Palabras Claves: Control biolégico, Mecanismos de accidén, Antagonista, Fusarium

oxyporum R4, Trichoderma spp.

15



ABSTRACT

The present work of investigation was carried out in the Center of Diagnosis of
diseases of Plants of the Faculty of Agrarian Sciences of the National University of
Tumbes, with the purpose of evaluating the effect of ten strains of Trichoderma spp.
against, Fusarium oxysporum f. sp. cubense (R2T) and the native fungi in banana
soil.

It was found that Trichoderma spp. shows capacity of competition with the two
strains of Fusarium oxysporum f. sp cubense R2T, standing out the strains of
Trichoderma T355 - 11 and T358 - 11; also with different mechanisms of action,
being frequent the Granulation and Lysis and, in smaller level, Fragmentation,
Vacuolization, Perforation, Penetration and Coiling. The efficacy shown by the
commercial strain of T. harzianum (T355 - 11) and the T351-11, T353-11, T354-11,
T357-11 and 358-11 with 71.16 to 84.94 %, guarantee the capacity of biocontrol of
Trichoderma against this pathogen. Even when the number of mechanisms of
action developed by the strains are greater in one than in others, this does not
guarantee the effectiveness of a strain to control a phytopathogen as Fusarium,
hence the strain T280 - 13, with only one mechanism (Lysis), presents greater
effectiveness against the strain of Fusarium F661 - 21 (75. 63%) than against the
Strain F661C-23 (33.33 %); similar response was found with the strain T355 - 11
against the strain of Fusarium F661C-23 (73.95 %) and F661 - 21 (78.38 %); in the
same way Trichoderma spp, encourages the populations of native Trichoderma in
the soil, standing out the treatments T355-11 (commercial), T249-13, T400-15
(artisan), T351-11 and T353-11; the development of Trichoderma in the soil is
influenced by the quality of the organic matter, finding that the greater development
is given in a well degraded organic matter of the soil.

Keywords: Biological control, Mechanisms of action, Antagonist, Fusarium

oxyporum R4, Trichoderma spp.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

El control biolégico en wuna agricultura sustentable ha ido creciendo
significativamente como una alternativa al problema de la degradacion de los suelos
contaminados por el exceso de aplicaciones de agroquimicos. La tendencia actual,
es usar agentes biologicos que ayuden a restaurar la microbiota del suelo logrando
un equilibrio poblacional que mejoren sus condiciones edaficas, quimicas y

bioldgicas.

Fusarium oxysporum f. sp cubense (Foc R4T), causa una de las enfermedades que
mas dafio produce al banano; su presencia en el Peru ha causado alarma entre los
productores bananeros, intensificAndose las medidas de prevencién para evitar su
propagacion. Foc RA4T, es altamente destructiva y agresiva, por su rapida
propagacion y su capacidad de producir estructuras de conservacion, capaces de
permanecer viables por méas de 30 afios dificultando su control. (Garcia-Bastidas et
al., 2019). A la fecha no se ha reportado medidas de control quimico que detenga
el avance, incrementar la microbiota del suelo puede ser una alternativa de
prevencion y posible control biolégico; Trichoderma spp., incentiva la vida del suelo,

mejora la salud de las plantas y la nutricién de los cultivos.

Ante la presencia de esta enfermedad en el Perl, es necesario investigar
alternativas de prevencion biolégicas, aun cuando para ello utilicemos R2T,
organismo que presenta caracteristicas morfologicas similares a R4T, Dita et al.,
(2013). Un suelo con un alto contenido de materia organica y mayor actividad
biologica disminuyen la incidencia de enfermedades en el suelo. Por tanto, lo que
se busca mediante esta investigacion, es tener la evidencia que Trichoderma spp.,
es un antagonismo para Fusarium oxysporum f. sp. cubense (R2T), que proteja y
fortalece la salud de las plantas.

17



CAPITULO Il

REVISION DE LA LITERATURA

2.1 Generalidades de Trichoderma
Trichoderma, pertenece al grupo de hongos filamentosos anamoérficos
antagonista (reproduccién asexual), telemorfico (fase sexual) (Garcia, 2016);
este hongo tiene la caracteristica de habitar en el suelo de manera saprofita o
antagénica y en material vegetal que se encuentra en estado de
descomposicion (Gonzales-Ledn et al., 2022), este hongo ejerce dominancia en
estos hébitats ricos en nutrientes. Ademas, por su rapido crecimiento, la
produccion de metabolitos con actividad antimicrobiana y su capacidad de

colonizacion (Sood et al., 2020).

Trichoderma harzianum, es un hongo eficiente en el control de fitopatdgenos,
entre ellos hongos causantes de marchitez vascular, por lo cual se considera
una alternativa en el control biolégico (Andrade-Hoyos, 2019), por su
efectividad contra fitopatdgenos, mediante sus mecanismos de accién que, a
pesar de su accion lenta, es mas estable y duradera que el control quimico
(Konnappa et al., 2022). Los mecanismos de defensa de Trichoderma se
pueden dar a través de la competencia, la lisis, la antibiosis, la depredacion, el
micoparasitismo entre otros (Klaram et al., 2022), ademas estimula el
crecimiento y desarrollo vegetal por medio de nutrientes disponibles en el suelo,
previene la erosion de los suelos trayendo como resultado la disminucién de
las aplicaciones de agroquimicos (Gonzales-Ledn et al., 2020), finalmente
mejora la salud del suelo y el rendimiento de las plantas, al colonizar las raices
y parasitar a otros hongos como Fusarium oxysporum, dando como resultado
una baja infeccién de la planta (Gonzales, 2024).

Trichoderma, crece rapidamente sobre cualquier sustrato, algunas cepas

cumplen funciones especificas de control biol6gico, debido a la produccion de
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enzimas como celulasa, quitinasas, glucanasas, etc., que degradan la pared
celular inmadura de los apices de las hifas en crecimiento sino también los
complejos de quitina y glucano de paredes celulares maduras y de estructuras
de supervivencia como esclerocios o clamidosporas. (Garcia-Espejo et al.,
2019). Este género conocido en el mundo de la agricultura sostenible tiene
especies de mayor importancia como T. harzianum, T. viride, T. koningii, T.

virens, entre otros. (Companioni et al., 2019).

2.1.1 Morfologia de Trichoderma
El género Trichoderma, lo describid por primera vez Person y Rifai en
1974, basandose en caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas que no se
diferenciaban una de otras por su alta complejidad (Ynfante-Martinez et
al., 2023), en los primeros aislamientos se designaron nueve especies
agregadas debido al polimorfismo que presentaban, y su variabilidad en

aspectos bioquimicos y fisiologicos (Gakegne, 2018).

En el 2018 el Sistema Integrado de Informacion TaxonOmica, define al
género Trichoderma con el orden: Hypocreales, familia: Hypocreaceae,
género: Trichoderma Pearson. (Llicahua, 2018). La forma asexual
(telemorfo) es la fase completa de Trichoderma la cual presenta hifas,
conidios, conidioforo y clamidosporas y la forma sexual (anamoérfica) se
encuentra sobre restos de madera en descomposicion, observandose en
ella una coloracion verdosa debido a la maduracion de sus conidios.
(Morales et al., 2023)

Los aislamientos de Trichoderma, presentan en medio de cultivo PDA,
un crecimiento rapido, circular, con pigmentacion de color inicialmente
blanquecino tornandose verde claro u oscuro y en algunas cepas color
amarillento, presentando abundante esporulacion, hifas hialinas
septadas, conidioforos hialinos en penachos compactos en forma de
piramide, fidlides alargadas y ensanchadas en el centro, sus conidios
son de forma ovalados, no presenta micelio aéreo, pero si un olor tipico
a coco. (Ynfante-Martinez et al., 2023). Sus conidios son asexuales

unicelulares de color verde o hialinos, con paredes algo asperas o lisos,
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de aspecto globosas a subglobosas, cilindricos, oblongos de acuerdo
con la cepa en identificacion, con diametro promedio de 3 a 5 um.,
formandose a partir de células conididgenas y fidlides agrupadas o
singulares, que se ubican en los extremos de los conidioforos, éstos son
se aspecto conico, hialinos, ramificados y no verticilados. También
producen estructuras de sobrevivencia llamadas clamidosporas
unicelulares, globosas, intercalares o terminales en los extremos de las
hifas, de color verdoso y menores de 15um de diametro. Su micelio es
septado con paredes compuestas de quitina y glucano, compuesto por
hifas hialinas muy ramificadas de pared lisa, fino y alunas veces ralo.
(Llicahua, 2018).

2.1.2 Mecanismos de accion de Trichoderma
Los mecanismos de accion de Trichoderma se definen como
mecanismos directos que ejerce este hongo para regular el desarrollo de
los diferentes hongos fitopatégenos, al mejorar la rizosfera de las plantas
colonizando toda la superficie de la raiz, (Siguefias et al., 2015), esto
hace que la velocidad de crecimiento de este patdgeno evite la

propagacion del patdgeno en la planta. (Diaz, 2019)

Utrilla (2021), hace referencia a cultivos sanos en suelos agricolas,
debido a la influencia por el crecimiento y mecanismos de accidén que
ayudan en la mejora de la rizosfera de los cultivos al colonizar la totalidad
de sus raices, cepas de Trichoderma harzianum, asi como otras
especies tales como T. atroviride, T. viride y T. pseudokonigi, actdan
sobre los patdgenos mediante sus mecanismos de accion, esto hace que
se mejore la absorcién de nutrientes, mejor crecimiento y vigor de las
plantas, asi como la resistencia al atague de patdgenos, ademas
Djonovic et al. (2020) hacen referencia al efecto que ejerce Trichoderma,
como una alternativa para reducir el uso de pesticidas sintéticos o

agroquimicos.

Trichoderma compite por espacio y/o nutrientes (Saravanakumar et al.,

2017); el carbono, nitrégeno y hierro son los principales nutrientes por lo
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gue compite este antagonista, ademas se ha demostrado que algunas
cepas solubilizan mejor los nutrientes del suelo (Andrade-Hoyos et al.,
2023)

Las interacciones biotroficas entre microorganismos, es el
micoparasitismo, en este mecanismo los organismos se benefician de
otros parasitandolo e incluso generar su muerte. La antibiosis ocurre en
cuatro etapas: Crecimiento quimio tréfico: en esta etapa Trichoderma
logra detectar la distancia del patdgeno por respuesta quimica, el hongo
saprofito reconoce al patdgeno y lo parasita, asi mismo logra enrollarse
en el patdgeno (Zeilinger y Atanasova, 2020; Shenouda y Cox, 2021). La
actividad litica por parte de Trichoderma se da mediante la produccion
de enzimas liticas extracelulares como quitinasas, glucanasas y
proteasas, estas degradan las paredes celulares del patégeno, dando
origen a poros por donde penetra Trichoderma (Cortes Hernandez,
Alvarado-Castillo, Sanchez-Viveros, 2023).

La presencia de Trichoderma en los agroecosistemas, es considerado
un micoparasito eficaz (Garrido, Vilela, 2019), reportandose ademas al
menos 75 especies con la capacidad de aplicar sus diferentes
interacciones hifales como: enrollamiento, penetracion, vacuolizacion,
granulacién, coagulacion, desintegracion y lisis. (Guzman-Guzman et al.,
2019 y Sood et al., 2020). Samaniego-Fernandez, (2018) asegura que
en los enfrentamientos de Trichoderma harzianum contra Fusarium
oxysporum, en condiciones in vitro, se demuestra la inhibicion del

antagonista frente al patdgeno.

2.2 Fusarium oxysporum f. sp. Cubense en banano
Los cultivos de banano y platano, subgrupo Cavendish son afectados por tres
razas de Fusarium oxysporum f. sp. cubense, la raza 1 (Foc R1), raza 2 (Foc
R2) y raza 4 Tropical (R4T), siendo esta ultima la mas destructiva debido a
gue no existen métodos de control quimico como estrategia de solucién al
dafio que causa. Por la capacidad destructiva que ejerce la R4T, se usa como

modelo a la raza 2 para generar estrategias de control biolégico y que ayude
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a una posible solucién al ataque de raza 4 Tropical (Florencio-Anastasio et al.,
2022), Bubici et al., (2019). propone el uso de bacterias y hongos antagonistas

contra las razas de Foc.

Fusarium oxysporum es un hongo filamentoso, saprofito, antagonista y
patégeno de plantas, animales y humanos (Oirsa, 2018), que se presenta bajo
cuatro razas patogénicas, esta asignacion se hizo teniendo como referencia

su patogenicidad a diferentes variedades.

Actualmente, han sido identificadas mas de 100 “forma especiales” o “f. sp.”,
cada una de ellas con patogenicidad singular a un determinado hospedante,
éstas no pueden ser distinguidas de una de otras a través de su morfologia
(Oirsa, 2018), pero se designa como Cubense por su accion frente a las
musaceas (Oirsa, 2013). Existen hasta el momento 4 razas de Foc, laraza 1,
que afecta a la variedad ‘Gross Michel’, la raza 2 ataca al tipo Bluggoe, la raza
3 a las Heliconias y por ultimo la raza 4 ataca a las variedades que son
susceptibles al ataque de raza 1y 2 asi como al Subgrupo Cavendish (Flores,
2019)

Fusarium oxysporum f. sp. cubense, se caracteriza por generar marchitez
vascular y muerte de las plantas, se inician con un amarillamiento y marchitez
de las hojas adultas, hacia las hojas jovenes, hasta causar la muerte, también
puede presentarse rajadura en la parte baja del Pseudotallo (Ploetz, 2015). A
nivel interno, la planta muestra una decoloracion marron rojiza de los rizomas
y los vasos vasculares en el Pseudotallo, son producto de la infeccion de la
planta ocasionada por Fusarium, éste coloniza causando la oclusion de los

vasos xilematicos (Pegg et al., 2019).

Li et al 2017, hacen referencia al inicio de la enfermedad cuando las
clamidosporas que produce Fusarium se encuentran en el suelo por varios
afos, estas al germinar ante el estimulo de exudados de raices de plantas
hospederas, inician el ciclo de la enfermedad vascular, produciéndose a
traves de las raices o por heridas. Dita, 2018, explica que el material vegetal

es el medio mas importante y con altos riesgos de diseminacién, hijuelos
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menores de tres meses, se pueden mantener asintomaticos y diseminar la

enfermedad al ser usado como material de siembra.

2.2.1 Biologia
Fusarium oxysporum f. sp. cubense, dentro de su estado asexual o
imperfecto, produce microconidios, macroconidios y clamidiosporas.
Oirsa (2018).

ProMusa, 2018., sefiala a los “microconidios, como estructuras de
reproduccion vegetativa, presentan forma ovalada o arrifionada, con
paredes delgadas y palidas, naciendo de células conidiogénicas a partir
de monofidlides. Los macroconidios, son de diferentes tamafios desde
cortos hasta medianos, con superficies abaxial casi recta, de color palido
y paredes delgadas y la gran mayoria con 3 septos, la célula apical es
corta y ganchuda y la célula basal tiene una muesca en forma de pie,
estos macroconidios se forman a partir de monofialides en conidioforos
ramificados en esporodochia o en monofiadlides en hifas. Los
microconidios, se encuentran en abundancia en los vasos floematicos
de las plantas infectadas y los macroconidios, en la superficie de las

plantas muertas atacadas por Fusarium.”

2.2.2 Proceso de infeccion
Fusarium oxysporum f. sp. cubense necesita obligatoriamente
interactuar con una planta hospedera para iniciar su proceso de infeccion
y reproduccion de sus estructuras, por eso es conocido como patégeno
necrotrofico o hemibiotréfico (OIRSA, 2018). La interaccion primaria se
da entre las raices terciarias o secundarias, éstas se ven comprometidas
por las hifas que crecen y colonizan toda la superficie estimulada por los

exudados de éstas (Guo et al, 2015).

Fusarium oxysporum f. sp. cubense, puede hospedarse en las raices,
rizomas o cormos, pseudotallos y peciolos. Las plantaciones de banano
por ser monocultivos son suceptibles a los medios de dispersion del

patdgeno, éste se puede movilizar por todos los campos bananeros a
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través del material vegetal infectado, la escorrentia con agua
contaminada, maquinarias con suelo infectado, incluso hasta las
herramientas que se usan frecuentemente en las labores culturales
(Garcia-Bastidas et al., 2020).

2.3 Hongos nativos del suelo
Gonzales-Garcia et al. 2021, realizaron estudios de la microbiota en suelos
con plantas de platano, encontrando hongos filamentosos como parte de la
diversidad fungica existente en la zona, siendo éstos Penicillium sp., Fusarium
sp., Aspergillus sp., y Trichoderma sp. Los microorganismos existentes en el
suelo son un indicador de las caracteristicas “fisico, quimico y biolégico
ademas de la temperatura, humedad, salinidad, aireacion, estado de éxido-
reduccion, contenido y composicion de los gases en el espacio poroso,
biodisponibilidad de los nutrientes, pH”, que estd siendo afectada por las
practicas agricolas intensivas no sostenibles como el uso irracional de

agroquimicos (Ibarra-Villarreal et al., 2021).

Morel et al., 2021, investigaron hongos de la rizésfera del banano, que
pudieran actuar como controladores biologicos de enfermedades llegando a
aislar un total de 423 colonias de hongos endofitos nativos, de los cuales 66
fueron de los géneros Trichoderma y 357 Fusarium siendo la raiz segun
Beltran-Garcia et al, (2016), el 6rgano principal de las plantas donde se da la

colonizacion de hongos y bacterias enddfitas.

Es entre la rizosfera y el suelo donde se encuentra la mayor interaccion de
bacterias como Bacillus, Pseudomonas, Azotobacter, Azospirillum,
Nitrosomonas, Nitrobacter, Latobacillus y Rhizobium, etc., ademas de algunos
hongos como, Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Cladosporium, etc. Buritaca
et al., 2017.
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CAPITULO Il

MATERIAL Y METODOS

El trabajo de investigacion se realizo en el Centro de Diagnostico de enfermedades
de Plantas, de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de

Tumbes, en dos fases de manera simultanea: Vivero y Laboratorio.

Mapa de Ubicacién

Universidad Nacional de Tumbes
Escuela de Posgrado
Maestria en Gestion Ambiental
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Figura 1. ubicacién del proyecto de investigacion

Se usaron diez cepas de Trichoderma spp, tomadas del Laboratorio de
Conservacion de Hongos, provenientes de cultivos de arroz y café de las zonas
agricolas de Tumbes, Piura y San Martin (Tabla 1). Estas cepas fueron
seleccionadas por su alta capacidad antagOnica en ensayos in-vitro realizados

frente a cepas de Rhizoctonia spp.
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Tabla 1.
Cepas de Trichoderma spp., tomadas del Centro de Diagnostico de Enfermedades

de Plantas — Facultad de Ciencias Agrarias.

Tratamientos Cdédigo Cultivo Procedencia Zona agricola
Tratamiento 1 T351-11 Arroz Malval Tumbes
Tratamiento 2 T249 -13 Arroz Ignacio Escudero Piura
Tratamiento 3 T353-11 Arroz Malval Tumbes
Tratamiento 4 T354 -11 Arroz Malval Tumbes
Tratamiento 5 T355-11 Comercial Comercial -
Tratamiento 6 T356 -11 Arroz Malval Tumbes
Tratamiento 7 T357 -11 Arroz Malval Tumbes
Tratamiento 8 T358 -11 Arroz Malval Tumbes
Tratamiento 9 T400 - 15 Artesanal San Martin San Martin
Tratamiento 10 T280 - 13 Café Canchaque Piura
Testigo Sin aplicacién

Las cepas se activaron en medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA), incubandose
a 28 °C por cinco dias, presentando diferencias morfoldgicas como color del micelio,

conidios y velocidad de crecimiento (Figura 2).

T351-11 T249-13 T353-11 T354-11
P — e — =
i \\ / ¥ ‘x,_

T400-15 T280-15
Figura 2. Colonias de Trichoderma usados en la investigacion.
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Las cepas de Fusarium fueron aisladas de plantas de banano colectadas de un
campo agricola ubicado en Zarumilla, una zona no reportada para FOC RA4T, las
plantas presentaban sintomas de marchitez, hojas secas colgando del pseudotallo,

necrosis de tejido interno de color rojizo.

El material seleccionado con sintomas similares al de Foc R2T, fueron embalados,
etiquetados y llevados al Laboratorio de Conservacion de Hongos de la Facultad
de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Tumbes, para el aislamiento de

las cepas de Fusarium.

- TS ‘ ¢ K . >
Figura 3. Plantas de banano mostrando sintomas de marchitez y necrosis de

haces vasculares.

La patogenicidad de las cepas aisladas se realizé en plantas de banano organico
comercial libres de la enfermedad, las cepas fueron inoculadas en plantas de 2 m
de altura, cortando fragmentos en la parte central del pseudotallo, se aplicé en cada
caso, cinco cm de una dilucion conteniendo micro conidios de Fusarium, una vez
realizada la inoculacion, se colocé nuevamente el fragmento cortado y selladas con

papel de aluminio para evitar el secado del area inoculada.
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3.1Fase de vivero

3.1.1 Materiales, Equipos e Insumos
Materiales: Placas Petri con PDA conteniendo cepas de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense R2T, cepas de Trichoderma spp., espatulas,
agua destilada estéril, palanas de mano, cartilla de evaluacion.
Equipos: cAmara fotografica, bomba fumigacién de palanca.
Insumos: Suelo bananero, cebollines de banano organico, Producto

biologico (Tricho-D).

3.1.2 Instalacion de los tratamientos

Se instalaron diez tratamientos y un testigo absoluto, en noques de
cemento de 1.80 m x 2.5 m x 0.80 m de area de siembra. Cada
tratamiento corresponde a la aplicacion al suelo de una cepa de
Trichoderma (Tabla 1), con 12 cebollines de banano del Subgrupo
Cavendish sembrados cada 40 cm, sobre suelo bananero. Los
cebollines fueron limpiados, se eliminaron las raices y posteriormente
desinfectados, por el método de triple desinfeccion propuesto por French
et al., (1980).

Figur 4. Plantas de banano Subgrupoavendish éembrados

en noques de cemento
Se realizaron tres aplicaciones de Trichoderma al suelo, cada 15 dias,

con una dosis de 20 kilos/ha., por cepas nativa y 300 g/ha. de una cepa

comercial, la primera aplicacion se realizé después de la siembra.
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3.1.3

3.1.4

3.1.5

Toma de muestras de suelo para analisis microbioldgico

La determinacién de los analisis microbioldgicos se realizé en 200 g de
suelo de los primeros 20 cm de la capa arable; las muestras fueron
colocadas en bolsas de plastico e etiquetadas para ser llevadas al
laboratorio. Se realizaron ocho muestreos con una frecuencia de quince
dias, el primer muestreo se realiz6 antes de la aplicacién de Trichoderma

al suelo.

Toma de muestras de suelo para NPK

Los analisis de NPK, se realizé en 500 g de suelo; el primer muestreo se
realizo tres dias antes de la siembra. Las submuestras fueron tomadas
entre planta y planta, y colocadas en bolsas de polietileno debidamente

etiquetadas y llevadas al Laboratorio para su analisis.

Altura de plantay didmetro de Pseudotallo

La altura de la planta, fue tomada usando una cinta métrica, desde la
base del suelo hasta la ultima “V” que forman las hojas; el diametro del
pseudotallo fue tomado colocando la cinta métrica a un metro de altura
de la planta. (CIRAD, 1996). (Figura 5). Se realizaron ocho evaluaciones
con una frecuencia de 15 dias.

Figura 5. Medicion de la altura y diametro de planta.
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3.2Fase de laboratorio

3.2.1 Materiales, Equipos e Insumos
Materiales: Placas Petri de vidrio, vasos de precipitacion de 50 y 100 ml,
pipetas de 1, 5y 10 ml, tubos de conservacion, matraces.
Equipos: Camara de flujo laminar, estufa de incubacién, microscopio,
autoclave, balanza analitica, agitador magnético.
Insumos: Agar agar, papa, dextrosa, agua destilada estéril, Trichoderma

spp., y Fusarium oxysporum f. sp. cubense (R2T).

3.2.2Antagonismo in vitro de Trichoderma spp. frente a FOC Tropical
R2T
Esta prueba se realizé siguiendo la técnica de cultivo Dual de Dennis y
Webster (1971), en una placa Petri de 9 cm de didmetro conteniendo
medio de cultivo PDA, se sembraron cepas de Fusarium oxysporum f.
sp. cubense (R2T) frente a Trichoderma spp., la siembra se hizo usando
discos de 0.5 cm de diametro conteniendo los hongos en desarrollo. Las
placas se incubaron a 28 °C, con alternancia de luz-oscuridad y se

evaluod cada 24 horas, durante siete dias consecutivos.

Tabla 2. Escala de evaluacién de la capacidad antagonica. Bell et al., 1982.

Grado Capacidad antagénica
0 Ninguna invasion de la superficie de la colonia del hongo patégeno.
1 Invasion de " de la superficie de la colonia del hongo patégeno.
2 Invasion de *qe la superficie de la colonia del hongo patégeno.
3 Invasion total de la superficie de la colonia del hongo patégeno.

Invasion total de la superficie de la colonia del hongo patégeno

esporulacién sobre ella.

Para determinar los Radios de Crecimiento del Antagonista (RCA), y los
Radios de Crecimiento del Patégeno (RCP), se midi6 la longitud desde

el borde del disco sembrado hasta el borde de la colonia en crecimiento
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3.2.3

3.24

(Garcia et al. 2015). En el caso de PICR se evaluo la reduccion del

crecimiento del micelio, usando la féormula de Ezziyyani et al. (2004):

PCIR= (R1-R2)
R1

X 100

Dénde: R1: crecimiento del patdgeno en el testigo

R2: crecimiento del patdgeno enfrentado con Trichoderma

Mecanismos de accion de Trichoderma spp. frente a Fusarium
oxysporum f. sp. cubense (R2T)

Se uso como referencia la escala propuesta por Garrido (2018) (Tabla
3); observandose a los diez dias el tipo de interaccion hifal, tales como
enrollamiento, granulacion, vacuolizacion, penetracién y lisis (Reaves y
Crawford, 1994). Las muestras fueron extraidas de la zona de
enfrentamiento de las cepas y se observaron en el microscopio éptico a

un aumento de 400 x.

Tabla3. Escala del nivel de interaccion hifal de Trichoderma frente a Fusarium

Grado Antagonismo
Alto +++
Medio ++
Bajo +

Analisis microbioldgico del suelo

Por cada tratamiento se tom6 una muestra de 10 g de suelo, se colocé
en un vaso de precipitacion estéril conteniendo 100 ml de agua destilada
estéril, las muestras fueron puestas en una plancha movediza con
agitador magnético por 5 minutos a 500 r.p.m. Finalizado ese tiempo las
muestras fueron puestas en reposo por 40 minutos para que sedimente

las porciones solidas de suelo.
En una placa Petri conteniendo PDA, se colocé una alicuota 0.25 ml del

sobrenadante y con la ayuda de una espatula de Drigalsky estéril se

extendio el indculo en toda la superficie. Las placas se incubaron a 28
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3.2.5

°C por cuatro dias, contandose cada una de las Unidades Formadoras

de Colonias (u.f.c.) que desarrollan.

Calidad de materia organica mediante la inoculacién de
Trichoderma.

Se tomaron muestras de materia organica de un campo de banano
organico; primero se retira el material vegetal, como hojas, raquis, trozos
de pseudotallos, dejando la materia organica que queda en la superficie
del suelo, de este material, se toman submuestras hasta completar una
muestra de 200 g por campo, las muestras son colocadas en bolsas de
polietileno, debidamente etiquetadas y son llevados al laboratorio. En el
laboratorio, la muestra se humedece con agua destilada estéril y se
inocula con un disco de agar mas Trichoderma spp., se incuban por seis

dias a 28 °C y se homogenizan cada 24 horas. (Figura 6).

3. Inoculacion de la materia
organica con Trichoderma spp.

1. 200 g de materia organica

5 Siembrade [\
materia organica
en medio PDA

4._incubacién de la materia organica por 7 dias.

Figura 6. Metodologia para determinar la calidad de la materia organica

Después de la incubacién, se toman pequefias porciones de materia organica

y se siembran en placas Petri conteniendo medio de cultivo PDA, se incuban

por espacio de cuatro dias a 28 °C, la evaluacion consiste en comprobar el

desarrollo de la colonia de Trichoderma spp, en el medio de cultivo de acuerdo

con la escala propuesta. (Tabla 4).
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Tabla 4. Escala de evaluacién del desarrollo de Trichoderma spp, inoculado en

materia organica.

Grado Descriptiva Gréfica

0 No creci6 Trichoderma

Trichoderma crecié hasta un 25% de
la placa

Trichoderma crecié hasta un 50% de
la placa

Trichoderma crecié hasta un 75% de

I
la placa

v Trichoderma crecié 100%
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

RESULTADOS

4.1 Sintomas causados por las cepas inoculadas de Fusarium, aisladas de
banano
Los sintomas desarrollados por las cepas inoculadas, en plantas de banano
organico comercial (IC2) libres de la enfermedad, son similares a los sintomas
descritos para fusarium; la inoculacién se realizé en plantas de 2.00 m, de
altura. Los sintomas se inician con estrias necroticas en los haces vasculares,
hasta desarrollar grandes lineas de color marrén rojizo en las vainas
afectadas, que avanzan desde el punto de inoculacion hasta la parte alta; la
intensidad de los dafios varia con la capacidad patogénicas de las cepas en

estudio.

El avance de los sintomas se realizo de afuera hacia adentro, de la vaina mas
externa hacia la interna, sin llegar a comprometer la parte central, que
permanece sana; las zonas afectadas muestran la presencia de tilosas o
bolsones gomosos de color oscuro, las plantas afectadas mostraron

marchitez, sin llegar a la muerte de las hojas inferiores.

A pesar de que las plantas inoculadas no son susceptibles, la presién del
in6culo aplicado permitio el desarrollo de la enfermedad en bajos niveles de
infeccion. Las cepas inoculadas tuvieron diferente reaccion frente al huésped,
una mostr6 mayor dafio que otras, pero mantuvieron las mismas
caracteristicas de estrias necroticas y bolsones gomosos. En ninguno de los

casos se presentd muerte de las plantas inoculadas. (Figura 7).
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F672-22 F673-22 F662-22 F661-21 F661C-2

Figura 7. Sintomas desarrollados por Foc R2T en banano, bajo condiciones

de tinglado

4.2 Caracteristicas morfolégicas de aislamientos de F. oxysporum R2T.
Fusarium oxysporum f. sp. cubense, en estado asexual o imperfecto, produce
microconidios, macroconidios y clamidiosporas globosas que se forman en
pares o individualmente. (Oirsa, 2018). Los microconidios de forma ovalada
constituidas por una o dos células y macroconidios en forma de hoz con cuatro

a ocho células, sobre monofialides ramificadas o no ramificadas.

Las estructuras de resistencia de este hongo son las clamidosporas, las
cuales son de forma globosas, presentandose solas o en pares, intercalares
o terminales, sus paredes celulares son gruesas y se presentan en forma
abundante cuando la enfermedad estd en estado avanzado (Lara, 2009).
ProMusa, 2018., sefiala a los “microconidios, como estructuras de
reproduccion vegetativa, las cuales presentan forma ovalada o arrifionada,
con paredes delgadas y palidas, naciendo de células conidiogénicas a partir
de monofialides. Los macroconidios, son de diferentes tamafios desde cortos
hasta medianos, con superficies abaxial casi recta, de color palido y paredes
delgadas y la gran mayoria con 3 septos, la célula apical es corta y ganchuda
y la célula basal tiene una muesca en forma de pie, estos macroconidios se
forman a partir de monofialides en conidioforos ramificados en esporodochia

o0 en monofialides en hifas. Los microconidios, se encuentran en abundancia
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en los vasos floematicos de las plantas infectadas y los macroconidios, en la

superficie de las plantas muertas atacadas por Fusarium.” (Figura 8).

e

Figura 8. Aislamientos de Fusarium oxysporum f sp cubense, en medio de cultivo PDA.

a. F661-21, b. F661C-23, c. macroconidios, d. microconidios, e. clamidosporas.

4.3 Capacidad antag6nica por competencia de diez cepas de Trichoderma
spp. frente a Fusarium oxysporum f. sp cubense R2T.
La competencia 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).
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Figura 9. Velocidad de crecimiento de Trichoderma T351-11 frente a Foc R2T:

(a) F661-21 y (b) F661C-23.

F661-21 vs. T2:T249-13
10
= 5.2
[}
c
(3]
o
c 5
9
£
5 0.7 o
o 1.95 2.55 '
0 1.45
Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06
e F661-21 =@ T2:T249-13 a.

F661-C vs. T2:T249-13
10

52 5.2
4.9 )
§ s
S 1.5 28
o
< 0.9
Q
E 0
Q
8 Dia03 Dia04 Dia05 Dia0O6 Dia07
=@ 661-C =@ T249-13 b

Figura 10. Velocidad de crecimiento de Trichoderma T249-13 frente a Foc R2T:

(a) F661-21 y (b) F661C-23.
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Figura 11. Velocidad de crecimiento de Trichoderma T353-11 frente a Foc R2T:

(a) F661-21 y (b) F661C-23.
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(a) F661-21 y (b) F661C-23.

37




F661-C vs. T5:T355-11

10
5.00
£
o
g5
[e]
=
8
£
3
5 0
Dia03 Dia04 Dia05 Dia06
e F661-C e T5:T355-11

5.45

Dia 07

b

Figura 13: Velocidad de crecimiento de Trichoderma T355-11 frente a Foc R2T:

F661-21 vs. T5:T355-11
10 5.15
. 4.09 470 :
5 2.70
7
c
o 5
° 1.31
5
E T 268 285
8 o 1.34 :
o Dia03 Dia04 Dia05 Dia06 Dia 07
e F661-2]  emm@um T5:T355-11 a
(a) F661-21, (b) F661C-23.
F661-21 vs. T6:T356-11
10
5.48
£
o
c
o 5
2
c
Q
£ 2.28
g 0 . S
o Dia 03 Dia 04 Dia 05 Dia 06
=== F661-2] em@umT6:T356-11
a

F661-C vs. T6:T356-11
10

Crecimiento en cm.

Dia 03 Dia 04 Dia 05

e F661-C @ T6:T356-11

5.43

Dia 06

b

Figura 14. Velocidad de crecimiento de Trichoderma T356-11 frente a Foc R2T:

(a) F661-21, (b") F661C-23.
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Figura 15. Velocidad de crecimiento de Trichoderma T357-11 frente a Foc R2T:

(a) F661-21, (b) F661C-23.
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Figura 16: Velocidad de crecimiento de Trichoderma T358-11 frente a Foc R2T:

(a) F661-21, (b) F661C-23.
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Figura 17: Velocidad de crecimiento de Trichoderma (T400-15) frente a Foc R2T:
(a) F661-21, (b) F661C-23.
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Figura 18: Velocidad de crecimiento de Trichoderma (T280-13) frente a Foc R2T:
(a) F661-21, (b) F661C-23.

En todos los casos, Trichoderma spp. si muestra una mayor velocidad de

crecimiento frente a las dos cepas de Fusarium oxysporum f. sp cubense R2T,
sobresaliendo las cepas de Trichoderma T358-11, T280-13, T357-11, T353-
11 y T355-11 frente a F661-21 y T358-11, T400-15, T355-11, T353-11, T357-
11 y T354-11 frente a F661C-23.

De este grupo de cepas nativas, la T354-11 y la T400-15 compiten Unicamente
frente a F661-21 (Figuras, 12(a), 17(a)) y la cepa T280-15 frente a F661C- 23
(Figura 18(b)) de igual forma la cepa comercial T355-11, compite bien frente
a F661-21 y F661C-23 (Figura 13).

Todas las cepas de Trichoderma invadieron las placas a las 216 horas

después de la siembra. (Figuras 9 al 18).
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T351-11, (b). T249-13, (d). T353, (). T355-11, (f). T356-11, (g). T357-11,
(h). T358-11, (i). T400-15, (j) T280-15.

40



4.4

Figura 20: Enfrentamiento in-vitro de Fusarium F661C-23 frente a Trichoderma: (a).
T351-11, (b). T249-13, (d). T353, (e). T355-11, (f). T356-11, (g). T357-11,
(h). T358-11, (i). T400-15, (j) T280-15.

Mecanismos de accién desarrollados por diferentes cepas de
Trichoderma spp. frente a Fusarium oxysporum f. sp. cubense.

Las cepas de Trichoderma spp., han presentado diferente mecanismo de
accion frente a las dos cepas de Fusarium, siendo los mas frecuentes la

Granulacion y Lisis y, en menor nivel, Fragmentacion, Vacuolizacion,
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Perforacion, Penetracion y Enrollamiento; cada mecanismo cumple una

funcién especifica frente al fitopatdgenos. (Tabla 5y 6 y Figura 21).

Tabla 5. Mecanismos de accidn desarrollados por 10 cepas de Trichoderma spp., frente

a Fusarium oxysporum f. sp cubense. (F661C-23)

Tratamiento MECANISMOS DE ACCION
Granulacion Lisis Fragmentacién Vacuolizacién Perforacion Penetracion Enrollamiento

T351-11 + ++ - - - -

T249-13 - ++ - - T+ B "
T353-11 + ++ + + + + +
T354-11 ++ + + - - -

T355-11 ++ + - - - + +
T356-11 + ++ - - - B N
T357-11 + + ++ - - - -
T358-11 ++ ++ - - - - -
T400-15 ++ + + ++ - - -
T280-13 ++ +++ + - - + +

Tabla 6. Mecanismos de accion desarrollados por 10 cepas de Trichoderma spp., frente a

Fusarium oxysporum f. sp cubense. (F661-21).

Tratamiento

MECANISMOS DE ACCION

Granulacion

Lisis

Fragmentacion

Vacuolizacion

Perforacion

Penetracion

Enrollamiento

T351-11

+

++

+

T249-13

+++

++

+

T353-11

+++

++

++

T354-11

+++

T355-11

+++

++

++

++

T356-11

+++

++

T357-11

+++

T358-11

++

+++

++

T400-15

++

++

+++

T280-13

+++
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Enrollamiento Lisis

Perforacion

Vacuolizacion Granulacién Fragmentacion

Figura 21: Mecanismos de accién desarrollados por Trichoderma spp., frente a
Fusarium oxysporum f. sp. cubense R2T.

4.5 Competencia
La competencia es un mecanismo de control desarrollado por Trichoderma
spp., la respuesta puede variar de acuerdo con el fitopatégeno y la cepa
Trichoderma que se evaluo, las cepas T355-11 (comercial), T356-11 y T358-
11 muestran los niveles mas altos de inhibicién de crecimiento frente a las dos

cepas de Fusarium Foc R2T estudiadas. (Figura 22)

Los resultados desarrollados por Trichoderma spp., pueden ser clasificados
como de ligeramente tdxicos, al haberse presentado valores que oscilan entre
59 % y 70 % de inhibicion, similares resultados fueron encontrados por Babar
Khan et al., 2017, al encontrarse una inhibicion de T. harzianum sobre F.

oxysporum del 75 % en la técnica de cultivo dual.
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Figura 221. Porcentaje de inhibicion de crecimiento por Trichoderma spp., frente a

dos cepas de Foc R2T.

4.6 Lafertilidad y la presencia de microorganismos en el suelo
En los ecosistemas naturales, los hongos y las bacterias permiten el reciclaje
de los tejidos vegetales y el exoesqueleto de insectos que quedan en el suelo,

transformandolos en materia organica; ademas.

Estos microorganismos tienen una funcién clave en la fertilidad del suelo y de
las plantas, al participar en el ciclo del nitrégeno, azufre y fésforo. (Margulis y
Dorian, s.f), dentro de esta diversidad bilégica que vive en el suelo, varias
especies de Trichoderma son capaces de solubilizar nutrientes del suelo que
son necesarios para la planta, haciéndolos asimilables por las raices, tal como
el fésforo y micronutrientes como el hierro, cobre, zinc y magnesio (Altomare
et al., 1999).

Otros Trichoderma inducen la expresion del nitrato reductasa en plantas,
enzima que convierte el nitrato en iones amonio (necesarios para el
metabolismo del nitrdgeno), mejorando la productividad y el crecimiento

vegetal (Harman, 2000).

La investigacion, se hizo sobre un suelo agricola con bajo nivel de nitrogeno,
las plantas de banano mostraron sintomas de deficiencia de nitrégeno a nivel
de los peciolos y hojas. La mayor expresion de este sintoma se presento en
el testigo con peciolos finos, cortos y con bordes de color rojizo por la

acumulacion de antocianinas; clorosis o amarillamiento de las hojas.
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La respuesta encontrada por la incorporacion de cepas de Trichoderma spp.,
al suelo, permiti6 una disminucion de estos sintomas en los tratamientos
T249-13, T354-11, T358-11, T355-11 (comercial), T356-11, T400-15;
mientras que los tratamientos T353-11 y T357-11, tuvieron similar respuesta

gue el testigo (Figura 23).

a. Testigo

o 1355 h. T356-11 ‘ o T4001
Figura 23. Deficiencia de nitrégeno mostradas en las vainas en banano. Nivel alto
de deficiencia de nitrdgeno en el peciolo: a. Testigo, b. T353-11,
c. T357-11. Nivel medio a bajo: d. T249-13, e. T354-11, f. T358-11,
g. T355-11, h. T356-11, i. T400-15.
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4.7

Las respuestas de fertilizacion, observadas en las plantas por accion de las
cepas incorporadas al suelo, son independientes a la accion de cada una de
las cepas frente al patdgeno en estudio; estos resultados dejan entrever que
entre las cepas de Trichoderma spp., existen algunas cepas que pueden
presentar mas de una actividad bioloégica en el suelo en favor de los

ecosistemas agricolas.

Estos resultados, bajo las condiciones que se realizd, muestran que las cepas
de Trichoderma incorporados al suelo sobrevivieron de forma activa y que
algunas cepas formaron nitrato reductasa en la planta, enzima que convierte
el nitrato en iones amonio (Harman, 2000), lo cual ayudo que las plantas
mejoren el uso de nitrégeno y disminuyeran los sintomas de deficiencia de en

los peciolos.

Ademas, producen polisacéridos extracelulares (pegamentos naturales) y
otros exudados celulares que mejoran la estructura del suelo y la

estabilizaciéon de los agregados del suelo.

Diametro de pseudotallo y altura de planta.
Los resultados muestran que, en todos los casos, las plantas han mostrado

mayor desarrollo que el testigo, durante los 107 dias de evaluacion, sin
embargo, los tratamientos T249-13, T357-11 y T400-15 (artesanal), alcanzan

similar diametro que el testigo.

Sobresalen los tratamientos T355-11 (comercial), T353-11, T354-11 y T356-
11, al alcanzar su mayor didmetro entre la cuarta y octava evaluacion; pero
los tratamientos T355-11 (11.71), T358-11 (11.23) y T356-11 (10.25), muestra

la mayor diferencia de didmetro entre la evaluacion inicial y la final (Figura 24).
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Figura 24. Diametro de Pseudotallo por efecto de los tratamientos.

En los tratamientos T355-11 (comercial), T354-11, T353-11, y T356-11, el
didmetro final registrado es superior a los demas tratamientos, oscilando entre
23.00 cm. y 23.75 cm., el tratamiento T355-11 y T356-11 muestran el mayor
incremento de diametro de pseudotallo con 11.33 y 9.83 cm. alcanzados a los

107 dias de evaluaciéon del experimento.

En los tratamientos, T351-11, T249-13, T357-11 y T400-15 (artesanal), el
incremento de didmetro de la planta fue menor al registrado en el testigo (9.00

cm.).

El desarrollo de una planta es producto de varios factores, como sanidad,
fertilidad del suelo y el desarrollo de su cabellera radicular, a mas volumen de
raices mayor posibilidad de toma de agua mas nutrientes. La presencia
Trichoderma en el suelo, puede incentivar el desarrollo de una mayor
cabellera radicular y el desarrollo de una mayor altura de planta, es probable
gue la incorporacion al suelo de este antagonista esté relacionada con la altura

de las plantas de banano.
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Figura 25. Altura de planta por efecto de los tratamientos.

La mayor altura de planta se logra con los tratamientos T355-11, T354-11,
T353-11, y T356-11; coincidiendo con el mayor incremento de diametro de
Pseudotallo en los tratamientos T355-11 y T356-11; de estos, el tratamiento
T356-11 alcanza el mayor incremento en altura de planta, con 72.59 cm.
(Figura 25).

4.8 Poblacion de microorganismos, formados por efecto de los tratamientos
La poblacion de Trichoderma en el suelo, est4 conformadas por la poblacién
nativa y la poblacion incorporada; de los tratamientos incorporados se ha
encontrado que el tratamiento T355-11 (comercial) genera una poblacion

ascendente de Trichoderma en el suelo (Figura 26).

Todos los tratamientos han mostrado capacidad para incentivar las
poblaciones de Trichoderma nativos en el suelo, sobresaliendo los
tratamientos T355-11 (comercial), T249-13, T400-15 (artesanal), T351-11 vy el
T353-11; el tratamiento T356-11 muestra la poblacion mas baja, superando al

testigo.
El desarrollo de Trichoderma en el suelo, estd determinado por las

condiciones del medio ambiente y la cantidad de nutrientes disponible en el

suelo. La materia organica es la principal fuente de energia para Trichoderma,
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la disponibilidad de los nutrientes disponibles dependera del nivel de

degradacion de la materia organica.
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Figura 26. Efecto de los tratamientos en la poblacién de Trichoderma en el suelo.

Penicillium junto a Trichoderma, tienen capacidad para afectar el desarrollo
de microorganismos en el suelo, pueden facilmente invadir el suelo y producir
sustancias toxicas producto de su metabolismo (antibiosis) que afecten a los
fitopatogenos en el suelo. Los tratamientos T357-11, T358-11, T400-15
(artesanal), T353-11 y T280-13 muestran poblaciones mas bajas que el
testigo, no ocurre lo mismos con el tratamiento T356-11 y T351-11 que

presenta mayor poblacion que el testigo. (Figura 27).
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Figura 27. Efecto de los tratamientos en la poblacion de Penicillium en el suelo.
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Los hongos degradadores de la materia organica, son un grupo de hongos

gue participan activamente en la degradacion de los tejidos vegetales, que
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caen al suelo, uno de los microorganismos que mayormente se beneficia con
la actividad de estos organismos, son las cepas de Trichoderma. Los
tratamientos 357-11, 358-11 y 400-15 no incentivaron las poblaciones de

hongos degradadores de la materia organica (Figura 28).
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Figura 28. Efecto de los tratamientos en la poblacién de Degradadores de la

materia organica en el suelo

La poblacién total de hongos, registradas en este ensayo, muestran el efecto
de los tratamientos aplicados al suelo, en todos los casos destacan los
tratamientos T356-11, T355-11 (comercial), T351-11 y T249-13, no asi, los
tratamientos T357-11, T358-11, T400-15 y T280-13 (artesanal) no

incentivaron la vida microbiana del suelo (Figura 29).
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Figura 29. Efecto de los tratamientos en la poblacion de Hongos en el suelo.
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DISCUSION

De las 10 cepas de Trichoderma estudiadas, la cepa comercial de T. harzianum
(T355-11), las cepas T351-11, T353-11, T354-11, T357-11 y T358-11, muestran un
buen nivel de eficacia (71.16 % a 84.94 %) contra las dos cepas de Fusarium
oxysporum R2T, garantizando la capacidad de biocontrol desarrollada por
Trichoderma frente a este patdgeno.

Aun cuando el nimero de mecanismos de accion desarrollados por las cepas sean
mayor en uno que en otros, esto no garantiza la eficacia de la cepa para controlar
a un fitopatbgeno como Fusarium, de ahi que la cepa T280-13, con un solo
mecanismo (Lisis), presente mayor eficacia frente la cepa de Fusarium F661-21
(75.63 %) que frente a la Cepa F661C-23 (33.33 %); similar respuesta se ha
encontrado con la cepa T355-11 frente a la cepa de Fusarium F661C-23 (73.95 %)
y la cepa F661-21(78.38 %) (Figura 30).
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Figura 30. Eficacia de diez cepas de Trichoderma spp. frente a, Fusarium oxysporum f. sp.
cubense (R2T).

Las cepas de Trichoderma pueden incentivar la vida microbiana en el suelo y su
efecto es evidente con la presencia de diferentes tipos de microorganismos que
cumplen funciones diferentes, en todos los casos se observé diversidad biolégica
en la poblacion de hongos en el suelo; solo en la cepa T357-11 las poblaciones

decrecen alcanzando las poblaciones mas bajas entre la cuarta y la octava
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evaluacion. Las cepas T351-11y T355-11 la diversidad bioldgica se mantiene altas

durante todo el proceso de desarrollo del ensayo (Figura 31).
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Figura 31. Efecto de los tratamientos en la diversidad de Hongo en el suelo

La actividad microbiana, juega un papel importante en la fertilizacion y en la
nutricion de los suelos, la presencia de numerosas especies de microorganismos
en un mismo género con caracteristicas distintas, sustentan la existencia de un
suelo saludable y el desarrollo de una planta sana. La respuesta observada nos
indica que no todos los Trichoderma tienen la misma capacidad frente a un
fitopatogeno o frente a un determinado ambiente, de ahi que se observan dos
grupos de respuesta de Trichoderma en el suelo; los que han incentivado el

desarrollo o los que han limitado el desarrollo de hongos.

También se ha encontré que el crecimiento de Trichoderma esta influenciada por
la calidad de la materia organica en el suelo, el mayor crecimiento se da en una
materia organica bien degradada, observandose la colonizacién de las cepas en el
sustrato. No ocurre lo mismo en una materia organica poco degradada, donde
Trichoderma compite con cepas de Mucor spp., Fusarium spp. o bacterias
comprometidas con la degradacion de la materia organica en el suelo, la mayoria
de casos de los suelos evaluados estuvieron dentro de esta categoria.
Trichoderma, ademas de ser un invasor de los espacios, aprovecha los nutrientes
de la materia organica favoreciendo su desarrollo y su capacidad de antagonismo

frente a un fitopatégeno como Fusarium.
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El tipo de manejo que realiza el agricultor en sus campos afecta la vida microbiana
de los suelos y su capacidad de degradacién. Aun cuando la fuente de agua sea
la misma, al aportar cierto tipo de microorganismos al suelo, la microbiota en cada
suelo dependera del manejo del cultivo. La materia organica de diferentes campos
agricolas, muestran diferente grado de degradacion, que se expresa con la
presencia o ausencia de Trichoderma nativos; su presencia en el suelo, indica un
grado de trasformacion de los residuos de cosecha en un material organico
disponible para los microorganismos en el suelo; Trichoderma spp, favorece la
presencia de otros microorganismos, por la accién de bio remediacion que realiza

al producir compuestos organicos que favorecen el cambio de pH en el suelo.

El mejor control frente a Fusarium oxysporum R2T, en el suelo, se da con la
presencia de Trichoderma nativos, por su capacidad antagdnica y colonizacion de
los sustratos (como la materia organica), el desarrollo de este antagonista en el
suelo depende de la cantidad de energia que obtenga de una materia organica bien

degradada.

En una evaluacion del tipo de materia organica existente en un suelo de un campo
bananero, se encontré que, de seis campos de banano evaluados, so6lo en dos de
ellos desarrollo Trichoderma spp., cubriendo el 50% de la placa conteniendo PDA,
en los demas campos Trichoderma spp. desarrollo s6lo en un 25 %. Estos
resultados dejando entrever de la escasa capacidad de antagonismo que se puede
presentar en un suelo, para que compita con un fitopatbgeno como Fusarium

oxysporum RA4T. (Figura 32).

Trichoderma ejerce un control antagdnico mediante la competencia por espacio y
el hiperparasitismo sobre Fusarium Raza 2 Tropical. Confirmandose que el
micoparasitismo y la antibiosis son mecanismos clave en el biocontrol ejercido por
Trichoderma, reforzando la idea de que estos hongos antagonistas emplean una
combinacion de estrategias para mitigar el avance de fitopatdgenos (Mayorga et
al., 2024).

53



Figura 32: Desarrollo de Trichoderma harzianum, en diferentes tipos de materia

organica de campos de banano

Campo de .
banano Trichoderma spp. Grado
I: Trichoderma cubre hasta un
Campo PM1 25% de la placa
II: Trichoderma cubre hasta un
Campo PM2 50% de la placa
I: Trichoderma cubre hasta un
Campo PM3 25% de la placa
Campo PM4 I: Trichoderma cubre hasta un
Piura 25% de la placa.
camoo | 0: Trichoderma cubre hasta un
P 25% de la placa
Il: Trichoderma cubre hasta un
Campo PM - | 50% de la placa

54



CAPITULO V

CONCLUSIONES

. Las cepas de Trichoderma T355 - 11y T358 — 11; presentaron mecanismos
de accion frecuentes como Granulacion y Lisis y, en menor nivel,

Fragmentacion, Vacuolizacion, Perforacion, Penetracion y Enrollamiento.

. La eficacia mostrada por la cepa comercial de T. harzianum (T355 - 11) y las
T351-11, T353-11, T354-11, T357-11 y T358-11 con 71.16 % a 84.94 %,
contra las dos cepas de Fusarium oxysporum R2T, garantizan la capacidad

de bio control de Trichoderma frente a este patdgeno.

. Aun cuando el numero de mecanismos de accién desarrollados por las
cepas sean mayor uno gue en otros, esto no garantiza la eficacia de una
cepa para controlar a un fitopatdgeno como Fusarium, de ahi que la cepa
T280 — 13, con un solo mecanismo (Lisis), presenta mayor eficacia frente a
la cepa de Fusarium F661 - 21 (75.63 %) que frente a la Cepa F661C-23
(33.33 %); similar respuesta se encontrd con la cepa T355 - 11 frente a la
cepa de Fusarium F661C-23 (73.95 %) y F661 -21(78.38 %).

. Trichoderma spp., incentiva la vida microbiana del suelo, sobresaliendo los
tratamientos T355-11 (comercial), T249-13, T400-15 (artesanal), T351-11y
el T353-11.

. Las cepas de Trichoderma spp., mostraron un buen control de Fusarium
FOC R2T a través de diferentes mecanismos de accion, con un buen nivel
de eficacia de 71.16 % a 84.94 % e incrementaron la vida microbiana del
suelo; papel fundamental para el desarrollo de esta actividad en el suelo es

la presencia de una materia organica de calidad.
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CAPITULO VI

RECOMENDACIONES

. Realizar trabajos de investigaciébn a nivel de campo comercial que nos

permita ratificar los resultados obtenidos en condiciones controladas.

. Realizar estudios a nivel de campo con las cepas de mayor eficacia frente a

Fusarium spp.
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ANEXOS

Escala para determinar el desarrollo de Trichoderma en la Materia organica en el suelo

Grado Descriptiva Grafica

Crecimiento extenso de microorganismos
comprometidos con la degradacion de la
materia organica v presencia limitada de
fitopatogenos.

Crecimiento extenso de microorganismos
comprometidos con la degradacion de la
materia organica, presencia de
fitopatogenos v un  desamollo  de
Trichoderma que cubre hasta un 25% de la
placa.

Crecimiento de MICroorganismaos
comprometidos con la degradacion de la
] materia organica, presancia de
fitopatogenos v un  desamollo  de
Trichoderma que cubre un 50% de la placa.

Crecimiento limitado de microorganismos
comprometidos con la degradacion de la
m materia organica, presencia de
fitopatogenos v un desarrollo extenso de
Trichoderma que cubre un 75% de la placa.

Dezarrollo extenso de Trichoderma que cubre el
v 100% de la placa.
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INFORME DE RESULTADOS
Identificacion molecular

Atencion:

Srta.

Nasstie Vilela

Universidad Nacional de Tumbes

Datos de las muestras

Muestras Conservacion Presoentacion

4 muestras Cadena de frio Medio sclkdo

Analisis

Secuencamiento por
electroforass capllar (regon
Is)
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BIOTEC P

aphcaciones biotecnolggicas al alcance de Lodos

1. Procesamiento de las muestras

1.1 Extraccién de ADMN

La extraccidn de ADM s= realizd madiante el kit Quick-DRA™ Fungal/Bacterial Miniprep (Zymo
Research) de acuerdo a kas instrucciones del fabricante.

1.2 PCR y secusnciamianto

La PCR se realizd mediante la ampificacian de la regién ITS con los iniciadores ITS1 e ITS4
(Winite &t &, 1080), haclendo uso del ADN previamente extraido. Se usd la enzima Phusion
High—Fidelity DNA Polymerass para la sintesis de productos de PCR.

Secuencia de iniciadores usados en ka identificacion:

ITS1 TOOETAGGTGAACCTECGE
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGEC

El producto de PCR fue secuenciado por Electroforesis Capilar por Macrogen (Chilke) v au
identificacitn fue realizada medianta comparacion con le Base de datos univeraal de genomas
del MCEI
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2. Resultados

2.1 Identificacién molecular

Tabla 1: Datos del andlisis de identiicacién moleculay

Cobertura Identidad b dentificacidin Genoma de ik
Observacones
(%) %) Molecuar Relerencis
o1 | es1-21 a0 100 0.0 Rtarion MNBO2342 1
axySporum
02 | 661.C-23 ag 99.81 0.0 P OM356394.1
AxySporum
03 | 68221 100 %048 | 00 Fisarien ON365710.1
axysporum
04 672-22 Fusanm sp. — Re-sacuenciar
Fusanum
; : 1
05 | 67322 ag 100 00 | o\ onasum | PP3447E0
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Sninsky, and T. J. White {(ed.), PCR protocols: a guide to methods and applications. Academic
Press, Inc., New York, N.Y.
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LABORATORIO DE ANALISIS : AGUAS Y SUELOS

Tipo Analisis COMPLETOS Muestras SUELOS DE BANANO ORGANICO
Solicitante NASSTIE MARINA VILELA SEVERINO Ubicacién UNIVERSIDAD NACIONAL DE TUMBES
Estudio TRATAMIENTOS CAMPO BANANO ORGANICO PARA TESIS DE
MAESTRIA Fecha Emision feb-24
Extracto saturado
pH C. elec M.O P K Calcar. Texturas (%)
mhos/cm Yo ppm ppm % Ao. Lo Ar Tipo suelo
Muestra - 1 7,60 1,10 0,80 | 16,0 99| 480 | 92 5 3 ARENOSO
Muestra - 2 7,50 1,39 1,42 | 165 120| 530 | 92 4 4 ARENOSO
% de C.elec |Sodio Intercamb. CIC YoN PSI Tipo de Suelo Yeso Agricola
Saturac. | mhosfcm meq/100 grs  |meq/100 grs| Total Yo tons/halaio
Muestra - 1 10,45 1,10 0,285 13,056 0,047| 2,183 Normal 0,46
Muestra - 2 13,07 1,39 0,346 13,682 0,078| 2,528 Normal 0,55

Resultado : Reaccidn alcalina cuyo pH, limita o dificulta la absocrcion de algunos nutrientes. La salidad es baja que ancaja en los valores
de un banano organico o convencional. La fertilidad natural presentan deficiencias de NPK , bajo tenor de materia organica, baja CIC y
aceptable ---carbonato de calcio .que es bueno para un cultivo muy exigente en nutrientes .

La textura predominante es arenosa, con baja retencion de humedad, en la mayoria de los tratamientos, salvo en las muestras que
presentan mayor contenido de materia organica. que elevan la retencion de humedad .

ING DANTE BOLIVIA DIAZ
Jefe Laboratorio Quimica y Suelos
EEA Vista Florida Lambayeque

CIP 26821
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foL .| Ministerio
ﬁ PERU | de Desarrollo Agrario
y Riego

LABORATORIO DE ANALISIS : AGUAS Y SUELOS

Tipo Analisis COMPLETOS Muestras SUELOS DE BANANO ORGANICO
Solicitante NASSTIE MARINA VILELA SEVERINO Ubicaci6n UNIVERSIDAD NACIONAL DE TUMBES
Estudio TRATAMIENTOS CAMPO BANANO ORGANICO PARA TESIS DE
MAESTRIA Fecha Emision feb-24
Extracto saturado
pH C. elec M.O P K Calcar. Texturas (%)
mhos/cm % ppm ppm % Ao. Lo Ar Tipo suelo
Muestra - 3 7,06 2,89 430 | 196 180 | 470 | 96 3 1 ARENOSO
Muestra - 4 7,25 2,88 6,00 | 103 176 | 490 | 93 5 2 ARENOSO
% de C.elec |Sodio Intercamb. CiC % N PSI Tipo de Suelo Yeso Agricola
Saturac. | mhos/icm meq/100 grs  |meq/100 grs| Total Yo tons/halafio
Muestra - 3 14,35 2,89 0,532 15,895 0,327| 3,347 Normal 0,86
Muestra - 4 15,96 2,88 0,576 16,732 0,290( 3,443 Normal 0,97

Resultado : Reaccién neutra cuyo pH facilita la absocrcién de algunos nutrientes. La salinidad y el sodio intercamb. son bajos.

caracterizando

a suelos Normales ,bajo estos indicadores.La fertilidad natural es de tendencia alta con mejoras de NPK ,carbonatos y altos niveles de

materia organica y mejor CIC, La textura ligera arenosa de mejor retencion de humedad, por la presencia alta de materia organica, sobre

todo en M4.

ING DANTE BOLIVIA DIAZ

Jefe Laboratorio Quimica y Suelos
EEA Vista Florida Lambayeque

CIP 26821
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LABORATORIO DE ANALISIS : AGUAS Y SUELOS

Tipo Analisis COMPLETOS Muestras SUELOS DE BANANO ORGANICO
Solicitante NASSTIE MARINA VILELA SEVERINO Ubicacién UNIVERSIDAD NACIONAL DE TUMBES
Estudio TRATAMIENTOS CAMPO BANANO ORGANICO PARA TESIS DE
MAESTRIA Fecha Emision feb-24
Extracto saturado
pH C. elec M.O P K Calcar. Texturas (%)
mhos/cm % ppm ppm % Ao. Lo Ar Tipo suelo
Muestra - 5 7,06 1,52 1,80 51 116 | 500 | 92 6 2 ARENOSO
Muestra - 6 7,00 2,70 750 | 113 194| 550 | 96 4 0 ARENOSO
% de C.elec |Sodio Intercamb. CiC % N PSI Tipo de Suelo Yeso Agricola
Saturac. | mhos/cm meq/100 grs  |meq/100 grs| Total Yo tons/halaio
Muestra - 5 13,72 1,52 0,372 14,970 0,092| 2,485 Normal 0,70
Muestra - 6 15,75 2,70 0,473 18,672 0,293| 2,533 Normal 0,82

Resultado : Reaccidén neutra que facilita la absocrcion de nutrientes. La salinidad y el sodio son de niveles bajos, la fertilidad natural es baja
en NPK, CIC y tenor de materia organica, siendo alto su carbonato de calcio en la M5, siendo mejor en parte nutricional la muestra M6 que --
presenta el mejor tenor de materia organica, potasio , fésforo y carbonato de calcio.La textura sigue siendo ligera Arenosa, con baja retencio

de humedad .

ING DANTE BOLIVIA DIAZ

Jefe Laboratorio Quimica y Suelos
EEA Vista Florida Lambayeque

CIP 26821
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LABORATORIO DE ANALISIS : AGUAS Y SUELOS

Tipo Analisis COMPLETOS Muestras SUELOS DE BANANO ORGANICO
Solicitante NASSTIE MARINA VILELA SEVERINO Ubicacién UNIVERSIDAD NACIONAL DE TUMBES
Estudio TRATAMIENTOS CAMPO BANANO ORGANICO PARA TESIS DE
MAESTRIA Fecha Emision feb-24
Extracto saturado
pH C. elec M.O P K Calcar. Texturas (%)
mhos/cm %o ppm Ppm % Ao. Lo Ar Tipo suelo
Muestra - 7 7,67 1,49 1,82 15 117 | 450 | 91 4 5 ARENOSO
Muestra - 8 7,85 1,35 1,20 16 135] 500 [ 95 2 3 ARENOSO
% de C.elec |Sodio Intercamb. CIC % N PSI Tipo de Suelo Yeso Agricola
Saturac. | mhos/cm meq/100 grs  |meq/100 grs| Total % tons/halafo
Muestra - 7 13,36 1,49 0,317 15,263 0,096| 2,077 Normal 0,52
Muestra - 8 11,53 1,35 0,328 14,576 0,080| 2,250 Normal 0,65

Resultado : Reaccidén alcalina cuyo pH, limita la absocrcidon de algunos nutrientes. La salidad y el sodio interc. son de niveles bajos, caracteri
zando a las muestras de tipo Normal, bajo estos parametros .La fertilidad es de cracter medio con presencia de fésforo, potasio y carbonat
de calcio de tendencia alta, resaltando el buen tenor de materia organica .La textura predominante es arenosa, con baja retencién de
humedad en mayoria de tratamientos, en estos tratamientos lo mas resaltante es la M6, con alto porcentaje de materia orgénica

ING DANTE BOLIVIA DIAZ
Jefe Laboratorio Quimica y Suelos
EEA Vista Florida Lambayeque

CIP 26821
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Tipo Analisis COMPLETOS Muestras SUELOS DE BANANO ORGANICO
Solicitante NASSTIE MARINA VILELA SEVERINO Ubicaci6n UNIVERSIDAD NACIONAL DE TUMBES
Estudio TRATAMIENTOS CAMPO BANANO ORGANICO PARA TESIS DE
MAESTRIA Fecha Emision feb-24
Extracto saturado
pH C. elec M.O P K Calcar. Texturas (%)
mhos/cm % ppm ppm % Ao. Lo Ar Tipo suelo
Muestra - 9 7,80 1,28 0,70 25 104 | 460 | 93 4 3 ARENOSO
Muestra - 10 7,50 1,60 1,80 51 279 | 340 | 83 10 7 ARENA FRANCA
% de C.elec |Sodio Intercamb. CIC N P3l Tipo de Suelo Yeso Agricola
Saturac. | mhosicm meq/100 grs  [meq/100 grs| % % tons/halafio
Muestra - 9 12,39 1,28 0,335 14,178 0,081| 2,363 Normal 0,86
Muestra - 10 14,77 1,60 0,386 17,235 | 0,124| 2,239 Normal 0,70

Resultado : Reaccion alcalina y niveles bajos de sales solubles y de sodio intercamb, elementos que caracterizan a suelos de tipo Normal.
La fertilidad es de caracter medio con niveles aceptables de fésforo, potasio y carbonato de calcio altos, y bajo tenor de M. Organica en M9
La textura predominante es arenosa, con baja retencion de humedad en la mayoria de los tratamientos, que se manifiesta también en baja

saturacién , que es negativo para el banano que requiere una humedad constante moderada.

ING DANTE BOLIVIA DIAZ

Jefe Laboratorio Quimica y Suelos
EEA Vista Florida Lambayeque

CIP 26821
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LABORATORIO DE ANALISIS : AGUAS Y SUELOS

Tipo Andlisis COMPLETOS Muestras SUELOS DE BANANO ORGANICO
Solicitante NASSTIE MARINA VILELA SEVERINO Ubicacion UNIVERSIDAD NACIONAL DE TUMBES
Estudio TRATAMIENTOS CAMPO BANANO ORGANICO PARA TESIS DE
MAESTRIA Fecha Emision feb-24
Extracto saturado
pH C. elec M.O P K Calcar. Texturas (%)
mhos/cm Yo ppm ppm Y% Ao. Lo Ar Tipo suelo
Muestra - 11 Testigo 7,60 1,28 0,70 23 19| 520 | 92 5 3 ARENOSO
Muestra - 12 libre 7,70 1,58 1,72 | 12 123 | 047 | 45 32 23 FRANCA
% de C.elec [Sodio Intercamb. CciC N PSI Tipo de Suelo Yeso Agricola
Saturac. | mhos/cm meq/100 grs |meq/100 grs| % % tons/halaiio
Muestra - 11 Testigo | 4397 | 1,28 0,308 14,370 | 0,066| 2,143 Normal 0,60
Muestra - 12 libre 39,26 1,58 0,387 20,275 | 0,084| 1,908 Normal 0,68

Resultado : muestras moderadamente alcalinas , aceptables para el cultivo en investigacién; los niveles de salinidad y de sodio
intercambaible son bajos, caracterizando a los suelos de tipo Normal., bajo estos parametros.la fertilidad natural de la muestra testigo N° 11
es baja con de-- ficiencias de nutrientes, buen carbonato de calcio y CIC de nivel medio aceptable para su tipo textural.mientras que el testigo
Cero de mejor -nivel nutricional y aceptable CIC ,propio de una mejor textura Franca ,pero con carbonato de calcio bajo.

ING DANTE BOLIVIA DIAZ
Jefe Laboratorio Quimica y Suelos
EEA Vista Florida Lambayeque

CIP 26821
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