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RESUMEN

La agricultura es una actividad, qué en el Ecuador, representa los mayores
ingresos econdmicos luego de la actividad petrolera. La mora (Rubus glaucus)
tiene su mayor produccién en la provincia de Tungurahua. Al ser un fruto blando,
es susceptible a patdégenos capaces de afectar fuertemente la produccion.
Verticillium spp, es un hongo patégeno con mas de 200 especies vegetales como
huéspedes. Actualmente, los cultivos de mora de la provincia de Tungurahua
estan siendo afectados por Verticillium spp. Los agentes de biocontrol han sido
utilizados masivamente para contrarestar efectos de patégenos. Son conocidas
ampliamente las capacidades del hongo Trichoderma spp para tratar
enfermedades causadas por hongos, ademas de su efecto fertilizante. Sus
mecanismos de accion son produccion de metabolitos, micoparasitismo vy
competencia de nutrientes y espacio, desplazando al hongo patégeno. En el
presente trabajo se evalu6 la capacidad de Trichoderma para tratar la infeccidn
causada por Verticillium spp en los cultivos de mora. Se desarrollé6 una solucion a
base de Trichoderma spp a diferentes concentraciones (1.98x10°conidios/ml,
1.32x10%conidios/ml y 2.6x10°conidios/ml) para evaluar sus efectos como
antagonista de Verticillium y como fertilizante. Se evalué la capacidad fertilizante
de Trichoderma spp, mediante el analisis de nutrientes del suelo y el contenido de
nutrientes en las hojas de las plantas infectadas, antes y después de los
tratamientos. Se evidencié el incremento de los nutrientes, principalmente en la
aplicacion de la dosis de concentracion 1.98x10°conidios/ml a un volumen de
15ml, encontrando incrementos entre 25% - 466%. Ademas, para analizar su
capacidad antagonista versus Verticillum se realizaron pruebas in vitro que
corroboraron los 3 mecanismos de accién de Trichoderma spp, resultando: 1) con
la prueba de competicién por nutrientes y espacio porcentajes de inhibicion de
crecimiento de Verticillium spp entre 45.5% - 55.7%; 2) la prueba de produccién de
metabolitos manifestd porcentajes de inhibicion de crecimiento de Verticillium spp

entre 28%- 70% y 3) mediante microscopia se evidencié como Trichoderma spp



parasita a Verticillium spp al introducir sus hifas en las de Verticillium spp. Estos
resultados demuestran que el producto desarrollado controla la enfermedad en las
plantas y al patdgeno in vitro, ademas se evidencia su potencial aplicacion para

realizar una fertilizacion éptima.

Palabras clave: Trichoderma spp, Verticillium spp, biocontrol, incremento de

nutrientes, concentracion foliar de nutrientes.



ABSTRACT

Agriculture is an activity that in Ecuador represents the greater economical income
after oil activity. Blackberry (Rubus glaucus) has its greater production in the
province of Tungurahua. Being a soft fruit, it is susceptible to pathogens capable of
strongly affect its quality and production. Verticillium spp is a pathogen fungus that
has more than 200 vegetable species as guests, and its infection is lethal for the
plant since it occurs from the vascular bundles. Nowadays, the blackberry crops
from Tungurahua province are being affected by Verticillium spp. The capacities of
the Trichoderma spp fungus are widely known to treat diseases caused by fungus
as well as its fertilizing effect. Its action mechanisms are the production of
metabolites, mycoparasitism, and competition for nutrients and space, displacing
the pathogen fungus. In the present work, the capacity of Trichoderma spp to treat
the infection caused by Verticillum spp in blackberry crops was evaluated. A
solution based on Trichoderma spp in different  concentrations
(1.98x10%conidium/ml, 1.32x10° conidium /ml y 2.6x10° conidium /ml) was
developed to evaluate its effects as an antagonist of Verticillium spp and as a
fertilizer. The fertilizer capacity of the Trichoderma spp was evaluated by means of
nutrient analysis in the soil and nutrient content in the leaves of the infected plants
before and after the treatments. The nutrient increase was evidenced, mainly in the
application of the dose with a concentration of 1.98x10°conidium/ml at a volume of
15 ml, finding increases between 25% - 466%. Also, to analyze its antagonist
capacity versus Verticillium, in vitro tests were carried out that corroborated the
three mechanisms of action of the Trichoderma spp, resulting: 1) with the test of
nutrient and space competition, percentages of grow inhibition of Verticillium spp
between 45.5% - 55.7%; 2) the metabolite production test manifested percentages
of grow inhibition of Verticillium spp between 28% - 70%; and 3) by means of
microscopy it was evidenced how Trichoderma spp parasites Verticillium spp

introducing its hyphae in the ones of Verticillium spp. These results demonstrated



that the developed product controlled the disease in the plants and the pathogen in

vitro; in addition, its potential application for optimum fertilization was evidenced.

Key words: Trichoderma spp, Verticillium spp, biocontrol, nutrient increase, foliar

concentration of nutrients.
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Capitulo I. Introduccién
1.1 Antecedentes.

El uso excesivo de pesticidas quimicos ha incrementado los desechos y las
emisiones toxicas al ambiente, generando asi contaminacion y dafios en
organismos incluyendo a los humanos (Kakvan, Heydari, Zamanizadeh, & Rezaee,
2013, p. 81). La sustitucion de pesticidas por alternativas amigables con el medio
ambiente ha constituido la mayor busqueda de los ultimos afos en el campo
agricola. La capacidad de ciertos microorganismos de controlar biolégicamente
microorganismos patdégenos ha resultado la alternativa mas exitosa. (Ke-wei,
2010, p. 92)

En los ultimos 50 afos, se han reportado varias especies que presentan la
capacidad antagonista y el control de enfermedades. Los principales descritos son
hongos y bacterias controladores de otros hongos, como Pseudomonas
fluorescens contra Pythium ultimum, Bacillus subtilis contra Aspergillus niger, B.
amyloliquefaciens contra Sclerotinia sclerotiorum, Trichoderma virens contra
Fusarium oxysporum, Burkholderia cepacia contra Fusarium solani, Gliocadium sp

contra Botrytis cirenea (Hasan, Gupta, Anand, & Chaturvedi, 2013, p. 38).

Las investigaciones acerca de control biolégico se han centrado en las especies
del género Trichoderma. La capacidad antagonista de Trichoderma fue
inicialmente reconocida en el afio de 1930 y conforme han pasado los afos se ha

ido evidenciando el control biolégico de varias enfermedades. (C.R. Howell, 2013,
p-4)



Las investigaciones llevadas a cabo hasta la actualidad han podido estudiar los
mecanismos que emplea Trichoderma para realizar el control bioldgico. Existen
tres procesos principales: el micoparasitismo, la producciéon de antibidticos y
enzimas, y la competencia por nutrientes y espacio en la rizésfera. Se recomienda
que se realice un consorcio de mas de dos especies de Trichoderma con el
objetivo de potencializar el efecto controlador (C.R. Howell, 2013, p.8). En adicién
a su efecto controlador de patdgenos, se ha evidenciado la capacidad de fertilizar
el suelo logrando incrementar los nutrientes presentes en él. (Molla, Haque,
Haque, & llias, 2012, p. 2)

El reto de la ciencia acerca del control biolégico es lograr una formulacion que
contenga diferentes especies de microorganismos con esta capacidad y poder
determinar la dosis y concentracion que actuaria exitosamente sobre patégenos
especificos. En paises como Iran se ha desarrollado una investigacion acerca de
formular un producto capaz de controlar Rhizoctonia solani a base de
Trichoderma, obteniendo excelentes resultados. Los investigadores sugieren que
las formulaciones se deben mantener en sustratos capaces de mantener al
organismo viable, como residuos de arroz y/o azucares (Kakvan, Heydari,
Zamanizadeh, & Rezaee, 2013, p. 82)

El enfoque de este estudio esta dirigido a cultivos de mora (Rubus glaucus); su
principal mercado de exportacion es Estados Unidos. Las familias ecuatorianas
consumen aproximadamente 2 kg de mora a la semana, principalmente en la
region de la costa (INEC, 2011). La provincia de Tungurahua representa el 1.27%
de la superficie de labor agricola del pais, en esta provincia la mora es el principal
cultivo (INEC, 20011). La mora es conocida por sus propiedades antioxidantes y
por poseer compuestos quimicos de interés cientifico y esto ha generado el

incremento de su demanda comercial (Souza, y otros, 2014, p. 364)



La planta de mora es susceptible a patdgenos, principalmente hongos.
Actualmente, los cultivos de mora en la provincia de Tungurahua estan
enfrentando la presencia de Verticilium spp. Este hongo se caracteriza por

deshidratar la planta hasta secarla por completo (Travis DeSavigny, 2000, p. 120)

Actualmente, en el mercado mundial existen soluciones a Verticillium spp de
naturaleza quimica; que son los pesticidas sistémicos. Si bien, las investigaciones
para encontrar alternativas amigables con el ambiente y solucionar los problemas
fitosanitarios han incrementado, los productos no se han desarrollado.
Especificamente, en Ecuador no se han llevado a cabo investigaciones para tratar
la enfermedad causada por Verticillium spp. Por lo tanto, existe un campo de

investigacion amplio para lograr encontrar soluciones efectivas.



1.2 Planteamiento del problema.

La agricultura ha experimentado grandes cambios en la ultima década, la
invencion de nuevos compuestos quimicos mas potentes para los agentes
patégenos y a su vez, nocivos para el ser humano, ha desencadenado la
busqueda de alternativas ecoldgicas emergentes que puedan competir con la
industria quimica. Se han desarrollado técnicas amigables con el ambiente, sin
embargo, siguen sin poder eliminar el principio quimico. Es importante reducir el
impacto ambiental de contaminantes, que desde su desarrollo han generado
consecuencias realmente alarmantes. Entre los contaminantes mas comunes
estan los pesticidas, elementos inorganicos (metales pesados), sales acumuladas
en el suelo y la lluvia acida; esta ultima es una combinacion de la humedad con los
contaminantes atmosféricos primarios (SO,, NO y SO3). Han afectado de manera
directa al suelo y por ende a su biologia. La agricultura es uno de los mayores
contaminantes del suelo, ya que su desarrollo implica utilizar agentes como los

antes nombrados; a su vez, la vegetacion también se ve afectada (Crosara, 2012,
p- 3)

Las plantaciones de mora (Rubus glaucus) son susceptibles a patégenos entre los
cuales esta Verticillium spp. Esta infeccién es de mucha importancia ya que las
plantas no llegan a producir frutos y eso se traduce en pérdidas econdémicas para
el agricultor. Es por eso que el presente proyecto busca determinar el volumen y
concentracion eficiente de una solucion elaborada a base de Trichoderma spp;
para asi poder tratar esta enfermedad con un agente biolégico capaz de mitigar el
efecto de Verticillium spp. Por otra parte, la biodisponibilidad de los nutrientes en
el suelo es un limitante para la produccion de cualquier cultivo y a menudo es
necesaria la aplicacion de compuestos quimicos, para poderlos liberar en el suelo.
Se conoce que Trichoderma spp tiene capacidades fertilizantes y es por eso que

se busca poder tratar dos problemas con un mismo microorganismo.



1.3 Objetivos de la investigacion.

1.3.1 Objetivo general.

Evaluar a Trichoderma spp como mejorador de los nutrientes del suelo y su

actividad antagonista frente a Verticillium spp en cultivos de Rubus glaucus.
1.3.2 Objetivos especificos.

Analizar la variacion de los nutrientes del suelo pre y post aplicacion de

Trichoderma spp en campo a diferentes dosis y concentraciones.

Estimar el antagonismo entre Trichoderma spp y Verticillium spp mediante cultivo

in vitro.

Establecer la concentracién y dosis en campo de Trichoderma spp que genere

mejor actividad antagonista frente Verticillium spp.



1.4 Justificacion.

El término —biocatrol” engloba herramientas capaces de solucionar problemas de
una manera ecoldgica y no invasiva. Las areas de aplicacion del biocontrol son
mayoritariamente en entomologia y fitopatologia. En entomologia, principalmente
consiste en describir como existen insectos capaces de depredar agentes
patdgenos que estan también vivos o0 a su vez, la disminucion de plagas. Por su
parte, la fitopatologia al ser la ciencia que estudia las enfermedades vegetales,
busca solucionarlas mediante el empleo de organismos que presenten dichas
capacidades. A los organismos capaces de realizar esto se lo conoce como
Agente de Biocontrol (BCA, por sus siglas en inglés). Existe también, la posibilidad
de realizar biocontrol con sustancias extraidas de plantas o con fermentaciones
microbianas; tratando siempre de reducir el uso de compuestos quimicos. El uso
de microorganismos en esta herramienta es muy favorable ya que enriquece la

microbiota del suelo que se ve muy afectada (Pal & Gardener, 2006, p. 5).

Las especies del género Trichoderma son los BCA mas utilizados para el control
de enfermedades de plantas producidos por hongos, debido a su ubicuidad, a su
facilidad para ser aisladas y cultivadas, a su crecimiento rapido en un gran niumero
de sustratos y destacando su efecto fertilizante en el suelo (C. R. Howell, 2002, p.
7). Por otro lado, la provincia de Tungurahua es la provincia que mas produce
mora en el pais, por lo que es fundamental mantener una producciéon constante y
sin afectaciones por patdégenos; sin embargo, en la actualidad los agricultores han
detectado que sus cultivos estan siendo afectados por Verticillium spp. Muchas de
las soluciones para combatir enfermedades vasculares de plantas son plaguicidas
sistémicos. Es por eso que se busca un método ecologico a base del BCA
Trichoderma spp para poder combatir a Verticillium spp, mejorar las condiciones
del suelo y que la absorcion de nutrientes sea mas eficiente procurando la

seguridad de los alimentos de consumo humano.



Capitulo 2. Marco teérico

2.1 Mora.

La mora es una fruta originaria de Ameérica del Sur, principalmente de la zona
tropical alta (MAGAP, 2013). Sus centros de origen son Ecuador, Panama,
Colombia, Guatemala, Honduras (Lopez & Gomez, 2008, p. 10). Pertenece a la
familia de las ROSACEAS y su nombre cientifico es Rubus glaucus (MAGAP,
2013, p. 5). El género Rubus es uno de los géneros con mas diversidad genética,
con mas de 500 especies y 12 subgéneros, de los cuales solo cinco presentan

frutos de interés (Lopez & Gomez, 2008, p. 11).

2.1.1 Caracteristicas morfoldgicas.

La planta de mora es perenne, su tamafo es arbustivo y sus tallos son bienales.
Las hojas son trifoliadas oval-lanceoladas con bordes aserrados, color verde en el
haz y blanco en el envés. Sus ramas florecen en racimos terminales, de las cuales
naceran los frutos (Lopez & Gémez, 2008, p. 12). Las flores, de 2-2.5cm, son
hermafroditas y se distribuyen en racimos, posee un caliz persistente de cinco
sépalos color verde, mientras que su corola posee cinco pétalos, y pueden ser de
color blanco, lila o rojo (Lopez & Gomez, 2008, p. 14). Los frutos son cumulos de
drupas que contienen una semilla en su interior. Su color va del rojo al negro rojizo
cuando maduran (Lopez & Goémez, 2008, p. 14). Su sabor es acido-dulce y se cree
que cada fruto contiene de cien a ciento veinte semillas (MAGAP, 2013, p. 5). La
semilla presenta forma coniforme ademas de una superficie reticulada, su tamano
no es generalizado, todo dependera de la tecnificacion del cultivo. Presenta un
endocarpio duro e impermeable por lo que su germinacion es lenta (Lopez &
Gbémez, 2008, p. 13). La raiz es fasciculada. En los 30 primeros centimetros de
suelo se distribuyen las raices primarias, poseen yemas vegetativas que le permite
a la planta propagarse. Desarrolla raices secundarias y terciarias. (Lopez &
Gbémez, 2008, p. 13)



2.1.2 Requerimientos para el cultivo de mora.

Para cultivar cualquier especie vegetal son necesarias condiciones especificas.
Estas condiciones varian dependiendo del suelo; es decir, si se tiene un suelo con
cantidades altas o bajas de cierto mineral, su fertilizacion se enfocara en ese
mineral. De la misma manera dependera del cultivo. La mora presenta
necesidades especificas como el clima, la latitud, y es dependiente de ciertos

minerales.

2.1.2.1 Requerimientos nutricionales.

El cultivo de mora requiere de un suelo que contenga: nitrogeno, fosforo, potasio,
calcio, magnesio, azufre, boro, hierro, cobre, manganeso, molibdeno y zinc
(Ospina, 2012) siendo mas exigente en nitrégeno, fosforo, calcio y magnesio
(Lopez & Gomez, 2008). La relacion Calcio/Magnesio, Calcio/Potasio y
Potasio/Magnesio deben mantenerse en rangos aceptables de 2-5, 5-25 y 2,5-15
meq/100gr respectivamente (Ospina, 2012, p. 5). Para considerar un cultivo de
mora en buenas condiciones se debe analizar que a nivel foliar el nitrégeno,
potasio, calcio, magnesio y fosforo se encuentren entre 2,2% - 4%, 1,1% - 3%,
0,6% - 2,5%, 0,25% - 0,8% y 0,2% - 0,6%, respectivamente. (Ospina, 2012). Para
lograr estos valores, el suelo debe contener gran cantidad de materia organica e

inorganica (Lopez & Gémez, 2008, p. 20).
2.1.2.2 Requerimientos climatoldgicos.

Se recomienda que los cultivos de mora se realicen de 1300 a 2500 m.s.n.m., la
temperatura debe oscilar entre 15 y 22 °C con una humedad relativa de 70% -
80%; cuando las temperaturas son bajas los frutos son pequefios (Lopez &
Gbmez, 2008, p. 21).



2.1.3 Tipo de suelo.

Los suelos 6ptimos para el cultivo de Rubus glaucus son franco-arenosos. Estos
suelos poseen arcilla, limo, arena, ricas en fosforo y potasio. Se recomiendan
suelos capaces de retener humedad. La mora tolera el pH acido pero su desarrollo
es mejor en pH cercano al neutro, generalmente en un rango entre 6-6.5 (Lopez &
Gomez, 2008, p. 21)

2.1.4 Siembra.

Para la siembra de mora es necesario realizar hoyos de 40cm x 40cm x 40cm, la
separacion entre cada planta debe ser de no menos de 1,5 metros (MAGAP,
2013). La distancia debera ampliarse cuando el suelo presente cantidades de
nutrientes por encima de lo 6ptimo (Lopez & Gémez, 2008, p. 22). La siembra se
realiza por estacas. Debe existir una planta madre de la cual se extraeran las
mejores ramas para inducir su crecimiento en pequenas fundas que luego seran
trasplantadas al suelo (Anexo 1) (MAGAP, 2013, p. 6).

2.1.5 Cosecha.

Los primeros frutos aparecen ocho meses luego de sembradas las plantas
(MAGAP, 2013), una vez que llegan a los quince meses la planta presenta su
mayor pico de produccion. En condiciones controladas y 6ptimas, el rendimiento
de la mora es de 18 Tn/Ha (Grijalba, Calderén, & Pérez, 2010, p. 30). La cosecha
es la parte mas critica, debido a que los frutos maduran de manera no uniforme y
la planta presenta espinas en toda su superficie. La mora es un fruto no
climatérico; es decir, no continia su maduracion separada de la planta. Se
recomienda que la recoleccién de frutos se realice una vez que se haya evaporado
el rocio. Ademas, no se debe manipular el fruto sino almacenarlo enseguida en

contenedores de poco volumen (Lopez & Gomez, 2008, p. 23).
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2.1.6 Principales afectaciones.

El cultivo de mora se ve afectado generalmente por plagas y enfermedades. Los
organismos que causan plagas son acaros, pulgones, la araia roja y escarabajos
(Anexo 2) (MAGAP, 2013, p. 8). Por otro lado, los microorganismos que causan
las enfermedades son hongos. En la siguiente tabla se muestran las principales

enfermedades, sus sintomas y el agente causante.

Tabla 1.

Principales afectaciones del cultivo de mora.

Agente infeccioso Afectacion Sintomas Referencia

Succionan la sabia Los frutos se tornan MAGAP. (2013). La mora de castilla. Quito:
de los tallos de color rojo 6xido MAGAP.

Haddad, N. M,, Crutsinger, G. M,, Gross, K.,

. Haarstad, J., & Tilman, D. (2010). Plant
Aphis sp de los tallos afectadas y frutos . ) .
. ) L diversity and the stability of foodwebs.
liberando virus color rojo 6xido

Insectos Ecology letters, 42-46.

Muerde las raices Dutta, S. (2015). BIOPESTICIDES: AN

dejando heridas ;a5 jovenes  ECOFRIENDLY APPROACH FOR PEST
que facilitan el

Tetranychus sp

Succionan la sabia Hojas jovenes

Phyllophaga sp inareso de afectadas y frutos CONTROL. WORLD JOURNAL OF
bactegrias virus color rojo 6xido PHARMACY AND PHARMACEUTICAL
’ y SCIENCES, 250-265.
hongos

Hojas arrugadas y
manchadas. En el
envés aparece un MAGAP. (2013). La mora de castilla. Quito:
polvo blanco. Los MAGAP.
frutos se afectan en
casos cronicos

La enfermedad es
conocida como
Mildeo polvoso

Oidiospy
Sphaeroteca sp

Afecta directamente  Mata las yemas  MAGAP. (2013). La mora de castilla. Quito:

Botrytis spp al fruto pudriendo el fruto MAGAP.
Hongos La enfermedad es El tallo se fisura  Rubin, A E., Galperin, M,, Ploch, S., Runge,
. impidiento el F., & Thines, M. (2014). Seed
Peronospora spp conocida como L o
Mildeo velloso crecimiento de Transmission of Pseudoperonospora
nuevas ramas cubensis. PLOS one, 45-50.

Inderbitzin, P., Bostock, R. M., Davis, R. M.,
Usami, T., Platt, H. W., & Subbarao, K. V.
(2009). Phylogenetics and taxonomy of the
fungal vascular wilt pathogen Verticillium,
with the descriptions of five new species.
PLOS ONE, 1-22.

Hojas amarillas y
La enfermedad se tallos secos de
Verticillium spp conoce como color negro azulado.
marchitez La planta
finalmente muere
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2.2 Microorganismos del suelo

El suelo es un ecosistema rico en diversidad bioldgica, la cantidad de especies de
microorganismos € invertebrados que alberga, es incalculable. Sin embargo, los
microorganismos pueden ser bacterias, hongos y levaduras, por su parte, los
invertebrados pueden ser insectos, aracnidos y lombrices. Todos estos
organismos constituyen una parte para que el proceso de produccidon de los

alimentos se lleve a cabo. (FAO, 2009)

2.2.1 Hongos.

Los hongos pertenecen al Reino Fungi. La diversidad genética es tan grande que
se le ha asignado un Reino de la vida. La cantidad de formas, colores y tamafos
es inmensa. Se han identificado hasta el momento mas de trecientas mil especies.
Sin embrago, lo Unico que se aprecia a simple vista es el cuerpo fructifero del
hongo. (Kuhar, Castiglia, & Papinutti, 2013, p. 12)

El cuerpo del hongo es conocido como micelio, compuesto por filamentos
denominados hifas. Para su reproduccion, los hongos generan una zona conocida
como himerio en macromicetos y gleba en hongos gasteroides. La diferencia entre
estas partes del hongo es importante para determinar a qué clase pertenecen
(Kuhar, Castiglia, & Papinutti, 2013, p. 13).

2.2.1.1 Clasificacion.

Se han clasificado a los hongos en dos grandes grupos: Eumycota y Myxomycota.

La clasificacion de los hongos se encuentra en la siguiente figura.
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Figura 1: Clasificaciéon del Reino Fungi.
Adaptado de ICTF, 2016.

Conforme ha avanzado la investigacion enfocada en la agricultura, se han
identificado hongos que resultan beneficiosos para las plantas y para el suelo. De
igual manera, los causantes de pérdidas incalculables de cultivos, han sido los

hongos.

2.2.1.2 Hongos benéficos.

Los hongos benéficos son conocidos asi debido a que, cualquiera que esta sea,
tienen la capacidad de relacionarse de manera positiva con las plantas y el suelo.
Existen hongos benéficos propios del suelo, como Trichoderma spp (Anexo 3) y
también hongos que realizan interacciéon con las plantas como las micorrizas
(Anexo 4). La presencia de estos microorganismos en el suelo es sinébnimo de un
suelo saludable (Kuhar, Castiglia, & Papinutti, 2013, p. 14)
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2.2.1.2.1 Trichoderma spp.

El cientifico Christiaan Hendrik Persoon describié por primera vez el género
Trichoderma en 1794. Este género es altamente conocido por sus capacidades
antagonistas frente a hongos patdogenos. Los estudios acerca de este hongo

iniciaron aproximadamente en 1930 (C.R. Howell, 2013, p. 4).

La capacidad de crecer en sustratos de cualquier naturaleza con cantidades
minimas de nutrientes y rapidamente, le ha otorgado ventaja frente a otros
microorganismos. La utilizacion de este microorganismo ha sido reportada como la
alternativa mas exitosa al uso de pesticidas quimicos (Hasan, Gupta, & Anand,
2013, p. 37).

Dentro de las especies del genero Trichoderma se destacan Trichoderma
hamatun, Trichoderma harzianum y Trichoderma koningii. Estas son especies
propias del suelo (C.R. Howell, 2013, p. 5). Esta distribuido en varias latitudes y
presentes en suelos ricos en materia organica. La determinacion de especies
resulta dificil, se debe optar por técnicas moleculares para distinguir cada especie
(Martinez, Infante, & Reyes, 2013, p. 2).

2.2.1.2.2 Taxonomia.

Entre los hongos saprofitos mas comunes se encuentra Trichoderma. Pertenece a
la division Eumycota, subdivision Deuteromycota, clase Hyphomicetos, orden
Hyphales y familia Moniliaceae, género Trichoderma (Argumedo, Alarcon, Ferrera,
& Pefia, 2009). La reproduccion de Trichoderma spp es desconocida. (C.R.
Howell, 2013, p. 5)
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2.2.1.2.3 Morfologia.

Trichoderma esta compuesta por filamentos llamados hifas. Las hifas son
estructuras cilindricas y su crecimiento es en cualquier direccion; algunas especies
tienen hifas septadas, estas permiten su reproduccion (Anexo 5) (FAO, 2009). El
color del micelio de Trichoderma spp es de color blanco y luego de la esporulacion
se torna de color verde y genera olores parecidos al coco. Su adaptabilidad esta
dada por la recombinacién parasexual y mutaciones que se generan por accion
del ambiente. Su reproduccion es mediada por esporas y se albergan en la gleba.
(Kuhar, Castiglia, & Papinutti, 2013, p. 13)

2.2.1.3 Hongos patégenos.

Los hongos patégenos son todos aquellos que causan enfermedades, ya sea a las
plantas, animales o seres humanos. Los hongos son ubicuos y se los puede
encontrar en cualquier ambiente (BMC Biology, 2012, p. 7). Dentro de los hongos

que afectan a los cultivos de mora esta Verticillium spp. (MAGAP, 2013, p. 8)

2.2.1.3.1 Verticillium spp.

Verticillium es uno de los hongos que causa enfermedades vasculares a las
plantas. Las especies mas destacadas son V. albo-atrum y V. dahliae; han sido
reportadas como las causantes de millones de ddlares de pérdidas anuales. En
infecciones de lechuga se puede perder el 100% de su produccion (Klosterman,
Atallah, Vallad, & Subbarao, 2009, p. 40). Las especies del género Verticillium no
tienen definido su forma de reproduccion (sexual o asexual). Son capaces de
infectar mas de 200 especies de plantas, incluyendo perennes, anuales, frutales y
ornamentales. Los principales problemas con Verticillium son su capacidad de
liberar estructuras de reproduccion (hifas) que persisten durante muchos anos, su
habitat es cualquier tipo de suelo y la capacidad de infectar un numero incalculable
de especies vegetales (Klosterman, Atallah, Vallad, & Subbarao, 2009, p. 42).
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2.2.1.3.2 Taxonomia.

La historia de la taxonomia de Verticillum es realmente extensa. Su primera
descripcion fue en 1816 y hasta ahora se han descrito cerca de 190 especies.
Verticillium pertenece a la clase Incertae sedis, familia Plectosphaerellaceae
(Inderbitzin, y otros, 2009, p. 5). Existen especies asociadas a la subdivision
Ascomyceto, sin embargo es necesaria la realizacion de analisis moleculares para
determinar de que especie de Verticiillium se trata; generalmente las especies son
asignadas en dependencia a la especie vegetal que infecta (Klosterman, Atallah,
Vallad, & Subbarao, 2009, p. 44).

2.2.1.3.3 Morfologia.

Verticillium es un hongo de color blanco. Las diferencias morfologicas entre
especies son minusculas. Hifas mas grandes o de textura distinta las convierten
en especies diferentes. Ciertas especies crecen uniformemente, otras son de
crecimiento amorfo (Anexo 6). Sus hifas son gruesas y sus esporas ovaladas
(Amyotte, y otros, 2012). En un cultivo vegetal se reconocen debido a que las
enfermedades causadas son de tipo vascular (Klosterman, Atallah, Vallad, &
Subbarao, 2009, p. 47).

2.2.1.3.4 Mecanismos de infeccion de Verticillium spp.

La infeccidn empieza a partir de una microsclerotia latente presente en el suelo o
incrustada en restos vegetales. Cuando no existen huéspedes cerca, la
microsclerotia puede mantenerse en latencia hasta 14 afios. Sin embargo, las
microsclerotias de la especie V. albo-atrum solo sobreviven hasta cinco afos
(Klosterman, Atallah, Vallad, & Subbarao, 2009, p. 50).

Una vez ocurrida la germinacion de la microsclerotia, se genera una gran hifa que
se atraviesa las raices del huésped. La colonizacion se ha observado en los pelos
radiculares y en las extremidades de las raices; la hifa crece entre las células
epidermales (Klosterman, Atallah, Vallad, & Subbarao, 2009, p. 51).
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Muchos estudios tratan de identificar especificamente los procesos moleculares de
la infeccion. Resulta bastante dificil detectar el momento preciso en que la planta
tiene la infeccidn, pero se cree que es cuando las hifas del hongo atraviesan el
cilindro vascular. (Klosterman, Atallah, Vallad, & Subbarao, 2009, p. 52)

2.3 Control Bioldgico de cultivos vegetales.

Fertilizantes, herbicidas, insecticidas, fungicidas, todos ellos quimicos, han sido
utilizados indiscriminadamente en nuestro suelo. La emergente alarma ambiental
ha presionado a los cientificos y ambientalistas a buscar alternativas amigables
con el entorno. La utilizacion de organismos propios del suelo y de ambientes
naturales se ha tornado en la alternativa mas factible. En una sociedad
consumista, las prioridades son econdmicas, en el sentido de que lo barato es
aceptable y preferido. Las soluciones ambientales mediadas por organismos son
mucho menos costosas que las quimicas. La eficiencia es un parametro que se
toma en cuenta cuando no arrastra cultivos o plantas de interés, es decir cuando
una solucion es especifica. La generacion de soluciones basadas en organismos
vivos se ha centrado en ser especifica; es decir, cierto organismo debe atacar a
otro unico patdégeno. Resulta mejor si ese organismo ataca a varios patégenos a la
vez. El control biolégico o biocontrol, surgié precisamente de la capacidad de
ciertos organismos para defender a las plantas de patégenos y su potencial como

alternativa a pesticidas.

2.3.1 Mecanismos de control bioldgico

El biocontrol se lleva a cabo mediante procesos biolégicos que realizan los
microorganismos. Existen organismos qué mediante la produccion de metabolitos,
como enzimas o sustancias toxicas, atacan a los patdégenos. Otros emplean el
parasitismo, es decir infectan al patégeno. Los biocontroladores de plagas, se

alimentan del organismo causante de la plaga.
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Los procesos mas comunes son la competencia por nutrientes y espacio en la
rizosfera (area comprendida entre la raiz y suelo) de la planta y la produccion de
metabolitos; la enzima que facilita el control biolégico es la celulasa, enzima que
degrada los componentes estructurales de los patégenos causandoles la muerte;
uno de los microorganismos mas empleados en biocontrol es Trichoderma spp.
(C.R. Howell, 2013, p. 7). Trichoderma spp realiza los 3 mecanismos de accion:
produccion de metabolitos, competencia por nutrientes y espacio y
microparasitismo (C.R. Howell, 2013). Ademas, Trichoderma spp es naturalmente
resistente a herbicidas, fungicidas y/o pesticidas, debido a que las distintas cepas
cubren todo el suelo antes de que los agroquimicos sean colocados en el suelo
(Benitez, Rincdn, Limén, & Codon, 2004, p. 251)

En cuanto a la competencia por nutrientes y espacio, en el suelo existen infinidad
de microorganismos ya sean hongos, bacterias y virus; esto genera una
competencia entre ellos por sobrevivir. Actualmente, los nutrientes en el suelo se
encuentran limitantes, esto ha generado variabilidad de las especies haciéndolas
mas resistentes. La pérdida de materia organica y de organismos benéficos en el
suelo, es causada por la inanicion. Esto genera una competencia entre todos los

microorganismos del suelo. (Benitez, Rincén, Limoén, & Coddn, 2004, p. 251)

Trichoderma spp actua como biofertilizante y estimulador de los mecanismos de
defensa de las plantas. Esto lo realiza mediante la interaccion con los
microorganismos que interactuan con las plantas directamente, que son las
micorrizas, mejorando asi el enraizamiento de las plantas. Ademas, posee una
mayor capacidad para movilizar nutrientes que otros organismos. (Benitez,
Rincén, Limoén, & Coddn, 2004, p. 252)
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La produccién de metabolitos o antibiosis impide el crecimiento de patdgenos. Los
metabolitos pueden ser volatiles y no volatiles; los metabolitos proncipales son el
acido harzianico, alameticinas, tricholina, antibioticos, viridina, gliovirina,
glisopreninas, acido heptelidico y enzimas (Benitez, Rincén, Limén, & Codén,
2004, p. 255). El micoparasitismo se entiende como el ataque directo de
Trichoderma spp contra patogenos. Este proceso se basa en la degradacion de

las paredes celulares mediante las enzimas quitinasas
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Figura 2. Diagrama de flujo de la metodologia
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3.2. Disefio del plan experimental.

El presente proyecto tiene como objetivo evaluar Trichioderma spp como
fertilizante y agente antagonico de Verticillium spp.. Para ello, primeramente, se
elabord un bioinsumo a base de cuatro especies de Trichoderma: T. hamatun, T.
harzianum, T. koningii y Trichoderma spp. Se probaron tres concentraciones
(1.98x10°conidios/ml, 1.32x10°conidios/ml y 2.6x10°conidios/ml) a tres volimenes
cada una (5ml, 10ml y 15ml). Para evaluar su eficacia como fertilizante se
aplicaron las distintas dosis del bioinsumo en cultivo de Rubus glaucus infectado
con Verticillium spp. Se evaluaron los nutrientes presentes en el suelo, el
contenido foliar de nutrientes y el mejoramiento de las condiciones de las plantas
enfermas antes y después del tratamiento. Las capacidades antagonicas se
analizaron mediante tres pruebas in vitro: competencia por espacio y nutrientes,

micoparasitismo y produccién de metabolitos por parte de Trichoderma spp

La prueba estadistica utilizada para analizar la variacion de los nutrientes del suelo
y hojas, fue la prueba t para medias de dos muestras emparejadas (t student);
mientras que la prueba estadistica utilizada para el analisis de las pruebas in vitro

fue Kruskal-Wallis.

3.3. Determinacion de la poblacion y muestra.

La poblacion total de estudio fueron 18 camas de cultivo pertenecientes al mismo
lote de plantacion. Se dividi6 cada cama en 5 cuadrantes, resultando 120
cuadrantes en total como poblacion. Para la obtencién de la muestra se aplicé la
ecuacion uno. Donde o es la desviacion estandar, generalmente se recomienda
que sea 0.5, E es el margen de error, el cual debe estar entre 0.003 - 0.05, Z es el

valor de Z para 95% que es 1.96 y N es el valor de la poblacion (120 cuadrantes).

0.2

E2

g
z2 N

n= (Ecuacién 1)
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3.4 Descripcion de la metodologia.

El presente proyecto experimental se llevd a cabo en la provincia de Tungurahua.
Las pruebas en campo en el cantén Cevallos, recinto San Pedro (1°21'51.0”S
78°36’50.2”W) y la parte experimental de laboratorio en el cantén Ambato, en el
Laboratorio Artesanal de Bioinsumos de Tungurahua del Ministerio de Agricultura,

Ganaderia, Acuacultura y Pesca, a cargo del Mb. Pedro Lara.

El medio utilizado para el cultivo de Trichoderma spp y Verticillium spp fue Difco™
Potato Dextrose Agar (PDA) a 3.9% a pH neutro. Se utilizaron cajas petri
descartables de 94X16mm. Todas las esterilizaciones se llevaron a cabo durante
15 minutos a 120°C y entre 15-18 psi. Verticillium spp fue incubado a 27°C durante
el tiempo que indicaba cada prueba. Trichoderma spp fue incubado a 27°C

durante el tiempo que indicaba cada prueba. Segun lo descrito por Atlas, 2010.

3.4.1 Obtencion del bioinsumo a base de Trichoderma spp.

Para la preparacién del bioinsumo a base de Trichoderma spp, se utilizd el
protocolo descrito por Troya y Vaca, 2014. (Anexo 7). Que resumidamente
consiste en tres procesos que son 1) cultivar Trichoderma spp en arroz, 2)
cosechar Trichoderma spp y 3) estimar la concentracién de la solucion final. Para
esto fue necesario tener un cultivo stock de cada cepa que fue propagada por
separado. Las cepas fueron propias del laboratorio (T. hamatun, T. harzianumy T.

koningii).
3.4.1.1 Cultivo de Trichoderma en arroz.

El cultivo de Trichoderma se realizé en matraces. El medio nutritivo para este
cultivo fue arrocillo. Se colocé 120g de arrocillo en matraces de 350ml. El arrocillo
se lavo hasta que el agua resultante fuese transparente. Se cocio el arroz durante
cinco minutos. Se procuré que el arrocillo estuviera semiduro. Se cerraron los

matraces con tapones de algodon y gasa y se esterilizaron.
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Una vez esterilizados los matraces se sembré Trichoderma mediante siembra por
parche. Esta siembra consistié en realizar un corte de 0.5x0.5 cm del agar que
contenia la cepa y colocarlo en el matraz con el arrocillo. Se agit6 manualmente el
matraz para distribuir las esporas por todo el arrocillo y homogenizar el
crecimiento. Cada cepa fue inoculada en distintos recipientes.
Se incubaron los matraces a temperatura ambiente con 12 horas de luz y 12

oscuridad. Se espero 15 dias hasta obtener la mayor esporulacion posible.

El matraz resultante fue la matriz madre de cada cepa. Fue necesario la

multiplicacion de este matraz siguiendo el siguiente esquema.

Cepal o ‘

Matriz Madre

L

Cepa | Masdee 1 Hija 1 Cepa 1 Madvre 1 Hga2
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Figura 3: Metodologia para la muItipIicaC|on de matrices madre.
Tomado de (Troya & Vaca, 2014)

De la matriz madre se extrajo una muestra que fue inoculada en matraces
subsiguientes, una muestra diferente en cada matraz. Este proceso se repitio tres
veces para cada cepa. Se incubaron los matraces hasta obtener una esporulacion

deseada.
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Una vez que se observo un crecimiento poblacional adecuado se procedio a la
siembra en fundas de produccion; cada funda contuvo 300g de arrocillo,
previamente esterilizado. Se afadié 200ml de agua destilada estéril en cada
matraz, se agité hasta lograr desprender las esporas del arrocillo; de los 200ml se
tomaron 5ml que se colocaron en las fundas de produccién. De cada matraz se
obtuvieron 40 fundas de produccion. Se incubaron las fundas a temperatura

ambiente con 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad durante 15 dias.

3.4.1.2 Cosecha de Trichoderma spp.

La cosecha de Trichoderma se la realiz6é a partir de las fundas de produccion. Se
tomaron 100g del arrocillo y se mezclé con 100ml de agua destilada estéril. Se
aplicé agitacion para remover la mayor cantidad de esporas del arrocillo; es decir,
se dej6 al arrocillo practicamente limpio. Se tamizé manualmente la mezcla y se
recolecto el liquido con Trichoderma en un envase estéril. Este proceso se realizo

tres veces hasta obtener el arrocillo limpio.

Ademas, se aplicé un capturador bioquimico especifico para Trichoderma spp de
Plantsphere Laboratories. La solucién cosechadora es 20ml de cultivo cosechador
en un litro de agua destilada estéril. Por cada gramo de arrocillo inoculado con

Trichoderma se utilizé 100ml de solucidén cosechadora.

El procedimiento se realizé para cada cepa de Trichoderma. El bioinsumo final fue
la mezcla del liquido resultante de cada cepa. Finalmente, se realizo el contaje de

esporas del bioinsumo final.
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3.4.1.3 Definir concentraciones de bioinsumo a evaluar.

Para la estimacién de la concentracién del bioinsumo se realizaron tres diluciones
seriadas: 1/10, 1/100 y 1/1000. El contaje se realiz6 de la dilucion 1/100. Se tomd
40ul y se colocé en la camara de Neubauer. Se realizé el contaje de esporas de
los cinco cuadrantes y la férmula utilizada la ecuacion dos. Donde #C es el
numero de conidios, 250000 es una constante de camara y Fd es el factor de

dilucion.
#C = x x 250000 x Fd (Ecuacion 2)
3.4.2 Evaluacién del bioinsumo como biofertilizante.

3.4.2.1 Seleccion del cultivo y toma de muestra de suelo y foliares.

El cultivo donde fue aplicado el bioinsumo fue seleccionado debido a los
problemas con Verticilllum spp que presentaba. Previo a la aplicacion del
bioinsumo en campo, se realizé la toma de muestras del suelo y de las hojas de
las plantas objetivo. Las muestras de suelo fueron tomadas a 20cm de
profundidad y a 15cm de distancia de las plantas; utilizando una pala para
jardineria. Las hojas fueron tomadas de la parte media de la planta, es decir hojas
en un estadio intermedio, utilizando una tijera de poda. Segun el protocolo de
muestreo de Fertilab, 2012. Las muestras de suelo fueron almacenadas en una
funda plastica ziploc y las hojas fueron almacenadas en fundas de papel para su
posterior transporte hacia el laboratorio de suelos y aguas del Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP) (Anexo 8). Los nutrientes evaluados en el
suelo fueron nitrogeno (N), fosforo (P), potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg),
azufre (S), hierro (Fe), cobre (Cu), manganeso (Mn), zinc (Zn) y boro (B); ademas
materia organica (MO), B-a bases (Ca/Mg, Mg/K, Ca+Mg) y pH. Por su parte, en
hojas se evaluaron nitrégeno (N), fésforo (P), potasio (K), calcio (Ca) y magnesio

(Mg). El mismo procedimiento se realizé una vez terminado el proyecto.
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3.4.2.2 Aplicacion del bioinsumo en cultivos de mora.

Para la aplicacion en campo se desarrollaron bioinsumos a tres concentraciones:
1.98x10°conidios/ml (concentracién 1), 1.32x10%conidios/ml (concentracion 2) y
2.6x10°conidios/ml (concentracion 3). Cada concentracién fue aplicada a tres

dosis: 5ml, 10mly 15ml.

El siguiente esquema ilustra cémo fue aplicado el bioinsumo en el campo. Donde
A son las camas del cultivo destinadas a la dosis uno, B y C para las dosis dos y

tres, respectivamente. Cada dosis se aplicé de tres diferentes concentraciones.

B ) | ‘
Muestra de _ Dosis 1
suelo y hojas [ 74 ] | (Smi)
2 |
Muestra de [ -« ] — Dodis 2 >—- Concentracion 1
suelo y hojas [ = ] | (10 mi) g
Muestra de [ = ] Dosis 3
suelo y hojas ( ] —  (1Seml)
c J
B ) | ]
Muestra de I Dosis1
sueloc y hojas [A ] | (5mi)
[- ] [ Dosis 2
Muestra d.e p— (10 mi) >— Concentracion 2
suelo y hojas [g ]
= ]
Muestra de Dosis 3
sueio y hojas ( = ] (15mi)
L ) | ]
Muestra de Dosis 1
sueio y hojas [A ] | (5mi)
Muestra de [. ] L Dosis 2 —
— oncontracron 3
suslo y hojas (' ] | (10 mi)
i
(= ) ,
Muestra de Dosis 3
suelo y hojas  {15ml)
= ) —

Figura 4. Esquema de trabajo en campo.
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Se identificaron cuatro plantas por dosis, es decir 12 plantas por concentracion,
dando un total de 36 plantas estudio. A cada dosis se le designaron dos camas de
cultivo. Para la aplicacion del bioinsumo se siguié la metodologia Drench (K. T.
Leath, 1973), es decir directamente en la base del tallo. Cada dosis del bioinsumo
se mezcldé con 500ml de agua de riego para facilitar la aplicacion de volumenes
muy pequefos. La aplicacion se realizd una vez por semana durante cuatro

sSemanas.

3.4.3 Evaluacion del bioinnsumo como agente antagonista en cultivos In
vitro de Verticillium spp.

3.4.3.1 Pruebas in vitro.

Para la realizacion de las pruebas in vitro se cultivd cada concentracién del
bioinsumo en agar PDA (Anexo 9) durante siete dias. Estos cultivos fueron los
cultivos stock de Trichoderma spp. De esta manera se comprobd que el bioinsumo
no tuvo contaminacion y que en el medio de cultivo solo crecidé Trichoderma spp.
De los tallos infectados se identific6 un solo microorganismo (Verticillium spp);
este fue subcultivado para poseer cultivos stock. Se evaluaron tres pruebas:
micoparasitismo de Trichoderma spp hacia Verticillium spp., competencia de
nutrientes y espacio, y produccion de metabolitos volatiles de Trichoderma spp. El
siguiente esquema manifiesta las tres pruebas in vitro. Donde A representa a

Verticillium spp y B a Trichoderma spp.

Produccién de
metabolitos
AR B® o

G R @ ; . B

& O (&

Micoparasitismo

Competencia de
espacio y nutrientes

Figura 5. Esquema de trabajo en laboratorio
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3.4.3.2 Aislamiento y purificacion de Verticillium spp.

Para el aislamiento de Verticillium spp fue necesario extraer una seccién de tallo
de una planta infectada. El tallo extraido fue fragmentado en cortes utilizando un
bisturi estéril. (Anexo 10). Se desinfectaron los fragmentos con solucion de
hipoclorito de sodio al 1.5% durante siete minutos (Anexo 11) y se enseguida se
enjaguaron con agua destilada estéril. Se colocaron los tallos estériles en cajas

petri con agar PDA. Se incubaron a 27°C durante siete dias (Anexo 12).

3.4.3.3 Micoparasitismo de Trichoderma spp hacia Verticillium spp.

Se sembro Verticillium spp a partir del cultivo stock en 48 cajas con agar PDA, se
incubo durante 15 dias a 27°C; hasta ver toda la caja poblada (Anexo 13). Una vez
pasados los 15 dias de incubacién se aplico un disco de cartulina de 9mm
empapados del bioinsumo en un extremo de la caja sobre Verticilium spp. Se

incubo durante 15 dias mas (Anexo 14).

Este proceso se repiti6 para cada concentracion de bioinsumo. Finalizado el
crecimiento de los dos microorganismos se procedid a visualizar en el
microscopio. Se tomo con ayuda de una cinta adhesiva una seccion de la caja en
donde se visualizaba facilmente la interaccién de los dos microorganismos. Se tifio

con azul de metileno y se observo.

3.4.3.4 Competencia de nutrientes y espacio.

Para esta prueba se siguid el protocolo de Sundaramoorthy & Balabaskar, 2013.
Se sembro por estrias Verticillium spp en una caja con agar PDA. Enseguida se
coloco discos de cartulina de 9mm empapados con agar PDA por toda la caja para
que el hongo crezca en ellos. Se incubd durante 15 dias a 27°C (Anexo 15).

Una vez crecido Verticillium spp en los discos, se coloc6 a un extremo de una caja

con medio PDA un disco con Verticillium spp y al extremo contrario un disco de
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iguales dimensiones empapado del bioinsumo. Los dos discos deben estar a un
centimetro de distancia del borde de la caja (Anexo 16). Se incubd durante siete
dias a 27°C. Se repitid el proceso para las tres concentraciones de bioinsumo. El
porcentaje de inhibicidon del crecimiento se calculd utilizando la ecuacion tres,
donde r1 es el radio de crecimiento del patbgeno menos expuesto al antagonista y
r2 el radio en direccion directa al antagonista (Anexo 17).

ri-r2

%I= rl

x100 (Ecuacion 3)

3.4.3.4 Produccion de metabolitos volatiles de Trichoderma spp.

En el centro de una caja petri con agar PDA, se colocé un disco de papel celofan
de 40mm de diametro totalmente estéril. Sobre él, con un asa de disco, se colocd
el bioinsumo; aproximadamente una gota (Anexo 18). Se incubo a 27°C durante

48 horas. Este método fue desarrollado por Dennis & Webster en 1971.

Pasadas las 48 horas se retir6 el disco de papel celofan con pinzas estériles y se
desecharon en un recipiente para luego ser autoclavadas. En el centro de la caja,
donde estuvo el papel celofan, se inoculé Verticillium spp. Se incubo a 27°C

durante siete dias (Anexo 19).

El porcentaje de inhibicidn se determiné utilizando la ecuacion cuatro, donde C es
el diametro del crecimiento del patégeno sin presencia del antagonista y T el
crecimiento del patdégeno en presencia del antagonista. El diametro fue medido en

centimetros.

%I = % x100 (Ecuacion 4)



29

Capitulo IV. Resultados y Discusion

4.1 Bioinsumo.

El bioinsumo obtenido fue de color verde oscuro, con olor caracteristico a coco. La
concentracion inicial obtenida fue de 1.98x10°. A partir de esta se diluyeron las
dos subsiguientes concentraciones. En el anexo 20 se observa el bioinsumo final.
La concentracion del bioinsumo depende de la esporulacion de Trichoderma spp;
es muy importante que la incubacién sea por el tiempo adecuado, para asi poder
obtener un producto mas concentrado. Si el Trichoderma es cosechado antes de
un tiempo prudente, que generalmente son 15 dias, es muy probable que la

concentracion sea baja y no tenga una accion eficaz.

4.2 Analisis de suelo.

Los valores de nutrientes en el suelo pre-tratamiento se indican en el anexo 21y
los resultados post-tratamiento en el anexo 22. Por su parte, los resultados pre-
tratamiento de analisis foliar se detallan en el anexo 23 y post-tratamiento en el
anexo 24. Las graficas basicamente comparan las cantidades de nutrientes
medidas de ppm, meqg/100ml y %, antes de aplicar los tratamientos y después del
finalizarlos. La mayoria de estudios se enfocan en la dinamica del nitrogeno (N),
fésforo (P), calcio (Ca), potasio (K) y magnesio (Mg) debido a que son los
macroelementos necesarios. Sin embargo, existen otros nutrientes que juegan
roles importantes en la fisiologia de las plantas. Existe variabilidad de los
nutrientes en el suelo en cada tratamiento. En las siguientes figuras se ilustra la

variacion de los nutrientes en dependencia del tratamiento (tabla 2)
Tabla 2.

Andlisis de los nutrientes en suelo antes (tomate) y después (azul) del tratamiento con el
bioinsumo a diferentes dosis (1, 2 y 3) y concentraciones (1, 2 y 3). Los analisis de los
nutrientes NH4, P, S, Zn, Cu, Fe, Mn, B se muestran en las graficas superiores
(1A,1B,1C, 1D, 1E, 1F, 1G, 1H, 11) y los andlisis de K, Ca, Mg, Ca/Mg, Mg/K, Ca+Mg/K se
muestran en las graficas inferiores (2A, 2B, 2C, 2D, 2E, 2F, 2G, 2H, 2I).
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El nitrégeno es el nutriente que afecta altamente el rendimiento comercial de los
cultivos que se planten en cualquier suelo. Ademas del nitrégeno, esta el fésforo y
el potasio, estos tres macroelementos siempre se toman como prioridad para
cualquier plan de produccion agricola. (Espinoza, Martinez, Rivera, & Espinoza,
2015)

En el presente proyecto, los valores de amonio (forma disponible de nitrégeno),
fésforo y potasio mantienen un crecimiento en todos los tratamientos. En parte se
debe a las interacciones entre los microorganismos. Trichoderma spp interactua
con otros microorganismos como micorrizas y bacterias fijadoras de nitrégeno vy
solubilizadoras de fosforo. Todos esos microorganismos comparten informacién y

generan un equilibrio nutricional en el suelo (Brotman, y otros, 2013, p. 1-15)

Los tres volumenes aplicados de la concentracion uno, muestran incremento de
nutrientes; mas, sin embargo, el volumen dos no fue tan eficiente debido a que
existié un decrecimiento de ciertos nutrientes. No obstante, es importante recalcar
que los valores iniciales de nutrientes en el suelo donde se aplicé el volumen dos
de la concentracion uno, fueron mayores que los valores iniciales del suelo de los

dos tratamientos restantes.

Entre los nutrientes mas importantes, esta el nitrogeno. Con la utilizacion de
lombrices, el nitrogeno se encuentra en 0.3% (Huerta, Dios, & Nuncio, 2007),

mientras que en el presente proyecto el nitrogeno incrementa un 45%.
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La mayoria de estudios con Trichoderma spp se enfocan en demostrar los efectos
antagonicos frente a otros microorganismos patdgenos, mas no estudian sus

efectos como biofertilizante.

Con la aplicacion de la concentracion tres existe incremento de nutrientes, mas no
en porcentajes altos. Es importante recalcar que el estado del suelo en las 18
camas de cultivo fue heterogéneo; es decir, los nutrientes iniciales son
drasticamente diferentes y esto puede influir en el incremento de nutrientes que ya
son altos inicialmente. Los microorganismos tienen la capacidad de detectar
problemas o necesidades del ambiente donde se desarrollan, de esta manera

procuran un equilibrio de los nutrientes.

Los porcentajes de incremento no son muy altos, sin embargo, el bioinsumo logra
incrementar los nutrientes. Conforme la concentracion del bioinsumo el incremento
de nutrientes es menor; sin embargo, existe un incremento aceptable para los

requerimientos del cultivo.
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La materia organica determina los distintos tipos de nutrientes del suelo, asi como
también las condiciones fisicoquimicas del propio suelo. En el trabajo de Huerta,
Dios, & Nuncio, 2007, buscan el incremento de la fertilidad del suelo usando
lombrices. Sus resultados se enfocan en incrementar el nitrogeno, fésforo y la

materia organica.

Al final de su proyecto la materia organica se mantuvo en un 5.5%; utilizando
Trichoderma spp en el presente proyecto, el mejor tratamiento (D3C1) indica que

se logré mantener la materia organica en un 5.6%.

Durante mucho tiempo la agricultura se enfocé en la utilizacion de organismos
como las lombrices para lograr un efecto fertilizante. Con los resultados de este
trabajo se evidencia que no es necesaria la aplicacion de lombrices, que resulta
mas laboriosa que la aplicacion de bioinsumos en estado liquido, y se logran

resultados similares e incluso minimamente superiores.

La variaciéon de pH se muestra en la siguiente figura. Como se observa no se
muestra mucha variacion. En el suelo, el pH es un factor fundamental para la
disponibilidad de nutrientes. Cuando el pH es bajo se favorecen ciertos nutrientes:
potasio (K), magnesio (Mg), calcio (Ca) y manganeso (Mn); por su parte, a pH alto,

se afecta la absorcion de iones fosfato y disponibilidad de hierro (Neyoy, 2012)
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Variacion de pH

~ |
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M Antes
3 M Después
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pi1cl D2C1 D3C1 D1C2 D2C2 D3C2 DI1C3 D2C3  D3C3
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Figura 6. D1C1: volumen 1 (5ml) concentracion 1, D2C1: volumen 2 (10ml)
concentracion 1, D3C1: dosis 3 (15ml) concentracion 1, D1C2: volumen 1 (5ml)
concentracion 2, D2C2: volumen 2 (10ml) concentracion 2, D3C2: volumen 3
(15ml) concentracion 2, D1C3: volumen 1 (5ml) concentracion 3, D2C3: volumen 2

(10ml) concentracién 3, D3C3: volumen 3 (15ml) concentracion 3.

La temperatura, la irradiacion, aeracion y la rizésfera son factores que afectan la
disponibilidad de nutrientes. El suelo del cultivo en donde se realizé el proyecto
era muy heterogéneo. Siendo las 18 camas del mismo lote de cultivo, el suelo de
cada cama tenia inicialmente valores de nutrientes completamente diferentes.
Trichoderma spp es un solubilizador de nutrientes (Brotman, y otros, 2013, p. 1-
15), sin embargo, no puede solubilizar cantidades que pueden ser toxicas para el
suelo; es por esto que el incremento o decremento dependié de los valores
iniciales. Al realizar las pruebas estadisticas para la variacién de nutrientes, se
evidencio que las tres concentraciones tienen efecto en la variacion del nitrégeno
(N), con un valor de P de 0.03, 0.02 y 0.04 respectivamente. Estos valores
sustentan que las tres concentraciones influyeron en el incremento del nitrégeno

del suelo.
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En cuanto a calcio (Ca), estadisticamente, la concentracién 2 tiene efecto en su
incremento, con un valor de P de 0.006. El efecto de la concentracién 3 se
evidencia en el magnesio con un valor estadistico de P de 0.04. La concentracién
1, estadisticamente tiene un efecto en el cobre (Cu), hierro (Fe) y materia organica

(MO) con valores de P de 0.01, 0.01 y 0.03, respectivamente.

Los valores de P cuando son inferiores a 0.05, indican que existe un efecto de la
variable en el resultado. El resto de nutrientes que no presentaron valores
inferiores a 0.05, significa que la variacion de nutrientes antes y después no es
significativa. Por ejemplo, el azufre (S) en la concentracién dos decrecié y el valor
para P fue de 0.27; lo que significa que la concentracion no tiene efecto en esta
variacion. En el caso de fosforo (P), azufre (S), zinc (Zn), manganeso (Mn) y boro
(B) no representaron diferencias estadisticamente significativas en ninguna de las
concentraciones. Los nueve tratamientos han presentado incremento de
nutrientes, siendo el tratamiento tres el que tiene valores mas aceptables. En la
tabla 4 se encuentran los valores en porcentaje de todos los nutrientes ya sea su

incremento o decremento.

Tabla 4.

Porcentajes de incremento de nutrientes con cada dosis y concentracion. Se
muestran los porcentajes de incremento de los nutrientes en cada tratamiento. C:
concentracion. V: volumen. En rojo se encuentran los valores en negativo. Estos
nutrientes decrecieron. En negrita estan los valores obtenidos con la
concentracion 1 a un volumen 3 (15ml); este tratamiento presenta los menores

valores en rojo.
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4.3 Analisis de foliares.

El contenido nutricional de las hojas indica el estado nutricional de las plantas.
Cuando se elabora un plan de produccion agricola se debe tomar en cuenta los
nutrientes disponibles en el suelo y también los nutrientes que se encuentran en
las hojas. De este modo poder evidenciar si existe una absorcidon de nutrientes por
parte de las plantas. Cuando el suelo es rico en nutrientes, pero la planta no
presenta valores aceptables de nutrientes en sus hojas, es muy probable que
existan problemas con la conductividad eléctrica del suelo. Es por eso que el
analisis de suelo y analisis de foliares van siempre de la mano. El cultivo se
encontraba en condiciones climaticas optimas, por lo que se descarta la demanda
excesiva de nutrientes por las plantas, dejando abierta la posibilidad de que exista
un problema con la conductividad del suelo. En el presente proyecto se evidencio
un incremento de nutrientes en el suelo con la aplicacion del bioinsumo
desarrollado a base de Trichoderma spp. A continuacién, se muestran los
resultados de la variacion de los nutrientes contenidos en las hojas. Cada grafica
muestra la variacién de nutrientes en las hojas con respecto a cada tratamiento.
La siguiente tabla contiene las variaciones de nitrégeno (N), fosforo (P), potasio
(K), calcio (Ca) y magnesio (Mg) de cada tratamiento. Estos nutrientes son los
mas demandados por las plantas; forman parte de rutas metabdlicas, son
cofactores de enzimas, de procesos fundamentales para el 6ptimo desarrollo de

las plantas (Haddad, Crutsinger, Gross, Haarstad, & Tilman, 2010, p. 43)
Tabla 5.

Analisis de nutrientes contenidos en foliares de plantas antes (tomate) y después
(azul) del tratamiento con el bioinsumo a diferentes dosis (1, 2y 3) vy
concentraciones (1, 2 y 3). Los nutrientes evaluados fueron nitrégeno (N), fosforo
(P), potasio (K), calcio (Ca) y magnesio. Los valores fueron reportados en

porcentajes.



ALY

¥ ] ~ J ¥ ‘4 " " ‘ 4 "
u " I
o Py —— P - e =
| 50 )
2 -
€ L - i
0z g
u — e
a ‘tx
2 Y4
di
u
o) T N n
1 5
o} /
oy L8 ) 4
ULy Ced b lf Ty
W { 4 N w LK ] d " L] ) d M
u 0 uo vo
0 o - mm [ 2| [l o
| ) - )
b . 1
e 0
1 ) m
1 1 ’ - e
u e e 5
5 a
2 UL
u
e i
o 3 o 3 a i
o 4N | ] e
1 ST ALy IUW
L2y » ' N " . ) ' T ") y 4 M
D ol T
u | e —— ) ] p—y— ‘ [l L
o a " 1]
!
| " n
b
e o1 3 1
1
w Jr R i
u
° y 3
2
[} Ui
u
o 5%
q
o) 5 v
o'y o'
€ sisoqg ¢ sisod T sisod

6¢€




40

En el andlisis de suelo correspondiente a la concentracion 1 (1.98x10°) a dosis 1
(dbml) (tabla 2, A) el nitrogeno incremento; en el contenido de foliar el nitrégeno
decrecio; lo que significa que el nitrdgeno que no fue asimilado por las hojas
permanece en acumulado en el suelo. Por mas contenido nutricional que posea el
suelo, si la planta no requiere, no lo asimila. De esta manera se procura un
equilibrio nutricional (Craine, y otros, 2009, p. 989). El calcio en el suelo se
mantiene casi constante mientras que el contenido de calcio foliar incrementa mas
del 50%. El incremento de calcio en suelo no puede evidenciarse debido a que la
asimilacion por la planta fue mayor, existiendo una acumulacion de este nutriente
en las hojas. Por otra parte, el potasio se mantiene practicamente constante en el
suelo y en el contenido foliar. Entonces se puede inferir que existié un equilibrio de

la relacion suelo-planta. (Kabata-Pendias, 2004, p. 145)

Las plantas tienen una demanda nutricional diferente en cada estadio de
crecimiento. Las plantas de este estudio estaban en la etapa juvenil, se
encontraban dando su primera produccion. Ademas, los requerimientos cambian
cuando las condiciones climaticas del lugar de cultivo no son apropiadas. En la
tabla 2B, se observa que los nutrientes que decrecieron fueron nitrogeno (N) y
fésforo (P), con un 7% y 18%, respectivamente; mientras que el calcio (Ca)
incrementd en un 53.4%, magnesio (Mg) en 31% y potasio (K) en un 3.7%. El
analisis de suelo para este tratamiento indica una disminucion de fosforo, lo cual
también se evidencia en el contenido foliar. Como el fésforo (P) disminuyo en el
suelo, se hizo menos disponible para la absorcion por las plantas. Por otra parte,
el magnesio (Mg) en el suelo disminuyd un 27% y en foliares aumenté un 31%. Se
puede inferir que el magnesio (Mg) perdido en el suelo fue absorbido
eficientemente por las plantas. Por otra parte, en la tabla 4C, se evidencié un
incremento del calcio (Ca) del 28.8% y magnesio (Mg) en un 10.3%, mientras que
el nitrégeno (N) y fosforo (P) decrecieron en un 5.7% y 27%, respectivamente. Por

su parte el potasio se mantuvo constante.
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Para el tratamiento con concentracion 1 a volumen de 15ml (tabla 2C), todos los
nutrientes del suelo incrementaron. El nitrégeno y el fosforo que no fueron
acumulados en las hojas se mantienen presentes en el suelo, debido a que su
incremento en el suelo supero el 100%. Segun la revision realizada por Craine, y
otros, 2009; asevera que las concentraciones foliares de nitrogeno depende de la
concentraciones foliares de fésforo. Es por eso que a nivel foliar nitrogeno vy

fésforo decrecieron.

La tabla 2D ilustra los resultados para el tratamiento con la concentracion 2
(1.32x10%) a volumen 1 (5ml). En este tratamiento el Gnico elemento que se ve
disminuido es el nitrégeno (N); reducido en un 5.1%. Magnesio (Mg) se mantiene
constante. El incrementd se evidencia en el foésforo (P), potasio (K) y calcio (Ca)
en un 50%, 27.5% y 50%, respectivamente. El Calcio (Ca) y fosforo (P) presentes
en el suelo aplicado con el tratamiento de concentracion 2 a dosis 1 (tabla 2, 1D y
2D) incrementaron. Por su parte, estos elementos en el contenido foliar también
han incrementado. Mientras que magnesio (Mg) en el suelo y en foliares se
mantiene constante; esto permite inferir que en cuestion al magnesio (Mg) se

mantuvo un equilibrio.

Los resultados obtenidos de la aplicacion de la concentracion 2 a volumen 2 (tabla
2E) se evidencia que nitrégeno (N) y potasio (P) decrecieron; nitrégeno en un
11.9% vy potasio en un 8.3%. Al contrario, calcio (Ca) incrementé en un 36.7%.
Magnesio (Mg) y fésforo (P) se mantuvieron constantes. Es muy importante la
relacion suelo-planta; es por eso que se relaciona el contenido de nutrientes en el
suelo y el contenido foliar. Para el tratamiento de la concentracion 2 a volumen 2
en el suelo (tabla 2, 1E y 2E) y en foliares (tabla 5E) el magnesio se mantiene
constante. En cuanto al potasio (K) de foliares se observa que tuvo una

disminucién, pero en suelo éste aumenta. Lo que permite inferir que el potasio
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faltante en foliares esta almacenado en el suelo. El calcio en suelo y foliares

incremento.

En el tratamiento con concentracion 2 a volumen 3 (tabla 2F) todos los nutrientes
han incrementado, a excepcion del magnesio (Mg) que se mantiene constante.
Por su parte, a nivel del suelo también han incrementado los nutrientes, pero
minimamente. Este resultado permite concluir que conforme incrementan los
nutrientes en el suelo, incrementan en el contenido foliar. A diferencia de los
anteriores tratamientos, en éste, los nutrientes incrementaron en el suelo y en
foliares. Al ser el terreno heterogéneo un factor que pude ser determinante en esta
diferencia es la conductividad eléctrica del suelo. Para el tratamiento con
concentracion 3 a volumen 1, en el suelo y en foliares existié un incremento de
todos los nutrientes a excepcion de calcio (Ca) que en foliares tuvo un

decrecimiento del 2.5%.

En el estudio de Han, Fang, Reich, Woodward, & Wang, 2011, analizaron las
variaciones de 11 nutrientes en plantas en dependencia del suelo, gradientes
climaticos y tipo de plantas. Entre todas las variedades vegetales, existen aquellas
que sirve de alimento asi como las que se consideran malezas. Por obvias
razones, las plantas que son de alimento tienen una demanda mayor de
nutrientes; estos nutrientes se almacenan en las partes de la planta que son para
alimentacion. La clasificacién de tipos funcionales de plantas de Han, Fang, Reich,
Woodward, & Wang, 2011, fue: hojas caducas, coniferas caducifolias, hojas
perennes, hojas anchas, coniferas de hoja perenne y hierbas; siendo las hojas
caducas las que presentan mayor incremento de nutrientes. Se puede inferir que
se debe a que al ser hojas caducas necesitan mas nutrientes para vivir un corto
tiempo; por su parte las hojas perennes distribuyen sus requerimientos a lo largo
de su vida; es decir, no tienen un metabolismo acelerado que demande mas

nutrientes.
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La mora es un cultivo perenne. Y los resultados indican que al incrementar los
nutrientes del suelo, incrementan los nutrientes en las hojas; lo que indica que la
disponibilidad de nutrientes mediada por Trichoderma spp genera una mayor

absorcion por parte de las plantas.

La tabla 5H muestra las variaciones de los nutrientes a nivel foliar. En el cual se
evidencia que el nitrogeno (N) incrementd un 5%, calcio (Ca) un 38.3%, magnesio
(Mg) un 24% vy potasio (K) un 0.5%- Fdésforo (P) se mantuvo constante. A nivel de
suelo, para este tratamiento, el fosforo (P) decrecid; permitiendo inferir que al estar
en menor disponibilidad en el suelo, la absorcion de fosforo (P) por la planta se vié

limitada. Ademas, el resto de nutrientes en el suelo tambien incrementaron.

Para el tratamiento con concentracion 3 a volumen 3 (tabla 5I) el nitrogeno (N)
disminuyé en un 7.5%, fosforo también disminuyé en un 28.5% al igual que
potasio en un 19.7%. Adicional a esto, calcio (Ca) y magnesio (Mg) aumentaron en

un 36% y 31%, respectivamente.

Segun Ospina, 2012, el contenido foliar de nutrientes es dependiente de la materia
organica. La materia organica analizada en cada tratamiento incrementé y como
resultado, los nutrientes en el suelo y en las hojas también. Si bien es cierto,
existen ciertos elementos que decrecieron. El punto que se considera mas
importante en este proyecto, es la heterogeneidad del cultivo problema. La
fertilizacion con el bioinsumo desarrollado en el proyecto se evidencia; pero las

variaciones se deben a que el estado inicial del suelo del cultivo no fue optimo.
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La fertirrigacion constante del suelo, causé que Trichoderma spp no tenga una
adaptacion tan eficiente. Esto debido a que los fertilizantes comerciales no son
direccionados a problemas especificos. En el cultivo no se realizé un analisis
previo a la fertirrigacidon, por lo tanto no se tenia nocion de cuales eran las
deficiencias nutricionales del suelo, generando asi una heterogeneidad de

nutrientes en todo el terreno.

Los analisis estadisticos, manifiestan que no existié efecto de la concentracion en
los valores de los nutrientes a nivel foliar; a excepcion del nitrégeno (N) que en la
concentracion 1, su valor de P fue de 0.008. En cuanto al calcio (Ca) la
concentracion 1 y 2 tuvieron un efecto en el resultado, con un valor de P de 0.003

y 0.02, respectivamente.

4.4 Condiciones fisicas de las plantas objetivo

Las condiciones de las plantas objetivo se vieron mejoradas con la aplicacion del
bioinsumo. En las siguientes figuras se constatan un antes (izquierda) y un
después (derecha) de cada tratamiento. Las personas encargadas del cultivo
manejaron la enfermedad mediante una poda, esta no era lo suficientemente
eficiente, debido a que los restos de material vegetal lo arrojaban al mismo suelo.
Esto complicé el mejoramiento de las condiciones fisicas, ya que el material

vegetal era un foco de infeccién de Verticillium spp.
Tabla 6.

Condiciones de las plantas estudio antes (izquierda) y después (derecha) del

tratamiento con cada concentracion y dosis.
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Tabla 6.

Condiciones de las plantas estudio antes (izquierda) y después (derecha) del

tratamiento con cada concentracion y dosis.

Concentracién 1

Dosis 1 (5ml)

Dosis 3 (15ml)
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Concentracién 2

Dosis 1 (5ml)
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Dosis 3 (15ml)

Concentracion 3

Dosis 1 (5ml)
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Dosis 3 (15ml)

Al ser el mecanismo de infeccidon de Verticilium spp a través de los ases
vasculares, es complicada la rehabilitacion de las plantas una vez infectadas. Sin
embargo, Trichoderma spp actua micoparasitando a Verticillium spp en el suelo,
de este modo se inhibe la infeccidn y la planta se renueva naturalmente; es decir,
se caen las partes enfermas y se generan nuevos tejidos. Como se observa en las
figuras, el tratamiento siete, ocho y nueve presentas mejoras; sin embargo, aun se

conservan hojas amarillas y la planta con poco volumen foliar.

4.5 Antagonismo in vitro

4.5.1 Microparasitismo.

El micoparasitismo se evidencié de manera macro y micro. En la siguiente figura
se muestra como Trichoderma spp crecié en una placa poblada completamente
por Verticillium spp. Esto sugirié que Trichoderma para poder sobrevivir parasitoé a

Verticillium, de esta forma obtuvo los nutrientes necesarios para su crecimiento.
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Figura 7. Micoparasitismo in vitro. Trichoderma spp se muestra de color verde,
mientras Verticilium es de color blanco. En las imagenes se ven como

Trichoderma se ha desarrollado encima de Verticillium.

A las cajas que tenian Verticillium spp crecido durante 15 dias, se le consideraba
un hongo viejo; pese a que Verticillium tenia ganado todo el medio de cultivo y
todo el espacio, Trichoderma utilizé la capacidad de parasitar a Verticillium y poder

sobrevivir.
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Para constatar que efectivamente estaba ocurriendo parasitismo, se visualizé en

microscopio a 400x. Las siguientes imagenes demuestran el micoparasitismo.

Figura 8. Micoparasitismo visto en microscopia.

a) A: se muestra como las hifas de Trichoderma spp penetran las hifas de

Verticillium spp.
b) B: vista 1000X del micoparasitismo.

¢) C: Se muestran las hifas y esporas de Verticillium spp; estas son gruesas y sus

esporas ovaladas y anchas.

d) Las hifas de Trichoderma se muestran finas y las esporas cilindricas. Las

flechas de color rojo indican donde se encuentran las hifas de Verticillium spp y las
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flechas blancas muestran a Trichoderma spp. Las hifas finas (Trichoderma spp)
ingresan en las hifas gruesas (Verticillium spp), ademas se observa como las

esporas de Trichoderma se mantienen junto a las hifas de Verticillium spp.

Las hifas de Verticillium son de un tamafo superior a Trichoderma, debido a que
estas deben penetrar las raices y germinar junto a las células del cilindro vascular
(Klosterman, Atallah, Vallad, & Subbarao, 2009).

Las hifas de Trichoderma al ser mas finas tienen mayor versatilidad para penetrar
la pared celular de Verticillium spp. (C.R. Howell, 2013). En las imagenes 34A y
34B se evidencia como Trichoderma ha ingresado e incluso ha fragmentado las

hifas de Verticillium spp.

Los resultados de este trabajo coinciden con los resultados de Said, 2012. En los
cuales detallan los mecanismos de accién de Trichoderma spp frente a plantas
infectadas con enfermedades vasculares. En los dos proyectos se evidencia la
produccion masiva de esporas de Trichoderma spp. De este modo se garantiza
una reproduccidn acelerada de Trichoderma spp controlando de mejor manera a

Verticillium spp.

4.5.2 Competencia por nutrientes y espacio.

De las 44 cajas a las que se aplicé el bioinsumo de concentracion 1, el mejor
resultado fue la caja #38, con un porcentaje de inhibicidon del 83,3% vy el porcentaje
mas bajo de 25% fue de la caja #19. La mediana obtenida de este grupo fue de
56.5. Para la concentracion 2 se evaluaron 43 cajas, el porcentaje mas alto fue del
70%, se obtuvo una mediana de 51 y la concentracién 3 fue evaluada en 48 cajas,

el mejor porcentaje fue de 70 y se obtuvo una mediana de 45.5.
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El factor principal que afecta el porcentaje de inhibicidén es la temperatura. Se debe
controlar los cambios de temperatura de la incubadora para evitar que los cambios

bruscos afecten el crecimiento de cualquiera de los dos microorganismos.

No existen datos bibliograficos de estudios previos que evidencien el efecto
antagonista de Trichoderma spp contra Verticillium spp. Se han realizado estudios
para lograr entender los mecanismos de infecciéon de Verticillium spp para un

futuro desarrollar soluciones ante este patdégeno tan invasivo.

Las grandes pérdidas causadas por Verticillium spp se han dado en plantaciones
de algodon. En la investigacion de Amyotte, 2012, se identificaron elementos
genéticos llamados transposones que dotan a las especies de Verticillium

variabilidad y diversificacion; generandose asi, especies dificiles de controlar.

Existen soluciones quimicas para la presencia de Verticilium spp, estas son
plaguicidas sistémicos. Un plaguicida sistémico es absorbido por hojas y raices,
ademas se moviliza por toda la planta; estas condiciones son muy importantes, ya
que afecta la seguirdad del alimento. Pese al peligro de su mecanismo de accion,
se utiliza contra Verticillum porque mata al hongo que ha ingresado a los ases
vasculares. Los principales plaguicidas tienen como principio activo: Benomil,

Cimoxanil, famoxadone, Mancozeb, Dimetamorf y Fosetil aluminio. (FAO, 2012)

Evidentemente, Trichoderma spp es mas competitivo que Verticillium spp por
espacio y nutrientes. En las siguientes figuras se evidencia in vitro como actua

Trichoderma spp.
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Figur 9. Competencia por espaco y nutrientes in vitro.

a). Enfrentamiento de Trichoderma spp contra Verticilium spp pasadas 48 horas
de incubacion. Se evidencia como Trichoderma spp gana espacio mas

rapidamente que Verticillium spp.

b): Enfrentamiento después de siete dias de incubacién; Trichoderma spp ha

ganado casi por completo espacio y nutrientes.

Se han estudiado las actividades antagonistas de Trichoderma spp contra
Fusarium oxysporum (El-Hassan, Gowen, & Pembroke, 2012), Botrytis cinérea
(Peng & Sutton, 2009), Meloidogyne javanica (nematodo) (Al-Shammari, Bahkali,
Elgorban, Elkahky, & Al-Sum, 2013) y Collectotrichum acutatum (Freeman, y otros,
2004); todos los resultados son positivos y coindicen con los resultados in vitro de
este proyecto; es decir, Trichoderma spp tiene igual efecto antagonista contra
Verticillium spp. La prueba de inhibicion de crecimiento por competencia de
Trichoderma spp contra F. oxysporum realizada por Sundaramoorthy &
Balabaskar, 2013 indica un porcentaje de inhibicién del 53%. En este proyecto, el

mejor porcentaje de inhibicién fue de 55.7% obtenido con la aplicacién de la
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concentracion 1. Se puede inferir en que Trichoderma spp mantiene su efecto

inhibitorio ante cualquier patégeno.

Los porcentajes de inhibicion de crecimiento obtenidos en la prueba de
competencia por nutrientes y espacio, fueron analizados estadisticamente
mediante la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis, obteniendo una significancia de
0.000. Con lo cual se puede inferir que existe efecto en la concentracién del

bioinsumo.

4.5.3 Produccion de metabolitos por Trichoderma spp.
Los metabolitos producidos por Trichoderma spp inhiben el crecimiento de
patdgenos. Verticillium spp fue sensible a estos metabolitos y su inhibicién se

observa en el anexo 19.

Las siguientes figuras muestran el resultado in vitro de la inhibiciéon por produccién

de metabolitos.

-
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Figura 10. Produccion de metabolitos volatiles.
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a): La caja del centro indica el crecimiento de Verticilium spp sin metabolitos de
Trichoderma spp; las cajas laterales muestran la disminucién de crecimiento de

Verticillium spp.

b): la produccion de metabolitos de la concentracién 1 disminuye por completo el
crecimiento de Verticillium spp. C: inhibicidon de crecimiento por la concentracion 2;

no es tan evidente, pero tiene una inhibicién de aproximadamente 30%

El mejor porcentaje de inhibicion fue de 71.5%. En cambio, la publicaciéon de
Aceves, y otros, 2008 reporta un porcentaje de inhibicion de 62.9%; esta
publicacion no contempla concentraciones de Trichoderma spp. De las tres
concentraciones analizadas en esta prueba resulté la mas optima la concentracion

uno, con una mediana de 80.

La prueba estadistica no parametrica de Kruskal-Wallis gener6 un valor de
significancia de 0.000. Al igual que la prueba por competencia, las

concentraciones tienen efecto en el resultado.
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5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones.
La variacién de los nutrientes en el suelo indica que Trichoderma spp tiene la
capacidad de actuar como biofertilizante. Ademas, el aumento de nutrientes en el

contenido foliar manifiesta que mejora la absorcion de nutrientes por la planta.

Los distintos mecanismos de biocontrol empleados por Trichoderma spp tienen un
efecto contra Verticillium spp. El mejor porcentaje de inhibicidn del crecimiento de
Verticillium spp se evidencié en la prueba que evalua la produccién de metabolitos
por parte de Trichoderma spp. Ademas, el mecanismo simultaneo de antagonismo

es micoparasitar a Verticillium spp.

Se establece que en campo e in vitro, la concentracion y la dosis que genera
mejor actividad antagonica es 1.98x10° a dosis de 15ml por planta. Las
condiciones fisicas de las plantas se mejoran y los nutrientes incrementan a esta

dosis y concentracion.

Con los resultados obtenidos se puede concluir que el bioinsumo desarrollado a
base de Trichoderma spp tiene efecto fertilizante, ademas de controlar la
enfermedad causada por Verticillium spp en cultivos de mora (Rubus glaucus).
Este proyecto es el hincapié para futuras investigaciones mas especificas y para el
desarrollo a gran escala de un biocinsumo que solucione los problemas de la

agricultura moderna.
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5.2 Recomendaciones.
Para poder evidenciar un incremento de nutrientes de manera mas clara y
consistente, se recomienda evaluar el efecto aplicando en campo el bioinsumo

mas de tres meses.

Cuando se esté generando el plan de produccion agricola, se recomienda que se
evalue la presencia de Trichoderma spp en el suelo antes de empezar la siembra.
Esto asegurara que los patégenos o plagas no se desarrollen. Trichoderma spp

debe estar en el suelo primero que los patdgenos.

En base a los conocimientos obtenidos durante la realizacion de este proyecto
experimental, se recomienda tener un suelo homogéneo. Que exista una optima
distribucion de nutrientes por todo el suelo y asi realizar un analisis de suelo previo
a la siembra de cualquier cultivo. De esta manera se podra conocer las
deficiencias nutricionales y poder tratarlas especificamente. Cuando se detecten
plantas enfermas, se recomienda descartarlas. Si se opta por podar las partes
afectadas, preferentemente quemar ese material vegetal y evitar la propagacién

en suelo del patégeno.
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Anexo 1. Proceso de obtencion de estacas
para la siembra de mora
Tomado de (MAGAP, 2013)

Anexo 3. Trichoderma spp creciendo en
una caja petri en medio PDA. El color
verde es caracteristca de este
microorganismo.

Anexo 2. Patdgenos que causan principales afectaciones

en el cuftvo de mora.
Tomado de (MAGARP, 2013)

Anexo 4. Micorrizas presentes en el suelo.



Anexo 5. Hifa de Trichoderma spp Anexo 6. Diferentes especies de Verticillium
septada. spp.

Anexo 7. Diagrama de flujo elaborado por Troya y Vaca, 2014, para la produccién de Trichoderma

spp en laboratorios del MAGAP
Tomado de Troya & Vaca, 2014, p. 20



¥

Anexo 8. Almacenamiento de muestras en Anexo 9. Cultivo de las 3 concentraciones del
fundas plasticas ziploc. bioinsumo. A: concentracién 1. B: concentracion
2y C: concentracion 3.

Anexo 10. Cortes de tallo infectado con Verticilliu
spp.

-

m

Anexo 11. Desinfeccién de tallos en solucion de
hipoclorito de sodio al 1.5%.



Anexo 12. Tallos cultivados. Se muestra crecimiento Anexo 13. Caja completamente poblada de
de Verticillium spp. Verticillium spp.

disco en la caja poblada por Verticillium spp.



Anexo 15. A y B: Cultivo de Verticillium spp en discos empapados con agar PDA. C: cajas
luego de haber utilizado los discos con inoculo de Verticillium spp.

Anexo 16. A: Disco con Verticillium spp. B: Disco Anexo 17. A: radio de crecimiento menos expuesto al

empapado con bioinsumo. Las flechas indican la antagonista. B: radio de crecimiento expuesto
distancia de 1cm desde el borde de la caja. directamente al antagonista.
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Anexo 18. Prueba de produccion de metabolitos. Anexo 19. Crecimiento de Verticillium spp en cajas
A: disco de papel celofan colocado en el centro donde se realizd la prueba del papel celofan. A:
de la caja Petri con agar PDA. B: bioinsumo crecimiento de Verticillium spp sin papel celofan. B:
colocado con un asa de disco; aproximadamente crecimiento de Verticillium luego de retirar el papel
una gota en el centro del papel celofan. celofan.

Anexo 20. Bioinsumo final. Tres concentraciones diferentes.
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