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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo el uso de Trichoderma sp como agente controlador de
Botrytis cinerea (B. cinerea) en una plantacion de fresa (Fragaria sp) ubicada en la parroquia
Valparaiso, provincia de Chimborazo. Se realizaron dos etapas de investigacion. In vitro para
determinar la capacidad antagdnica de Trichoderma sp frente a B. cinerea donde se empled la técnica
de cultivo dual para observar y medir el crecimiento del antagonista y el patégeno durante siete dias.
Se utiliz6 la escala de Bell para evaluar el antagonismo y se calcul6 el Porcentaje de Inhibicion de
Crecimiento (PIC) para el efecto antagonico. Trichoderma sp alcanzé una clase Il de la escala de
antagonismo de Bell e inhibi6 el crecimiento de B. cinerea en un 77,86%. Para la etapa de campo el
disefio experimental constd de cinco tratamientos, tres de origen bioldgico (T1, T2 y T3) a
concentraciones de 1,25 X 1079, 3,75 X 1079y 3,75 X 1079 UPC/ml respectivamente, uno de origen
quimico “Skipper” (T4) y un tratamiento testigo o control (T5). Los tratamientos fueron aplicados en
la zona aérea de la planta y se evaluo el porcentaje de severidad de la enfermedad en frutos durante
cinco semanas. Los resultados obtenidos fueron apoyados estadisticamente mediante la prueba de
Duncan al 5%, donde se determiné que T1 fue el mejor tratamiento para el control de B. cinerea
presentando una media del 0% de severidad de la enfermedad; los tratamientos T2, T3 y T4 resultaron
ser tratamientos menos efectivos y estadisticamente iguales y finalmente T5 fue considerado como
un tratamiento deficiente presentando una media del 11,92% de severidad de la enfermedad. Para
obtener un mejor control de B. cinerea es necesario realizar podas de saneamiento en las plantas de

fresa previo a la aplicacion de productos quimicos o bioldgicos.

Palabras clave: <AGENTE CONTROLADOR>, <FRESA (Fragaria sp.)>, <HONGO
(Trichoderma sp.)>, <HONGO (Botrytis cinerea)>, <VALPARAISO (PARROQUIA)>.
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SUMMARY

The aim of the current research was to use Trichoderma sp as a controlling agent for Botrytis cinerea
(B. cinerea) in a strawberry (Fragaria sp) plantation, located in Valparaiso rural parish, Chimborazo
province. For this research, two stages were carried out. In vitro to determine the antagonistic capacity
of Trichoderma sp against B. cinerea where the dual culture technique was used to observe and
measure the antagonist, and the pathogen growth during seven days. Bell's scale was used to evaluate
the antagonism and the Growth Inhibition Rate (GIR) was calculated for the antagonistic effect.
Trichoderma sp achieved level 11 on the Bell's antagonism scale and inhibited the growth of B. cinerea
by 77.86%. For the field stage, the experimental design consisted on five treatments, three of them
are biological origin (T1, T2 and T3) at concentrations of 1.25 X 1079, 3.75 X 1079 and 3.75 X 10”9
UPC/ml respectively, one is chemical origin "Skipper" (T4) and a group-control treatment (T5). The
treatments were applied in the aerial zone of the plant and disease severity percentage was evaluated
in the fruit during five weeks. The results obtained were statistically supported by Duncan's test at
5%, where it was determined that T1 was the best treatment for the controlling B. cinerea, since it
presented an average of 0% regarding disease severity; T2, T3 and T4 treatments turned out to be less
effective and statistically equal. Finally, T5 was considered a deficient treatment since it evidenced
an average of 11.92% regarding disease severity. To obtain a better control of B. cinerea, it is
necessary to perform sanitation pruning on strawberry plants before applying chemical or biological

products.

Keywords: <CONTROL AGENT>, <STRAWBERRY (Fragaria sp.)>, <FUNG (Trichoderma
sp.)>, <FUNG (Botrytis cinerea)>, <VALPARAISO (RURAL PARISH)>.
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INTRODUCCION

Identificacion del problema

El sector agricola representa el sustento diario de millones de familias, donde dos de cada cinco
ecuatorianos se encuentran actualmente ejerciendo algln tipo de trabajo en este sector (Notiamérica,
2020). Valparaiso es una de las parroquias que oferta variedad de productos agricolas como aporte al
desarrollo econémico-social de su poblacion. En la actualidad los duefios de tierras en este sector se
dedican a la siembra de fresa (Fragaria sp), la cual se comercializa dentro y fuera del pais.

En las plantaciones de fresa (Fragaria sp), ubicadas en dicha parroquia se ha identificado la presencia
de un hongo fitopatdgeno causante de la pudricion de la fruta, lo que llega a representar un problema
econdémico para aquellas personas dedicadas a la produccion y comercializacion de fresa (Fragaria
sp). De acuerdo con Cano (2014, pp.263-273), la fresa es un cultivo de alto valor econdmico y nutricional,
sin embargo, es altamente susceptible al ataque de patégenos en su gran mayoria de caracter fungoso.
Segln Koike y Bolda (2016, pp.1-6), Botrytis cinerea es el hongo causante de la pudricion en plantaciones
frutales, siendo una de las mas afectadas las plantaciones de fresa (Fragaria spp). EI moho gris, como
comunmente se lo denomina, es tan invasivo si las condiciones ambientales se lo permiten que llega
a causar graves pérdidas econémicas, estimadas alrededor del 30% del total de la produccion y entre
un 40% a 50% en condiciones de alta humedad. Incluso en poscosecha este patdgeno es aln mas
agresivo, afectando al 95% de los frutos 48 h después de cosechados (Cano, 2014, pp. 263-273).

En este contexto, uno de los principales retos en el desarrollo del cultivo y poscosecha de la fruta, es
el manejo de las enfermedades mediante el uso de microorganismos benéficos. Uno de los agentes
de control biolégico mas estudiados a nivel mundial es Trichoderma spp debido a las caracteristicas
antagonicas que presentan frente a hongos fitopatdgenos.

Al ser Botrytis cinerea un fitopatdgeno altamente invasivo y de dificil control, representa un problema
socio econémico y ambiental, por lo cual el uso adecuado de agentes de control bioldgico como
Trichoderma, contribuye tanto a favorecer la sanidad, el rendimiento y la inocuidad de los productos
agricolas, como a disminuir el impacto ambiental causado por el uso frecuente de productos

agroquimicos (Sandoval y Belesansky, 2020: pp. 55-64).



Justificacion de la investigacion

América latina ha presentado problemas en los cultivos debido al manejo de sistemas agricolas
ineficientes y la baja disponibilidad de nutrientes en el suelo, hecho que ha provocado el uso
indiscriminado de productos agricolas de origen quimico con el objetivo de incorporar y mejorar la
calidad de sus tierras. Del mismo modo el uso incontrolado de plaguicidas quimicos empleados para
el control de fitopatdgenos ha provocado resistencia en plagas, disminucion de la microbiota del suelo
y contaminacion ambiental (Chen et al., 2016; Hernandez et al., 2019).

Por consiguiente, como una alternativa al uso de productos de origen quimico se sugiere el uso de
agentes de control bioldgico como Trichoderma, un género de hongo reconocido y ampliamente
estudiado por su gran capacidad antagdnica frente a diversos patdgenos del suelo, ya que ejerce un
efecto protector en la planta de forma directa con la produccion de enzimas o metabolitos; ademas de
competir por nutrientes o espacio controlando de esa manera el crecimiento del fitopatogeno.

Con base en Gaitan et al., (2014, pp. 44-56) una forma de verificar el porcentaje de biocontrol que
Trichoderma spp efectla sobre B. cinerea es mediante la variable de incidencia de la enfermedad en
los tratamientos aplicados en su investigacion, Efecto de dos cepas de Trichoderma en el control de
B. cinerea y la calidad del fruto en fresa (Fragaria spp). Los resultados demuestran que en los
tratamientos con Trichoderma se presenta un mayor control de la enfermedad, donde B. cinerea
mostré una incidencia de 33%; mientras que se encontré mayor incidencia de B. cinerea en el testigo
con un 60%, seguido del tratamiento quimico (Iprodione) con un 46,66% de plantas enfermas.

Por otro lado, Karas et al., (2011, pp. 215-228) sostienen que el desarrollo de plaguicidas de origen
bioldgico tiene muchas ventajas con relacion a los quimicos ya que no causan deterioro al ambiente,
no afectan el desarrollo de las plantas, su produccidn es méas barata y su uso no conlleva al surgimiento
de nuevas plagas o de plagas secundarias.

Es importante mencionar que los pequefios productores tienen problemas para incorporar e
implementar este sistema de manejo de plagas debido a la falta de educacion agricola especializada
y apoyo por parte de los gobiernos (Hidalgo, 2017).

El presente proyecto de investigacion, se realizé de manera in vitro en el laboratorio de Biotecnologia
de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo y para la aplicacion de los diferentes tratamientos
en campo se conto con el apoyo del sefior agricultor, el cual puso a disposicion la plantacion de fresa

(Fragaria sp) para fines de experimentacion.



Objetivos.

Objetivo general.

Evaluar Trichoderma sp como agente biocontrolador de Botrytis cinerea en una plantacién de fresa

(Fragaria sp) ubicada en la parroquia Valparaiso, cantén Guano.

Obijetivos especificos.

Diagnosticar el estado actual de la plantacién de fresa (Fragaria sp) afectada por Botrytis cinerea.

Determinar in vitro la capacidad antagdnica que Trichoderma sp posee frente a Botrytis cinerea.

Evaluar la capacidad inhibidora de Trichoderma sp en Botrytis cinerea en campo.

Comparar la efectividad del tratamiento biol6gico versus el tratamiento quimico en la plantacion de

fresa (Fragaria sp).



CAPITULOI

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Fresa (Fragaria sp)

1.1.1. Caracteristicas e importancia

La fresa (Fragaria sp) es una fruta perteneciente a la familia de las Rosaceas y género Fragaria,
proveniente del latin “fragans” qué significa fragante (Matute 2019, p. 6). Esta fruta posee una amplia
gama de consumidores por sus propiedades nutrimentales y organolépticas de color, olor y sabor, por
dicha razén es comercializada en mercados tanto para su consumo en fresco como para el uso en el

sector agroindustrial para la produccion de pulpas, mermeladas, jugos, deshidratados, entre otros
(Sepulveda et al., 2015, p. 18).
La capacidad de adaptacién de esta planta ha hecho que exista mas de 25 especies e hibridos producto

del entrecruzamiento entre ellas, provocando de esta forma sabores y aromas propios de cada especie
resultante. Un claro ejemplar es la especie Fragaria ananassa resultado del entrecruzamiento entre
Fragaria chiloensis y Fragaria virginiana. (Septlveda et al., 2015, p. 19).

La fresa (Fragaria sp) es ampliamente consumida por una gran parte de la poblacion mundial, puesto
gue son econémicamente accesibles y ademas poseen una gran cantidad de vitaminas, minerales y
acidos organicos gue actlan como un potente antioxidante y ayudan a disminuir problemas
cardiovasculares (Restrepo et al., 2009, pp. 163-175). Por lo cual su alta demanda ha hecho de esta fruta un
negocio comercialmente rentable. Sin embargo, la fresa (Fragaria sp) es una de las frutas
mayormente atacada por plagas y enfermedades, debido a su alto contenido de agua y nutrientes

(Matute, 2019, p. 6).

1.1.2. Clasificacion taxonémica

En la (Tabla 1-1) se muestra la clasificacion taxonémica de Fragaria.



Tabla 1-1: Clasificacion taxonémica de Fragaria.

Categoria Taxon
Reino Plantae
Filo Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Rosales
Familia Roséceas
Subfamilia Rosideas
Género Fragaria
Especie sp
Nombres comunes Frutilla, fresa, fresones

Fuente: (Fundacién Charles Darwin, 2022).
Elaborado por: Carrera Parra, Angélica, 2021.

1.1.3. Caracteristicas botanicas de Fragaria

Fragaria es un género de planta de ciclo de vida largo, se caracteriza por generar estolones, los cuales
son aprovechados por el productor para obtener mayor produccion. De acuerdo a Llumiquinga (2017, p.
4), la planta de fresa (Fragaria sp) esté constituida por (Figura 1-1):

Raices. - Cuenta con un sistema de raices primarias y raices secundarias o raicillas agrupadas entre
si, las raices primarias cumplen la funcion de soporte y se diferencian claramente de las secundarias
por su tamafio y grosor; mientras que las raices secundarias cumplen la funcién de capturar los
nutrientes necesarios para la planta (Llumiquinga, 2017, p. 4).

Tallo o Corona. - La corona se encarga de generar ramificaciones denominadas estolones o plantas
nuevas, estas a su vez tendran su corona correspondiente y también tiene la capacidad de formar
nuevos estolones. Esto Ultimo sera posible siempre y cuando el estoldn inicial ya haya desarrollado
raices (Llumiquinga, 2017, p. 4).

Hojas. - Se caracteriza por ser un 6rgano pequefio de limbo compuesto por tres hojas de bordes
aserrados y de envés recubierto de pelos (Llumiquinga, 2017, p. 4).

Flores. - Las flores estan constituidas por 5 pétalos de color blanco los cuales forman una simetria
radial, posee un grueso receptaculo que se convierte en fruto después de la fecundacion. La
polinizacion puede ser aldgama y entomofila (Llumiquinga, 2017, p. 4).

Frutos. - La fruta posee una serie de estructuras denominadas aquenios y estas a su vez forman un

poliaguenio, los aguenios se encuentran adheridos al cuerpo carnoso de la fruta en forma de pepitas



(Llumiquinga, 2017, p. 4). Las caracteristicas fisicas y organolépticas dependen ampliamente de la

variedad.

FLOR
FRUTO

HOJA

P

Figura 1-1. Descripcion de caracteristicas botanicas de Fragaria.
Fuente: (LOEZA 2018).

1.1.4. Requerimientos nutricionales

Nitrégeno. - De acuerdo a IICA (2017, p. 58), el nitrdgeno es sumamente importante para que la planta

realice una correcta sintesis de clorofila, puesto que forma parte de aminodacidos, proteinas y acidos
nucleicos, sin embargo, la administracion de valores superiores a los 20 % puede ocasionar que la

planta se torne susceptible al ataque de plagas y enfermedades (Llumiquinga, 2017, pp. 6-8).

Fosforo. - El fésforo al igual que el nitrdgeno se encuentra distribuido en toda la planta para favorecer
la formacidn de enzimas, proteinas y materia genética, ademas de ello ayuda a la planta al desarrollo
de raices, lo cual genera mayor floracion y por ende frutos de mayor calidad (Bolda et al., 2015, pp. 28-
78).

Potasio. - Importante regulador de agua en la planta, el potasio tiene la capacidad de inducir al
fendmeno de turgencia celular, ademas de ello este elemento participa en la extraccion de agua del

suelo, retencion de agua en los tejidos de la planta y transporte de agua a larga distancia. La presencia
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de potasio ayuda a la planta contra el ataque de insectos y enfermedades (Bolda et al., 2015, pp. 28-78).
Calcio. - Ayuda al fortalecimiento de la pared celular, al formar una barrera compacta entre los tejidos
protege a la planta ante las variaciones de temperatura y evita el ataque de enfermedades de origen
fangico (Llumiquinga, 2017, pp. 6-8).

Magnesio. - De acuerdo a IICA (2017, p. 58), el magnesio al ser el &tomo central de la molécula de
clorofila, es un elemento indispensable para el correcto funcionamiento de la planta, en caso de ser
deficiente la planta desatara una condicion clorética, provocando follaje amarillo (Bolda et al., 2015, pp
28-78).

Azufre. — En base a Bolda et al., (2015, pp. 28-78), el azufre forma parte de algunos aminoacidos para la
formacidn de proteinas, asi como también cumple un rol importante en diversas hormonas y vitaminas
presentes en la planta.

Hierro. - Forma parte de la molécula de clorofila y por tanto su deficiencia puede llegar a ocasionar
amarillez en follaje joven (Bolda et al., 2015, pp. 28-78).

Zinc. - De acuerdo a Burt et al., (1998) el zinc es necesario para la formacion de hormonas encargadas
del crecimiento y desarrollo de la planta. La falta de auxinas provoca perdida de crecimiento.

Boro. - Ayuda al transporte de azucares por la membrana celular, contribuye a la polinizacion y

desarrollo de frutos y semillas. La falta de boro genera deformidad en los frutos (Bolda et al., 2015, pp.
28-77).

1.1.5. Requerimientos edafo-climaticos

Temperatura. - Generalmente la fresa (Fragaria sp) es un cultivo que se adapta con facilidad a
distintos rangos de temperatura, sin embargo, el rango 6ptimo para obtener una correcta floracion en
la mayoria de las especies comerciales oscila entre los 15-20 °C. Cabe recalcar que temperaturas
inferiores pueden ocasionar inhibicion del polen; mientras que temperaturas mayores pueden dar
lugar a una maduracion temprana, provocando de esa forma que el fruto no llegue a adquirir el tamafio
adecuado para su comercializacidn (Uz-zaman et al., 2018, pp. 217-275).

Humedad. - Este es un parametro fundamental, puesto que, para mantener a las plantas saludables se
debe mantener un rango de humedad entre el 50 y 70 %, si el porcentaje excede al valor establecido
la planta empezara a presentar enfermedades de tipo fungoso; mientras que, si la humedad es menor
a dicho rango, los niveles de produccion bajan (Tustén 2012, p. 53).

Luz. - Dependiendo la variedad de fresa (Fragaria sp), la floracion esta directamente relacionada con
la cantidad de horas de luz que reciba diariamente la planta. En el caso de las variedades de dia corto

las plantas necesitan menos de 12 horas de luz para obtener una buena produccion; mientras que las



variedades de dia neutro solo requieren temperaturas superiores a los 12 © C para lograr una excelente
floracion (Seplveda et al., 2015, pp.116-137).

Sustrato. - El suelo adecuado para el cultivo de la fresa (Fragaria sp) debe contener altos niveles de
materia organica, idealmente se requiere el uso de suelos franco arenosos por su capacidad de drenaje
y fertilidad. Es importante que el suelo sea libre de sales de sodio, boro, potasio y cloro con el fin de

obtener una conductividad eléctrica menor a 1mmhos-cm-1 (Sepulveda., 2015, pp. 166-137).

1.1.6. Variedades

Las variedades de fresa (Fragaria sp) se clasifican en base a sus caracteristicas fotoperiddicas, por lo

cual existen variedades de dia corto y variedades de dia neutro.

1.1.6.1. Variedades de dia corto

Benicia. - Se caracteriza por tener un fruto de excelente sabor, pero presenta coloracion oscura cuando
existe muchas horas de exposicion solar. Es de facil recoleccion puesto que posee una estructura
abierta. Es una variedad que puede verse afectada por el patégeno Verticillum (Bolda et al. 2015, pp. 17-
19).

Camarosa. - Produce frutos de color brillante con exquisito sabor, si la planta llega a ser vigorosa
esta tendra su mayor produccion en el primer afio de produccion. Camarosa puede llegar a ser
susceptible a Verticillum, Phytophthora y hongo polvoriento (Bolda et al. 2015, pp. 17-19).

Camino real. - Es una variedad de produccién buena, sus frutos presentan un gran sabor, ademas son
tolerantes a los patdgenos, la fruta es empleada generalmente en el sector agroindustrial por lo que
presenta un color mas oscuro comparado con otras variedades (Bolda et al. 2015, pp. 17-19). De acuerdo
a Camara de Comercio de Bogota (2015, p.10), Camino Real es bastante tolerante a enfermedades de tipo
fungosas como a Verticillum, Phytophthora, Antracnosis, pero susceptible a Botrytis sp.

Chandler. - Variedad bastante antigua, presenta rendimiento moderado, en cuanto al sabor produce
frutos dulces, pero de tamafio mediano (Bolda et al. 2015, pp. 17-19).

Mojave. - Produce frutos de un mismo tamafio y se caracterizan por presentar un color rojo brillante.
Sin embargo, los frutos no presentan una adecuada firmeza. Mojave puede tolerar tiempos de lluvia
extensos, pero es susceptible a Phytophthora (Bolda et al. 2015, pp. 17-19).

Ventana. - Ventana es una variedad de alto rendimiento puesto que el volumen de produccion es
superior al de Camarosa a pesar de su semejanza en cuanto al principio de produccion (Bolda et al. 2015,

pp. 17-19).. Esta variedad se caracteriza por poseer una buena polinizacién evitando de esa forma la



produccién de frutos deformes. Aunque es una variedad resiste a los &caros, es susceptible a

enfermedades del suelo (Camara de Comercio de Bogota, 2015, p.10).

1.1.6.2. Variedades de dia neutro

Albion. - Variedad muy conocida y empleada por los agricultores. Albion se caracteriza por producir
frutos de buenas caracteristicas tales como: el tamafio, forma, color, firmeza. Ademéas de tener
excelente produccion en cosecha es bastante apreciada por el sector comercial debido a su notable
vida de anaquel. Por otra parte, es bastante resistente a la marchitez por Verticillium dahliae y
pudricion de corona por Phytophthora (1ICA, 2017, p. 56).

Monterrey. - Es similar a la variedad San Andreas en cuanto a las caracteristicas de produccién. La
falta de acidez en sus frutos provoca en estos un mayor dulzor por lo cual es bastante reconocido a
nivel mundial en especial en el continente asiatico (Camara de Comercio de Bogota, 2015, p.10).

San Andreas. - Muy similar a la variedad Albion en cuanto a las caracteristicas del fruto, aunque se
diferencian en el tamafio de fruto a largo plazo puesto que San Andreas mantiene el tamafio de la
fruta durante toda la vida de produccién de la planta. En cuanto a patdégenos esta variedad es bastante
resiste a las enfermedades aunque se recomienda total atenciobn a Macrophomina por su
susceptibilidad (11CA, 2017, p. 57).

Seascape. - Variedad preferida por los productores dedicados al manejo de productos organicos,
debido a la capacidad y fortaleza de su sistema radicular. Ademas de ser una variedad resistente a

ataques de tipo fungoso, se caracteriza por ser resistente a acaros y arafias (Bolda et al. 2015, p. 19).

1.1.7. Problemas fitosanitarios

En el cultivo de fresa (Fragaria sp) uno de los problemas mas comunes es el manejo de plagas y
enfermedades en la etapa de cosecha y poscosecha. Las enfermedades que generalmente se
encuentran en las plantaciones son de origen fungoso, seguido de enfermedades provocadas por

bacterias y neméatodos (Cano 2014).

1.1.7.1. Hongos fitopatdgenos

De acuerdo a Martinez et al., (2010, pp. 756-760), los patdgenos edéaficos son los principales causantes de
las enfermedades en las plantaciones de fresa (Fragaria sp). Los oomycetes como Phytophthora

cactorum, conocido por causar la pudricién de la corona; Phythophthora fragariae var fragariae
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reconocido por causar pudricién rojiza desde la raiz hasta la corona Serret et al., (2016, pp. 1107-1121) y
Pythium sp causante de la pudricion en raiz y corona (Ishiguro et al. 2014, pp. 423-429). Asi mismo, segun
IICA (2017, p. 67), Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y Verticillium sp. causantes de la marchitez y
amarillamiento en la planta.

Son distintos los patégenos aéreos gque desatan enfermedades como la antracnosis, cuyo agente causal
es el denominado Colletotrichum acutatum; el moho gris causado por Botrytis cinerea; viruela de la

hoja causada por Mycosphaerella fragariae y oidium ocasionada por Sphaeroteca macularis (Cano
2014, pp. 263-276).
En cuanto a enfermedades fungosas comunes en poscosecha se destaca Rhizopus stolonifer causante

de la podredumbre blanda, Mucor spp y Aspergillus niger responsable de la podredumbre negra (Cano
2014, pp. 263-276).

En relacion con lo anterior, la planta de fresa (Fragaria sp) al enfrentarse a una gran cantidad de
patdgenos que provocan dafios severos en raices, corona, tallo, estolones, hojas, flores, frutos, tiene

pérdidas significativas antes y después de la cosecha.

1.2. Botrytis cinerea

Es un hongo patégeno ampliamente distribuido en hortalizas, plantas de ornato, frutales y cultivos
superiores. Botrytis cinerea (B. cinerea) es el causante de la pudricion de la fruta en plantas de fresa
(Fragaria sp), este organismo se hace notar por su caracteristica capa gris aterciopelada depositada
sobre la superficie de la fruta, asi como también denotando la pudricién en los tallos de la planta
(Agrios, 1995).

Al ser un patdgeno bastante versatil, tiene la capacidad de adaptarse y desarrollarse en un rango de
temperatura de 2 a 28 °C y en periodos de humedad superior al 80% (Rasiukevi¢iaté et al., 2018, pp. 264-
270). Es importante sefialar que B. cinerea puede ocasionar pudriciones blandas antes, durante y

después de la comercializacion del fruto (Petrasch et al., 2019, pp.877-892).

1.2.1. Clasificacion taxonémica

Segln NCBI (2022) B. cinerea se ubica taxonomicamente en (Tabla 2-1):
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Tabla 2-1: Clasificacion taxonédmica de B.cinerea.

Categoria Taxén
Reino Fungi
Filo Ascomycetes
Clase Leotiomycetes
Orden Helotiales
Familia Sclerotiniaceae
Genero Botrytis
Especie cinerea

Fuente: (NCBI 2022).

Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2021.

1.2.2. Morfologia

El necrotrofico B. cinerea se caracteriza por producir abundante micelio de color gris sobre la
superficie de la fruta, el micelio esta constituido por un conjunto de conidiéforos largos y ramificados
y estos a su vez compuestos de racimos de conidios ovoides de color gris. Estas estructuras dan la
apariencia de un racimo de uvas (Agrios 1995).

B. cinerea casualmente desarrolla en el suelo o tejido muerto estructuras planas, duras, irregulares y
de color negro a las cuales se les denomina esclerocios, estas estructuras son producidas como un
mecanismo de hibernacién, con el objetivo de preservar al hongo hasta que las condiciones

ambientales sean 6ptimas para su crecimiento (Agrios 1995).

-3.9\,. Y o S o fo i W -
Figura 2-1. Caracteristicas microscopicas y macroscopicas de B. cinerea. Estructura
microscopica de B. cinerea a). Moho gris de la fruta de fresa (Fragaria sp) b).

Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2021.
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1.2.3. Ciclo de vida y epidemiologia

La biologia del patégeno engloba una serie de interacciones entre planta, patégeno y condiciones
medioambientales (Rasiukeviciaté et al 2018, pp. 264-270). En cultivos perennes como la fresa (Fragaria
sp), las hojas muertas, flores y frutos momificados contienen porciones de micelio y este a su vez
tiene la capacidad de formar conidios para dar inicio a la infeccion. En el caso de los esclerocios, una
vez que la temperatura alcance los 18 a 23 °C y la humedad sea superior al 70%, estas estructuras se
encuentran listas para liberar y germinar sus esporas (conidios) (Williamson et al. 2007, pp. 261-280).

Los conidios generados a partir de las estructuras descritas anteriormente, siguen un ciclo diurno de
iniciacion, produccion y difusion. La etapa de iniciacion depende de pardmetros como la temperatura
y humedad, una vez que dichos parametros alcancen los valores 6ptimos para el desarrollo del hongo
empieza la etapa de produccion y finalmente una leve caida de la humedad y parcial aumento de
temperatura por las mafianas provoca sequedad y torsion en los conidi6foros lo cual origina la etapa
de difusion de conidios con la ayuda de corrientes de aire o gotas de agua (Williamson et al. 2007, pp. 261-
280).

De acuerdo a Agrios (1995) los conidios liberados caen sobre diversos 6rganos de la planta y empiezan
el proceso de infeccidn. Sin embargo, para que el conidio pueda establecerse con rapidez en los
organos de la planta, estos deben estar susceptibles o presentar heridas.

Posterior al deposito del conidio sobre los drganos de la planta, procede la germinacion, penetracion
e invasion de tejidos, este a vez provoca el colapso de las células infectadas, las cuales se desintegran
y generan un ablandamiento y pudricion del tejido infectado. Finalmente, el hongo esporula sobre el
tejido para producir micelio suficiente para su proxima infeccion (Chen et al., 2018, pp. 33-46) (Figura 3-
1).

1.2.4. Signos y sintomas en la planta infectada

De acuerdo con Koike y Bolda (2016, pp. 1-6), los sintomas gque ocasiona B. cinerea en la planta de fresa
(Fragaria sp) infectada depende del 6rgano afectado y del estado fisioldgico del tejido (Figura 4-1).
En el caso de las hojas, B. cinerea actta de acuerdo al estado de maduracion de las mismas, si se trata
de hojas nuevas el fitopatdgeno tiene la capacidad de infectar, sin embargo, la hoja no muestra signos
de infeccion puesto que el hongo se encuentra inactivo esperando la etapa de maduracion de las hojas
para esporular y cubrir el 6rgano afectado con un manto de conidios, los cuales generan el color gris
caracteristico de infeccion.

En flores infectadas, los pétalos, sépalos y pedunculo se tornan de color café, provocando marchitez

y muerte de la fruta inmadura. No obstante, existen casos donde la flor llega a ser infectada sin
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embargo B. cinerea permanece inactivo hasta que el fruto empieza a desarrollarse para mostrar signos
de pudricion dura, la cual se evidencia por el crecimiento de una mancha color café en el extremo del
receptaculo (Koike y Bolda, 2016: pp. 1-6). Al alcanzar la fruta su grado méaximo de maduracion, esta se
vuelve mayormente susceptible al ataque del hongo por su alto contenido de aztcares, debido a que
B. cinerea toma esos azucares como fuente de carbono, la infeccion de frutos maduros se evidencia
con la presencia de una capa de polvo gris que cubre la fruta (Petrasch et al., 2019: pp. 877-892).

En base a PETRASCH et al., (2019, pp. 877-892), la inactividad de B. cinerea en frutos inmaduros se debe
a la presencia de proantocianinas puesto que no permiten la actividad de enzimas poligalacturonasas

gue son necesarias para invadir al huésped.
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Figura 3-1. Ciclo de vida de B. cinerea.

Fuente: (AGRIOS 1995).
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Figura 4-1. Sintomas ocasionados por B. cinerea en la planta de fresa (Fragaria sp).

Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2021.
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1.2.5. Métodos de control

El objetivo de los métodos de control es proporcionar un producto limpio e inocuo para el
consumidor, mediante actividades de monitoreo constante para controlar a las poblaciones de plagas
o enfermedades en niveles no perjudiciales para la plantacién (Camara de Comercio de Bogoté, 2015: pp. 25-
29).

B. cinerea afecta gravemente la zona area de las plantas de fresa (Fragaria sp), hecho que genera un
impacto negativo en el rendimiento agronémico de las mismas y por ende la economia de los
productores y comerciantes (Sasanuma y Suzuki, 2016: pp. 1730-1736).

Con base en Koike y Bolda (2016, pp 1-6), existen tres métodos para el manejo o control de B.cinerea en

plantaciones de fresa (Fragaria sp):

1.2.5.1. Control quimico

Hace referencia al uso frecuente de productos agroquimicos para el control de enfermedades. Es
necesario recalcar que la planta de fresa (Fragaria sp) se caracteriza por florecer durante un largo
periodo de varios meses, por lo cual sus flores nuevas y recién abiertas se encuentran propensas a
sufrir ataques por B. cinerea. En particular B. cinerea al ser un hongo de fécil propagacion, se
distingue por provocar ataques devastadores en plantaciones enteras si las condiciones ambientales
se lo permiten. Por consiguiente, el agricultor se ha visto en la necesidad de utilizar
indiscriminadamente una serie de productos quimicos que en su momento controlan la enfermedad,

sin embargo, su uso extensivo ha provocado resistencia en B. cinerea (Koike y Bolda, 2016: pp. 1-6).

1.2.5.2. Control cultural

Corresponde a las labores que el agricultor realiza de manera manual en cada cama de produccién
para evitar el ataque de cualquier resto de plaga o enfermedad almacenada en la zona é&rea de la planta.
De acuerdo con Koike y Bolda (2016, pp. 1-6) Y Camara de Comercio de Bogota (2015, p. 26), las labores culturales
mayormente empleadas son: podas de saneamiento para la eliminacion de hojas secas, senescentes y
frutos momificados. Para evitar concentrar la humedad entre plantas se recomienda dejar espacios
considerados entre planta y planta. La seleccion de variedades que no produzcan demasiado follaje.
El empleo de técnicas de riego por goteo para un mejor control del agua. La recoleccion total de frutas

maduras durante la cosecha.
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1.2.5.3. Control biolégico

Es un método que aprovecha los beneficios de organismos antagonistas como agentes de control de
enfermedades. Las bacterias, hongos y levaduras son los microorganismos mas empleados para el
control de enfermedades causadas por agentes patdgenos (Chen et al., 2018: pp. 33-46).

Gran parte de las plagas y organismos fitopatdgenos tienen enemigos naturales que se emplean como
estrategia de disminucion de poblaciones que causan problemas en el sector agricola. El uso de
agentes de control biol6gico provee beneficios ambientales importantes ya que el organismo
antagonista es especifico hacia el patégeno de interés, respetando la microbiota benéfica del suelo y
la fauna Util (Rubio y Ferres, 2005).

En este sentido Nobre et al., (2005, pp. 132-143) Y PINCAY et al., (2021, pp.109-124), mencionan la capacidad
antagonista de hongos del género Clonostachys sp, Alternaria sp, Trichoderma spp como

potenciales antagonistas de B. cinerea.

1.3.  Trichoderma spp

Trichoderma es un hongo saprdéfito oportunista presente en la rizosfera terrestre de bosques o suelos
de uso agricola, se caracteriza por tener amplia gama de adaptabilidad convirtiéndolo en un hongo
cosmopolita, ademés se desarrolla en una variedad de sustratos, siendo apto para un proceso de
produccién masiva, ideal para el uso agricola (Companioni et al., 2019: pp. 237-248).

De acuerdo con Companioni et al., (2019, pp. 237-248) Y Séanchez et al., (2021, pp. 26-42), el género flngico
Trichoderma ha sido estudiado durante mas de 70 afios como una alternativa sostenible para el control
de fitopatdgenos y como agente promotor en el crecimiento de cultivos de importancia agricola, sin
embargo, no fue hasta el siglo XXI donde se empez6 a comercializar formulados flngicos con
especies de Trichoderma para el uso en la agricultura moderna.

Dentro del género Trichoderma existen aproximadamente 30 especies identificadas por su
morfologia, no obstante, con la aplicacion de técnicas moleculares se ha logrado identificar mas de
100 especies de este género (Companioni et al., 2019: pp. 237-248), de las cuales la mayoria de especies
posee caracteristicas antagonicas ante hongos patdgenos del suelo como Sclerotium sp., Verticillium

sp., Phymatotrichopsis omnivora, Botrytis sp y Fusarium sp (Sanchez et al., 2021: pp. 237-248).

1.3.1. Clasificacion taxonémica

SegUn (Companioni et al., 2019: pp. 237-248) Trichoderma se ubica taxonémica en (Tabla 3-1):
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Tabla 3-1: Clasificacién taxonédmica de Trichoderma.

Categoria Taxon
Reino Fungi
Division Mycota
Subdivision Eumycota
Clase Hyphomycetes
Orden Moniliales
Familia Moniliaceae
Genero Trichoderma

Fuente: (COMPANIONI, DOMINGUEZ y GARCIA 2019).

Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2021.

1.3.2. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas

Macroscpicamente Trichoderma spp se caracterizan por tener un crecimiento micelial aterciopelado
cuyo color varia desde el blanco al verde de acuerdo al tiempo de incubacion. La forma de crecimiento
del micelio es también un factor de identificacion ya que existen especies con crecimiento radial como
se aprecia en la (Figura 5-1).

En cuanto a sus caracteristicas microscépicas Trichoderma spp presenta conidi6foros con
ramificaciones denominadas fialides en las cuales se forman los conidios que poseen una pared celular
formada por quitina y glucanos. Los conidios de Trichoderma son de gran importancia para la
identificacion de especies (Infante et al., 2009: pp. 14-21).

Es importante recalcar, que los conidios no son las Unicas formas de reproduccion de este hongo y
esto depende ampliamente de la especie y de las condiciones de humedad y temperatura a las que
Trichoderma esté sometido. De modo que Trichoderma produce tres tipos de propagulos: hifas,
clamidosporas y conidios. Siendo las clamidosporas una estructura de sobrevivencia del hongo ante

condiciones extremas (Infante et al., 2009: pp. 14-21).

17



Figura 5-1. Caracteristicas macroscopicas de Trichoderma sp.

Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2021.

1.3.3. Importancia agricola

América latina ha presentado problemas en los cultivos debido al manejo de sistemas agricolas
ineficientes y la baja disponibilidad de nutrientes en el suelo, hecho que ha provocado el uso
indiscriminado de productos agricolas de origen quimico con el objetivo de incorporar y mejorar la
calidad de sus tierras. Sin embargo, el uso excesivo de estos productos provoca salinidad en el suelo,
lo cual afecta la microbiota y la asimilacion de nutrientes en la planta (Hernandez et al., 2019: pp. 98-112).
Del mismo modo, el uso incontrolado de plaguicidas quimicos empleados para el control de
fitopatdgenos ha provocado resistencia en las plagas, disminucién de la microbiota del suelo y
contaminacién ambiental (Chen et al. 2016: 315-324; citados en Hernandez et al., 2019: pp. 98-112).

Por consiguiente, como una alternativa al uso de productos de origen quimico se sugiere el uso de
agentes de control bioldgico como Trichoderma, conocido por producir hormonas (auxinas y
giberelinas) enzimas, metabolitos secundarios que aportan favorablemente en el crecimiento y
proteccion de la planta ante patdgenos del suelo. Agregando a lo anterior Trichoderma facilita la
captacion de diversas sales y nutrientes a la planta, puesto que este género también produce acidos
organicos (gluconico, fumarico y citrico) los cuales favorecen la solubilidad de nutrientes presentes
en el suelo como fosfatos, magnesio, hierro y manganeso. De igual forma colabora en la degradacién
de compuestos organicos gracias a su produccidn de enzimas (Hernéndez et al., 2019: pp. 98-112).

Por su versatilidad las especies del genero Trichoderma se han posicionado como agentes

contribuyentes de multiples beneficios en el sector agricola (Hernandez et al., 2019: pp. 98-112).
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1.3.4. Mecanismos de accion

Trichoderma es un género reconocido por su gran capacidad de adaptacion y generacion de
metabolitos, como enzimas, compuestos potenciadores de crecimiento vegetal y compuestos
volatiles, los cuales son aprovechados por el hombre en el campo biotecnolégico y ambiental.

Trichoderma posee varios mecanismos de accion para enfrentarse y biorregular el crecimiento de

fitopatdgenos del suelo.

1.3.4.1. Antibiosis

Mecanismo por el cual se produce la inhibicion del crecimiento de patdgenos gracias a la produccion
de metabolitos tdxicos generados por las reacciones bioquimicas del metabolismo celular de
Trichoderma. Segln Dennis y Webster, (1971); citado por Martinez et al., (2017), determinaron que especies
del género Trichoderma producen micotoxinas como: gliotoxina, viridina, trichodermina,
suzukacilina, alameticina, dermadina, trichotecenos y trichorzianina.

El género Trichoderma no solo genera diversos antibiéticos, también produce metabolitos

secundarios volatiles y no volatiles que inhiben el crecimiento microbiano sin existir contacto fisico
(Martinez et al. 2017: pp. 9-14).

1.3.4.2. Competencia por espacio y nutrientes.

Infante et al., (2009, pp. 14-21) establece que Trichoderma al ser un hongo con alta plasticidad ecoldgica,
hace que este sea un microorganismo ampliamente distribuido en diferentes sustratos. Trichoderma
spp estan biolégicamente preparados para adaptarse y colonizar con rapidez el sustrato en condiciones
adversas.

Gracias a la riqueza enzimatica que posee este género de hongos, tienen la capacidad de competir con
otros organismos por nutrientes como nitrégeno, almidon, celulosa, quitina y microelementos, los
cuales son importantes en el desarrollo del hongo (Martinez et al. 2017: pp. 9-14). . Por otro lado, la
competencia por espacio depende ampliamente de la microbiota presente en el suelo, si el suelo se
encuentra invadido por fitopatdgenos, Trichoderma activa diversos mecanismos de accién con el fin

de apropiarse y desarrollarse en determinado espacio (Infante et al. 2009: pp. 14-21).
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1.3.4.3. Micoparasitismo

Es un mecanismo donde se genera una interaccion biolégica denominada simbiosis antagénica entre
dos hongos, en la cual Trichoderma se alimenta del fitopatdgeno (Martinez et al. 2017: pp. 9-14). De
acuerdo con CHET Y BENHAMOU (1998) citado por Infante et al., (2009, pp. 14-21), el micoparasitismo se
produce mediante cuatro etapas:

La primera etapa llamada etapa de crecimiento quimiotréfico, en donde Trichoderma localiza a su
futuro hospedante y sus hifas empiezan a crecer en direccion al patégeno.

La segunda etapa es de reconocimiento, siendo esta solamente para patdgenos especificos, de ser el
caso el reconocimiento se realiza por interacciones lectinas-carbohidratos.

La tercera etapa es de adhesion y enrollamiento, si la etapa de reconocimiento fue positiva, las hifas
de Trichoderma utilizan unas estructuras en forma de gancho para adherirse y a la vez enrollarse a
las hifas del patdgeno. Es importante recalcar que el enrollamiento es posible debido a la presencia
de un azucar en la pared de Trichoderma y una lectina localizada en la pared del patégeno.

La cuarta y Gltima etapa es la actividad litica, aqui Trichoderma secreta enzimas proteasas, quitinasas
y glucanasas, las cuales hidrolizan la pared celular del patégeno permitiendo la penetracion de las
hifas de Trichoderma y estas a su vez absorben los nutrientes del patdgeno. Finalmente, esta etapa

termina con la pérdida del contenido citoplasmatico del patégeno hospedante.
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Hipdtesis y especificacion de las variables

2.1.1. Hipotesis

El uso de Trichoderma sp como agente biocontrolador provocara mayor inhibicién de Botrytis

cinerea en plantas de fresa (Fragaria sp) en comparacion al tratamiento quimico aplicado.

2.1.2. Variables

2.1.2.1. Variable independiente

Tipo de solucion.

2.1.2.2. Variable dependiente

Severidad de la enfermedad.

2.2.  Tipoy disefio de la investigacién

2.2.1. Por el tipo de investigacion

El presente trabajo fue disefiado bajo un enfoque mixto: cualitativo porque se realizd inspecciones
sensoriales para determinar la presencia del fitopatdgeno y cuantitativo porque se contabilizd la
incidencia de B. cinerea en plantas de fresa (Fragaria sp).

A su vez el trabajo conllevd a ser una investigacion con objetivo aplicativo y alcance de tipo
explicativo puesto que, se pretende encontrar la concentracion a la cual Trichoderma sp resultara
eficaz en la inhibicion de B. cinerea presente en las plantas de fresa (Fragaria sp) sometidas a
experimentacion.

En cuanto a la manipulacion de variables mantuvo un disefio experimental ya que, se utiliz6 como

variable independiente; el tipo de solucion (quimica y bioldgica) que incidira sobre la severidad de la
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enfermedad en las unidades experimentales. También se considerd una investigacién longitudinal o
evolutiva de tendencia porque en la investigacion se analizé los cambios notables en las unidades

experimentales a traves del tiempo.

2.2.2. Por el disefio de la investigacion

El presente proyecto recae en un disefio experimental con post prueba y grupo control, puesto que se
pretende estudiar el impacto de los tratamientos y/o los procesos de cambio en situaciones donde los

sujetos o unidades de observacion han sido asignados de acuerdo a un criterio aleatorio (Fernandez et al.
2014: pp. 756.771).
El disefio experimental consto de cinco tratamientos con tres repeticiones, obteniendo un total de 15

unidades experimentales. T1: tratamiento bioldgico (ingrediente activo Trichoderma sp) al 50% de
la dosis recomendada por el producto TRIKOFUN; T2: tratamiento biol6gico (ingrediente activo
Trichoderma sp) al 100% de la dosis recomendada por el producto TRIKOFUN; T3: tratamiento
biolégico (ingrediente activo Trichoderma sp) al 150% de la dosis recomendada por el producto
TRIKOFUN; T4: tratamiento quimico comercial skipper (ingrediente activo Iprodione); T5:
tratamiento testigo o control.

Para el andlisis estadistico se realizé un disefio de bloques completamente al azar, para la comparacion
entre los tratamientos bioldgicos y el tratamiento quimico con respecto al testigo referencial fue
necesario una prueba ANOVA con el fin de establecer las diferencias entre los tratamientos. Para la

separacion de medias se realiz6 la prueba de Duncan al 5%.

2.3.  Lugar de la investigacion

El desarrollo del presente proyecto de investigacion se llevé a cabo de manera in vitro en las
instalaciones del Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo, ubicada en la Panamericana Sur km 1 1/2, Riobamba; mientras que la
fase experimental de campo se realiz6 en la plantacion de fresa (Fragaria sp) ubicada en la parroquia
Valparaiso perteneciente a la provincia de Chimborazo, cantén Guano, con coordenadas geogréficas
UTM WGS 84 178; latitud S01°34°11.2” y longitud W078°36°04.2” a una altura de 3382 m.s.n.m.

2.4. Unidad de andlisis

Muestras de fresas (Fragaria sp) contaminadas por B. cinerea recolectadas en la plantacion de fresa
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ubicada en la parroquia Valparaiso, canton Guano y plantas de fresa de variedad albién ubicadas en

las cinco primeras camas elevadas pertenecientes a la plantacion ya mencionada.

2.5. Poblacion de estudio

La poblacion de estudio esta representada por una poblacion finita (plantacién de fresa), constituida

por 3000 plantas en etapa de produccién, en una extension aproximada de 1000 m2.

2.6.  Etapasde la investigacion

2.6.1. Ensayo en laboratorio

2.6.1.1. Aislamiento de B. cinerea

Para el aislamiento de B. cinerea, se recolectaron frutos de fresa (Fragaria sp) con presencia de moho
gris, estos fueron almacenados en fundas herméticas para su posterior traslado al Laboratorio de
Biotecnologia de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

En laboratorio, B. cinerea fue aislado a partir de la esporulacién grisacea que presentaban los frutos
de fresa (Fragaria sp). Para la siembra por triplicado se empled la técnica por contacto en placas Petri
con agar PDA, las cuales se incubaron a una temperatura de 25 °C por un periodo de siete dias hasta

presenciar la formacion de colonias fungicas.

2.6.1.2. Identificacion taxondmica de B. cinerea y Trichoderma sp

Para la identificacion taxonémica se empled la técnica de tincioén con azul de lactofenol. Para lo cual
se sacO improntas flngicas con la ayuda de un segmento de cinta transparente que fue colocado sobre
el micelio de la caja seleccionada, y posteriormente depositado sobre un porta objetos previamente
colocado una gota del colorante azul de lactofenol. Para llevar a cabo la observacion se utiliz6 un
microscopio OLYMPUS con amplificacion 100X (Lépez et al. 2014).

Para el andlisis macroscépico se consider6 aspecto y color de la colonia fungica; mientras que para
el analisis microscdpico se tomd en cuenta caracteristicas como apariencia, forma, conidiéforos y

conidios.
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2.6.1.3. Formacion de cultivos puros de Trichoderma sp

Los aislados de Trichoderma sp pertenecen a la coleccion del laboratorio de biotecnologia
Agromikroben de la ciudad de Riobamba. Estos se sembraron por triplicado en medio de cultivo PDA
a una temperatura de 25 °C por un periodo de siete dias. Los aislados de Trichoderma sp fueron

purificados mediante siembras sucesivas empleando la técnica de puncion.
2.6.1.4. Evaluacion de capacidad antagonista en pruebas in vitro

De acuerdo con Pincay etal. (2021, pp. 109-124) la evaluacion de la capacidad antag6nica in vitro se
efectud mediante la técnica de cultivos duales, para lo cual se coloc6 en un extremo de la caja un
disco de 5 mm con micelio de B. cinerea y al otro extremo de la caja se coloco un disco de las mismas
medidas con micelio de Trichoderma sp. Cabe recalcar que este procedimiento se llevé a cabo por
duplicado en medio de cultico PDA a una temperatura de 25 °C y se realizaron mediciones diarias del
crecimiento radial por un periodo de 7 dias.

Ademas, se realizo cultivos control de Trichoderma sp y B. cinerea, para ello se colocd un disco de
5 mm con micelio de B. cinerea en una caja Petri con medio de cultivo PDA, de la misma manera se
procedio con el disco con micelio de Trichoderma sp. Los cultivos control se incubaron en las mismas
condiciones de los cultivos duales.

Para evaluar la capacidad antagonica se consider6 la Escala de Bell (1982) la cual consta de cinco
grados o niveles: 1) El antagonista cubre completamente la placa de agar de tal forma que cubre la
colonia del patogeno; Il) El antagonista llega a cubrir mas o menos las dos terceras partes de la placa
de agar; I11) El antagonista y el patdgeno llegan a cubrir cada uno la mitad de la placa de agar; 1V) El
patdgeno llega a cubrir mas 0 menos las dos terceras partes de la placa de agar; V) El patgeno llega
a cubrir completamente la placa de agar de tal forma que cubre la colonia del antagonista (Pincay et al.
2021, pp. 109-124).

En cuanto a la evaluacion del efecto antibi6tico del antagonista se empled la formula del porcentaje

de inhibicién del crecimiento (PIC) a los siete dias, propuesta por Skidmore y Dickinson (1976, pp. 57-64):

(€, - Cy)
PIC = [T x100

Ecuacion 1: Formula de Skidmore y Diskinson

Donde C,; representa el crecimiento radial del cultivo control de B. cinerea y C, representa el
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crecimiento radial de B. cinerea en el cultivo dual.

2.6.1.5. Masificacion de Trichoderma sp en arroz

El procedimiento se realizé de acuerdo a la metodologia propuesta por (Troya y Vaca, 2014, p. 1). Para la
masificacion se empez6 con la siembra de Trichoderma sp en matrices o botellas de vidrio, como
sustrato se utilizé arroz pre cocido durante cinco minutos, este a vez fue distribuido en las botellas
para pasar por un proceso de esterilizacion en autoclave. Una vez frio el sustrato, dentro de una
camara de flujo la inoculacion de Trichoderma sp se realizd con la técnica de siembra por parches, el
cual consiste en realizar cortes del medio de cultivo con micelio de Trichoderma sp para colocarlo
dentro de las botellas. Una vez inoculadas, las matrices se incubaron en total oscuridad durante un
periodo de tres dias a una temperatura de 25 °C, posteriormente se cambi6 la ubicacion de las matrices
a un lugar con buena iluminacion durante un periodo de quince dias a temperatura ambiente.
Posterior a ello se realizo6 la siembra de Trichoderma sp en fundas de produccién, donde se siguié el
mismo procedimiento de las matrices hasta antes de la inoculacion del microorganismo, para esta
etapa se empled 200 ml de agua destilada estéril y una matriz totalmente colonizada para la extraccion
de conidios. Para la inoculacion se tom6 5 ml de la solucién de la matriz y se deposit6 en las fundas
de polipropileno. La etapa de incubacion se realiz6 en las mismas condiciones de las matrices.

Al pasar un periodo de quince dias de incubacién, las fundas de produccidn se encontraron listas para

la cosecha de conidios de Trichoderma sp.

2.6.2. Ensayo en campo

2.6.2.1. Preparacion de in6culos de Trichoderma sp (tratamiento biol6gico)

Las bolsas de produccion de Trichoderma sp fueron utilizadas para preparar suspensiones con
concentraciones de 1,25 X 107, 2,5 X 10° y 3,75 X 10° conidios por mililitro. Para la preparacion de
indculos fue importante realizar el conteo de conidios por mililitro de solucién, empleando una
camara de Neubauer. Para la cosecha de conidias de Trichoderma sp se coloca el peso estimado de
sustrato de las fundas de produccién en un Erlenmeyer de 500 ml con 100 ml de agua estéril, para
agitar constantemente hasta retirar todas las conidias que recubren cada grano de arroz, finalmente se

aford para conseguir la concentracion de esporas adecuada.
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2.6.2.2. Distribucion de los tratamientos en campo

En la (Figura 1-2) se muestra la distribucion de los tratamientos y especificacion de las medidas de
largo de cada tratamiento y repeticidn, separacion entre repeticiones y ancho de cama. En la (Tabla
4-2) se reporta el nimero de plantas empleadas en cada tratamiento y repeticion; ademas se encuentra

el nimero total de plantas en cada tratamiento.

4 m 4 m 4m
‘ ‘ ‘

Tl Tl Tl

R1 2 R3 I 1m
T2 T2 T2

Rl R2 E3

T3 T3 T3

El E2 E3

T5 T5 T3

Rl B2 R3

T4 T4 T4

El R2 E3

S0 cm S0 cm

Figura 1-2. Distribucion de tratamientos en plantacion.

Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2021.

2.6.2.3. Aplicacion tratamiento biolégico

Las pruebas de campo se realizaron en la plantacion de fresa (Fragaria sp) ubicada en la parroquia
Valparaiso, donde se escogieron tres camas de produccion para la aplicacion del tratamiento bioldgico
a diversas concentraciones. Se tom6 como referencia la dosis recomendada por la casa productora
AGROMIKROBEN siendo esta 2,5 X 10° conidios por mililitro, llegando a representar el 100 % de
la dosis. A partir de la dosis recomendada se prepard una dosis menor y mayor a la recomendada,
siendo la dosis menor 1,25 X 10° conidios por mililitro, llegando a representar el 50 % de la dosis y
la dosis mayor 3,75 X 10° conidios por mililitro llegando a representar el 150 % de la dosis.

Tomando en cuenta lo anterior, las tres camas de produccién se rotularon como tratamiento uno, dos
y tres respectivamente, en el tratamiento uno se aplico la dosis menor a la recomendada, en el
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tratamiento dos se aplicé la dosis recomendada y finalmente en el tratamiento tres se aplico la dosis
mayor a la recomendada. Los tratamientos se aplicaron por aspersion directa al follaje de la planta
con la ayuda de una bomba manual. Se realiz6 un total de tres aplicaciones por tratamiento en
intervalos de 15 dias.

Se realizo el seguimiento o control a la aparicion de sintomas como presencia de micelio y pudricion

en frutos cada ocho dias durante cinco semanas de experimentacion.

Tabla 1-2: Datos iniciales de las camas de produccién empleadas.

DENOMINACION CANTIDAD PLANTAS
T1R1 22
T1R2 20
T1R3 14

TOTAL 56
T2R1 22
T2R2 23
T2R3 19

TOTAL 64
T3R1 24
T3R2 22
T3R3 17

TOTAL 63
T4R1 31
T4R2 29
T4R3 29

TOTAL 89
TS5R1 23
T5R2 23
T5R3 22

TOTAL 68

Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2021.

2.6.2.4. Aplicacion de tratamiento quimico

Para la aplicacion del tratamiento quimico se escogié una cama de produccién a la cual se rotuld
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como tratamiento cuatro. El producto quimico utilizado fue “skipper” que tiene como ingrediente
activo Iprodione. Los tratamientos se aplicaron por aspersion directa al follaje de la planta con la
ayuda de una bomba manual. La dosis de aplicacion fue la recomendada por la casa comercial y se
realizé un total de dos aplicaciones con intervalos de ocho dias.

El seguimiento o control a la aparicion de sintomas como presencia de micelio y pudricion en frutos

se registrd cada ocho dias durante cinco semanas de experimentacion.
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CAPITULO 11l

3. MARCO DE RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1. Diagnostico del estado de la plantacion previo a la fase de experimentacion

Al realizar la primera visita a la plantacion se hizo una valoracion visual del estado en el que se
encontraban las plantas de fresa (Fragaria sp), de las cuales se evidencio que parte del follaje
mantenia una coloracion café rojiza; se encontrd frutos momificados producto de un anterior ataque
de B. cinerea y ademas de ello se ubic6 frutos maduros e inmaduros con sintomas de la enfermedad
ya sea con el inicio de una mancha café naciente del sépalo o presencia de moho gris cubriendo parcial

o totalmente el fruto (Figura 1-3).

Figura 1-3. Sintomas de B. cinerea en plantas de fresa. Follaje con coloracion rojiza a). Fruto
momificado posterior a un ataque de B. cinerea b). Fruto infestado de conidias de B. cinerea

C).

Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2022.

3.2. Identificacion taxonomica In vitro

La morfologia del patdgeno y su antagonista se observo con la ayuda de un microscopio optico, el
cual permitid la identificacion de B. cinerea y Trichoderma sp, posterior a un proceso de aislamiento
y purificacién.

3.2.1. Identificacion taxonémica de B. cinerea

En la (Tabla 1-3) se reporta las caracteristicas observadas de acuerdo a la (Figura 2-3) en la cual se

muestra las diferentes vistas del patégeno B. cinerea.
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Figura 2-3. Vistas macroscOpica y microscopica de B. cinerea. Vista

macroscoépica a). Vista microscopica b).

Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2022.

Tabla 1-3: Caracteristicas macro y microscépicas de B. cinerea.

Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas microscdpicas
Micelio Algodonoso. Conidioforo Largo y ramificado.
Coloracion | Gris. Conidios Redondeados.
Esclerocios | Negros y aplanados. Pigmentacion | Gris o incolora.

B.cinerea presenta conidioforos rodeados de abundantes conidios, dando la apariencia a un

racimo de uvas.

Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2022.

3.2.2. ldentificacion taxonémica de Trichoderma sp

En la (Tabla 2-3) se reporta las caracteristicas observadas de acuerdo a la (Figura 3-3) en la cual se
muestra las diferentes vistas del patégeno B. cinerea.
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Figura 3-3. Vistas macroscopica y microscopica de Trichoderma sp.
Vista macroscopica a). Vista microscopica b).

Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2022.
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Tabla 2-3: Caracteristicas macro y microscépicas de Trichoderma sp.

Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas microscopicas
Micelio Velutinoso o aterciopelado. Conidiéforo De forma piramidal.
Coloracion | Verde. Filiades Ramificados.
Crecimiento | Circular. Conidios Redondeados.
Elevacion Plana y extendida.

Trichoderma sp presenta conidiéforos conformados por fialides ramificados en cuyos extremos

se encuentran conidios redondeados. Todas estas estructuras dan una apariencia piramidal.

Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2022.

Las observaciones realizadas con la técnica de tincion con azul de lactofenol permitieron visualizar
las estructuras propias de B. cinerea dando la apariencia de un racimo de uvas; mientras que en
Trichoderma sp se logré visualizar las estructuras basicas de este género, las cuales se apreciaron
como una pirdmide, caracteristicas morfoldgicas que concuerdan con la descripcion realizada por
Agrios (1995), Gofias et al (2017) y Matute (2019).

3.3. Pruebas de antagonismo

3.3.1. Porcentaje de Inhibicion de Crecimiento (PIC)

Con el fin de comprobar el potencial antagénico por antibiosis de la cepa de trabajo de Trichoderma
sp por medio del porcentaje de inhibicion del crecimiento (PIC) se realizaron cultivos duales por
duplicado, estos fueron entre B. cinerea y Trichoderma sp. Los resultados de esta prueba se presentan
en la (Tabla 3-3) en la cual se registrd los valores PIC de una semana de evaluacion. La media de los

valores PIC del séptimo dia de evaluacion se muestra en la (Tabla 4 — 3).

Tabla 3-3: Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de B. cinerea evaluados en cultivo
dual.

Inhibicion del crecimiento radial (%) dias
Enfrentamiento Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7

Trichoderma sp vs B. cinerea R1 | 66,67 | 69,77 | 67,31 | 71,67 | 75,71 | 77,14 | 77,14

Trichoderma sp vs B. cinerea R2 | 63,33 | 67,44 | 69,23 | 73,33 | 77,14 | 78,57 | 78,57

Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2022.
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PORCENTAJE DE INHIBICION EN LOS ENFRENTAMIENTOS
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Gréfico 1-3. Inhibicion de crecimiento radial de B. cinerea en pruebas In vitro.

Realizado por: Carrera P., Angélica B. 2022.

Tabla 4-3: Porcentaje de inhibicion de la cepa Trichoderma sp.

Resultados porcentaje de inhibicion de Trichoderma sp

Repeticion % Inhibicion Promedio (%)
1 77,14
77,86
2 78,57

Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2022.
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PORCENTAJE DE INHICIBICION DE Trichoderma sp

Gréfico 2-3. Porcentaje de inhibicion de Trichoderma sp.

Realizado por: Carrera P., Angélica B. 2022.
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Con respecto al analisis del crecimiento radial del antagonista se observd notablemente que
Trichoderma sp no permiti6 el crecimiento de B. cinerea, esto debido a la accion antibiética del
antagonista. De acuerdo a Dennis y Webster (1971, pp. 41-48) Y Schirmbock et al. (1994, pp. 4364-4370) las
especies del género Trichoderma generan micotoxinas como gliotoxina, viridina, trichodermina,
suzukacilina, alameticina, dermadina, trichotecenos y trichorzianina, las cuales provocan un efecto
inhibitorio de la germinacion de esporas y elongacion de hifas en B. cinerea. Los resultados de este
estudio mostraron la misma tendencia que los obtenidos por Pincay et al. (2021, pp. 109-124) y Marin et al.
(2017, pp. 7-18) en sus estudios “EVALUACION IN VITRO DEL POTENCIAL ANTAGONISTA DE
Trichoderma sp. Y HONGOS ENDOFITOS DE MORA (Rubus glaucus Benth) PARA EL
CONTROL DE Botrytis cinerea” y “EVALUACION DE HONGOS ANTAGONISTAS DE Botrytis

cinerea PERS., EN PLANTACIONES DE MORA, COSTA RICA”, quienes obtuvieron resultados
de PIC de 75,1 % y 70,0 % respectivamente a los 7 dias de evaluacion.

3.3.2.  Ubicacion de Trichoderma sp en Escala de Bell

Posterior a una evaluacién de crecimiento micelial durante un periodo de siete dias, la cepa de trabajo
Trichoderma sp utilizada en los cultivos duales por duplicado corresponde a una categoria de clase 1l
de acuerdo a la escala de antagonismo de Bell (Tabla 5-3), puesto que el antagonista crece en al
menos las dos terceras partes del medio de cultivo (Figura 4-3), lo cual califica como muy eficiente

en cuanto a capacidad de competencia frente a B. cinerea (Marin et al. 2017: pp. 7-18).

Tabla 5-3: Categorias de competencia en base a la escala de Bell.

Repeticion Microorganismo | Clase

1 Trichoderma sp I

2 Trichoderma sp I

Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2022.

Los resultados obtenidos en el presente proyecto de investigacion son similares a los de Pincay et al.,
(2021, pp. 109-124); Marin et al., (2017, pp. 7-18) y Goflas et al., (2017, p. 22). El estudio realizado por Pincay y
sus colaboradores ubica al antagonista Trichoderma spp en una categoria de clase | en la escala de
Bell; por su parte la investigacion realizada por Marin y sus colaboradores obtuvo nueve aislamientos
de Trichoderma spp de los cuales dos fueron ubicados en categoria de clase I, cinco en categoria de
clase 1l y dos en categoria de clase IlI; un resultado similar es el obtenido por Gofias y sus

colaboradores, donde emplearon varias especies del género Trichoderma (T. harzianum, T. viride, T.
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asperelumy T. lignorum) como controladores bioldgicos de B. cinerea, ubicando a las cuatro especies
de Trichoderma en una categoria de clase Il. Es importante sefialar que en la investigacion realizada
por PINCAY et al. (2021, pp. 109-124) la evaluacién del grado de antagonismo fue realizado a los 12 dias
de incubacién, por lo cual es posible que Trichoderma tenga mayor efectividad en periodos de tiempo

prolongados.

|  Antagonista Patégeno Antagonista Patégeno
\ ' Trichoderma sp B. cinerea Trichoderma sp B. cinerea

Figura 4-3. Vista posterior de cultivo dual. Vista posterior de cultivo dual Rep. 1 a).
Vista posterior de cultivo dual Rep. 2 b).

Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2022.

Antagonista

i Antagonista
B cinerea Trichoderma sp g

B. cinerea Trichoderma sp

Figura 5-3. Vista frontal de cultivo dual. Vista frontal de cultivo dual Rep. 1 a). Vista
frontal de cultivo dual Rep. 2 b).

Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2022.

3.4. Ensayo en campo
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34.1.

Porcentaje de severidad de la enfermedad

En la (Tabla 6-3) se muestra el porcentaje de severidad de la enfermedad en frutos durante un periodo

de cinco semanas, posterior a la aplicacion de los tratamientos empleados.

Tabla 6-3: Porcentaje de severidad de la enfermedad evaluados en frutos durante periodos de
8, 16, 24, 32 y 40 dias.

Severidad de la enfermedad (%) dias

Tratamientos 8 dias 16 dias 24 dias 32 dias 40 dias
TiR1 4,54 4,54 4,54 0,00 0,00
T1R2 5,00 5,00 5,00 0,00 0,00
T1R3 0,00 7,14 0,00 0,00 0,00
T2R1 0,00 0,00 4,54 0,00 0,00
T2R2 4,34 4,34 4,34 0,00 0,00
T2R3 5,26 5,26 5,26 0,00 0,00
T3R1 4,17 4,17 0,00 0,00 8,33
T3R2 0,00 0,00 9,09 0,00 4,54
T3R3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
T4R1 3,23 3,23 0,00 3,23 0,00
T4R2 6,90 6,90 3,45 6,90 0,00
T4R3 0,00 10,34 0,00 0,00 6,90
T5R1 4,34 4,34 0,00 0,00 4,34
T5R2 0,00 8,70 4,34 4,34 8,70
T5R3 4,54 22,73 13,64 4,54 22,73

Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2022.
3.4.2. Porcentaje de severidad a los ocho dias
Tabla 7-3: Anélisis de Varianza para porcentaje de severidad a los 8 dias.
Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado
variacion libertad cuadrados medio F- caleulado
Repeticiones 2 5.56 2.782 0.30 n.s
Tratamientos 4 7.95 1.986 0.21nss
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Error

8

74.09

9.261

TOTAL

14

87.59

Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2022.

Media general: 2.821%
n.s No significativo

En la (Tabla 7-3) se presenta los datos para el porcentaje de severidad de la enfermedad a los ocho
dias, dando una media general de 2.821%, determinandose que no existen diferencias significativas
para los tratamientos; ya que el porcentaje de frutos infectados posterior a la primera aplicacién de
los tratamientos bioldgico y quimico es similar al tratamiento testigo; sin embargo en la (Tabla 6-3)
se reporta que T4 (Iprodione) alcanzd los mayores porcentajes de enfermedad incluso llegando a
superar a T5 (Testigo). Tras la primera aplicacion de los tratamientos bioldgicos se noté un cambio
en la coloracidn del follaje (Figura 6-3); mientras que en las plantas expuestas al tratamiento quimico

T4 se observod que el follaje tomo un color verde-amarillento el cual evidencio las manchas que

poseian las hojas (Figura 7-3).

Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2022.
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Figura 6-3. Estado de las plantas antes y posterior a la aplicacion de T3. Planta de fresa
previo a la aplicacion de tratamiento bioldgico T3 a). Planta de fresa posterior
a la aplicacion de tratamiento bioldgico T3 b).




Figura 7-3. Estado de las plantas antes y posterior a la aplicacion de T4. Planta de fresa previo
a la aplicacidn de tratamiento quimico T4 a). Planta de fresa posterior a la aplicacion de

tratamiento quimico T4 b).
Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2022.

3.4.3. Porcentaje de severidad a los 16 dias

Tabla 8-3: Andlisis de Varianza para porcentaje de severidad a los 16 dias.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado
F- calculado
variacion libertad cuadrados medio
Repeticiones 2 89.90 44951 2.38n.s
Tratamientos 4 194.42 48.604 2.57n.s
Error 8 151.29 125.989
TOTAL 14 435.61

Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2022.

Media general: 5,779%

n.s: No significativo.

De acuerdo al analisis de varianza para la variable severidad de la enfermedad a los 16 dias (Tabla 8-
3), se determind que no existen diferencias significativas entre los tratamientos, presentando una
media general de 5,779%; a pesar de ello, en la tabla 5-4 se observa que T5 (Testigo) presenta los
mayores porcentajes de severidad de la enfermedad, seguido por T4 (Iprodione); y con menores pero
similares porcentajes severidad se encuentran los tratamientos biolégicos T1, T2 y T3; sin embargo
las plantas que fueron sometidas a tratamientos cuyo ingrediente activo fue Trichoderma sp

mostraron cambios notorios en la coloracién del follaje.
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Figura 8-3. Estado de las plantas antes y posterior a la aplicacién de T1. Planta de fresa previo a la
aplicaciéon de tratamiento biolégico T1 a). Planta de fresa posterior a la aplicacion de

tratamiento bioldgico T1 b).
Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2022.

3.4.4. Porcentaje de severidad a los 24 dias

Tabla 9-3: Andlisis de Varianza para porcentaje de severidad a los 24 dias.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado
o ) ) F- calculado
variacion libertad cuadrados medio
Repeticiones 2 29.59 14.793 0.81n.s
Tratamientos 4 40.41 10.103 0.55n.s
Error 8 146.30 18.288
TOTAL 14 216.30

Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2022.

Media general: 3,613%

n.s: No significativo

La severidad de la enfermedad a los 24 dias de evaluacion disminuyo notablemente; sin embargo, en
el andlisis de varianza reportado en la (Tabla 9-3) se determiné que no existen diferencias
significativas entre los tratamientos, siendo su media general de 3,613%; no obstante, en la (Tabla 6-
3) se reporta que T5 presenta el mayor porcentaje de severidad de la enfermedad, seguido por los
tratamientos bioldgicos T1, T2 y T3; sin embargo, es importante recalcar que T4 obtiene porcentajes
de severidad bajos con respecto a los demaés tratamientos.

Por otra parte, las plantas que fueron sometidas a una segunda aplicacion de los tratamientos cuyo
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ingrediente activo fue Trichoderma sp (T1, T2y T3), mostraron cambios notorios en el follaje, puesto
que las mismas mostraron mayor vigorosidad al presentar aumento en el tamafio y nimero de hojas

(Figura 9-3).

Figura 9-3. Estado de las plantas previo y posterior a la aplicacion de T3 y T2. Planta de fresa
previo a la aplicacién de tratamiento biologico T3 y T2 a). Planta de fresa posterior a la
aplicacion de tratamiento bioldgico T3y T2 b).

Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2022.

3.4.5. Porcentaje de severidad a los 32 dias

Tabla 10-3: Analisis de Varianza para porcentaje de severidad a los 32 dias.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado
L ) ] F- calculado
variacion libertad cuadrados medio
Repeticiones 2 7.38 3.692 1ns
Tratamientos 4 36.40 9.1 2.46n.s
Error 8 29.62 3.702
TOTAL 14 73.40

Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2022.
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Media general: 1.267%
n.s: No significativo

De acuerdo con el andlisis de varianza para la variable porcentaje de severidad de la enfermedad a
los 32 dias (Tabla 10-3), se determind que no existen diferencias significativas entre los tratamientos,
obteniendo como media general 1.267%; sin embargo como se muestra en la (Tabla 6-3), las unidades
experimentales que fueron aplicados tratamientos biolégicos presentaron valores de severidad de la
enfermedad del 0% y siendo el T4 el tratamiento con mayor porcentaje de severidad, superando
incluso al tratamiento testigo.

Para las plantas cuyos frutos presentaron sintomas de la enfermedad mostrando la presencia de
micelio gris, y posterior aplicacion a la segunda dosis de tratamientos bioldgicos (T1, T2 y T3) se
evidencio una baja esporulacion del hongo B.cinerea en la fruta notdndose la nula o escasa
esporulacion de B. cinerea (Figura 10-3); al contrario de las frutas con sintomas de la enfermedad

pertenecientes al Tratamiento testigo (T5) se observo la constante esporulacién del hongo, notandose

a los 32 dias de evaluacion una fruta cubierta en su totalidad de micelio de B.cinerea (Figura 11-3).

Figura 10-3. Frutos con sintomas de la enfermedad pertenecientes a T2. Frutos pertenecientes a T2

a los ocho dias de evaluacién a). Frutos pertenecientes a T2 a los 32 dias de evaluacién b).
Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2022.

Figura 11-3. Frutos con sintomas de la enfermedad pertenecientes a T5. Fruto perteneciente a T5 a

los ocho dias de evaluacion a). Fruto perteneciente a T5 a los 32 dias de evaluacion b).
Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2022.
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3.4.6. Porcentaje de severidad a los 40 dias

Tabla 11-3: Analisis de Varianza para porcentaje de severidad a los 40 dias.

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado
L ) ] F- calculado
variacion libertad cuadrados medio
Repeticiones 2 64.19 32.093 1.25
Tratamientos 4 260.36 65,09 2.53 **
Error 8 205.47 25.684
TOTAL 14 530.01

Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2022.

Media general: 4.053%

** Diferencias altamente significativas

A los 40 dias de evaluacion el andlisis de varianza para porcentaje de severidad (Tabla 11-3) reporta
que existen diferencias altamente significativas entre los tratamientos siendo su medio general
4.053%, por lo que se realiz6 una prueba de Duncan al 5% (Tabla 12-3), puesto que el tratamiento
bioldgico T1 conserva una tendencia del 0% de severidad de la enfermedad; mientras que los
tratamientos biol6gicos T2 y T3 denotan un aumento en el nimero de frutos enfermos, sin embargo,
dicho valor difiere significativamente al porcentaje obtenido en el tratamiento testigo, lo que
demuestra que a los 40 dias de evaluacion Trichoderma sp protege a la planta contra el ataque de B.
cinerea.

En cuanto a los beneficios que aportan los tratamientos biol6gicos cuyo ingrediente activo fue
Trichoderma sp a los 40 dias de evaluacion las plantas presentan un sistema radicular vigoroso y de
mayor tamafio; por el contrario, las plantas sometidas a tratamiento quimico (T4) y tratamiento testigo

(T5) mantuvieron un sistema radicular de menor tamarfio (Figura 12-3).
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Figura 12-3. Tamafio de raiz posterior a la aplicacion de tratamientos bioldgicos, quimico y testigo.
Raiz perteneciente a planta de tratamiento biol6gico T3 a). Raiz perteneciente a planta de

tratamiento testigo T5 b). Raiz de planta perteneciente a tratamiento quimico T4 c).
Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2022.

Tabla 12-3: Prueba de Duncan al 5% para el porcentaje de severidad a los 40 dias.

Caddigo Media (%) Rango
T5 11.921 A
T3 4.290 A B
T4 2.300 A B
T2 1.753 A B
T1 0.00 B

Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2022.

42



— wh b
g W N O @

Promedio de (%) de severidad

AB
AB
e +
T1 T2 T3
Tratamiento

o

AB
T4 T
Gréfico 3-3. Porcentaje de severidad de la enfermedad B. cinerea bajo diferentes
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Realizado por: Carrera Parra, Angélica, 2022.

En la (Gréfico 3-3) se observa la existencia de 3 rangos, en donde las medias seguidas de la misma
letra no difieren estadisticamente; A se muestra como el peor tratamiento para el control de B. cinerea,
ubicandose en este rango a T5 (tratamiento testigo). Los tratamientos AB se muestran como los menos
efectivos, ubicandose en este rango a T3, T4 y T2 los cuales no difieren estadisticamente. El
tratamiento B correspondiente a T1 demuestra ser el mejor para el control de B. cinerea, puesto que
obtuvo una media del 0%, atribuyendo a lo anterior la mejora notable del follaje de las plantas, el
control de la esporulacién de B. cinerea y la proteccion en raices.

Los resultados de severidad de la enfermedad de la presente investigacidn se apoyan en los trabajos
de Gaitan et al (2014, pp. 44-56), en donde se emplea similares tratamientos para el control de B. cinerea
en plantas de fresa (Fragaria sp), reportando un 60% de severidad de la enfermedad en el tratamiento
testigo, seguido por un 46,66% de severidad perteneciente al tratamiento quimico cuyo ingrediente
activo es Iprodione, mientras que, en los tratamientos con Trichoderma spp se presentd un porcentaje
de severidad del 33%; es importante mencionar que los porcentajes de severidad de la enfermedad en
el estudio realizado por Gaitan y sus colaboradores pueden ser mayores a los obtenidos en la presente
investigacion debido a la diferente poblacion y muestras empleadas. Mbarga etal. (2012, pp. 18-22),
describe a Trichoderma asperellum como un potencial agente controlador de Pythium myriotylum en

la raiz del cocoyam, puesto que las pruebas en campo demostraron que las cuatro cepas de T.
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asperellum redujeron la severidad de la pudricion en raiz del cocoyam en mas del 50%; no obstante,
en un estudio reciente realizado por Acosta et al. (2020, pp. 11-20), menciona que al emplear metabolitos
bacterianos e indculos de Trichoderma spp para el control de B. cinerea en mora de castilla, este
ultimo llega a presentar un porcentaje de severidad de la enfermedad del 10, 53%, mientras que los
tratamientos con metabolitos bacterianos mostraron 0% de severidad de la enfermedad; sin embargo,
el porcentaje de severidad reportado para Trichoderma spp pudo deberse a la escasa 0 nula
esporulacion del antagonista en campo, puesto que en el estudio el autor menciona que realizo la
aplicacién de inoculos de origen fangico en condiciones ambientales secas. EI mismo autor reporta
gue una vez las condiciones ambientales fueron favorables para B. cinerea todos los tratamientos
presentaron diferencias estadisticas no significativas.

En cuanto a los beneficios que Trichoderma spp aporta a la planta inoculada, en el estudio realizado
por Zapata et al. (2012, pp. 47-55), se evidencia que plantas de pimiento y maiz muestran un crecimiento
en la zona aérea y en el sistema radicular de las plantas con respecto al testigo posterior a la segunda
aplicacion de inoculos de Trichoderma spp; por su parte Contreras et al. (2014, pp. 503-514) determinaron
que las especies Trichoderma virens y Trichoderma atroviride producen acido indol acético y
sustancias pertenecientes al grupo de las auxinas, mismas que promovieron el crecimiento de la punta
de laraiz en Arabidopsis; Cai et al. (2013, pp. 106-113) en su estudio sostienen que la especie Trichoderma
harzianum promueve el crecimiento vegetal en plantas de tomate, estableciendo en sus resultados que
el metabolito harzianolida influye en el crecimiento del sistema radicular de la planta tanto en longitud
COMO en puntas; Martinez et al. (2019, pp. 14-21), concluyeron que al inocular Trichoderma spp en mora
de castilla, el hongo llega a colonizar las raices de tal forma que fortalece su sistema radicular y

potencializa la salubridad y crecimiento de la planta en la zona aérea.
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CONCLUSIONES

Posterior a varias visitas a la plantacion de fresa (Fragaria sp) objeto de estudio se diagnosticd
el estado en el que se encontraban las plantas de fresa, logrando identificar con claridad la
presencia de Botrytis cinerea en hojas, flores y frutos, puesto que en el mes de junio de 2021
hubo un ataque extensivo de este fitopatégeno evidenciado en hojas con rojez, flores afectadas
por la caida de sus pétalos e incontables frutos momificados, ademas de la presencia de frutos
frescos cubiertos con moho gris.

Mediante la técnica de cultivo dual se determiné que Trichoderma sp fue de rapido crecimiento
y esporulacién frente a Botrytis cinerea, caracteristica que ubico al antagonista Trichoderma sp
en la clase Il de la escala de antagonismo de Bell; en base al desarrollo del patégeno se logro
determinar el porcentaje de inhibicidn de crecimiento radial mediante la férmula de PIC logrando
determinar que la cepa antagonista empleada en el presente trabajo posee un porcentaje de
inhibicién de 77,86.

Durante la investigacion se evalué semanalmente la severidad de la enfermedad en frutos, donde
se logro confirmar que posterior a una segunda aplicacion de indculos de Trichoderma sp los
porcentajes de severidad de la enfermedad disminuyeron notablemente con respecto al
tratamiento testigo (T5); sin embargo, mediante el andlisis estadistico se determiné que indculos
de Trichoderma sp cuya concentracion fue de 1,25 X 10° UPC /ml (T1) resultaron ser el mejor
tratamiento para el control de B. cinerea con una media del 0% de severidad de la enfermedad a
los 40 dias. No obstante, T2 y T3 presentaron una media de severidad de la enfermedad de
1,753% y 4,290% respectivamente, demostrando ser tratamientos estadisticamente menos
efectivos, encontrandose por debajo de la media de severidad obtenida en el tratamiento testigo
(11,92%).

A partir de las evaluaciones semanales para valorar la severidad de la enfermedad en frutos y
junto con un registro fotogréafico se compard la efectividad del tratamiento bioldgico con
respecto al tratamiento quimico, siendo evidente durante cada evaluacion que el porcentaje de
severidad en tratamientos bioldgicos (T1, T2, T3) era menor con respecto al tratamiento quimico
(T4). La prueba de Duncan al 5% demostro que T1 cuyo ingrediente activo fue Trichoderma sp
resulté ser el mejor tratamiento para el control de B. cinerea, mientras que el tratamiento quimico
se mostré6 como un tratamiento poco efectivo. Ademas, Trichoderma sp aportd grandes
beneficios a la planta como cambios importantes en su coloracion, crecimiento, proteccion frente
a patdgenos y aporte de vigorosidad al sistema radicular, beneficios no observados al aplicar el

tratamiento quimico (T4).



RECOMENDACIONES

¢ Incubar la cepa de B. cinerea a 25 °C y realizar la microscopia correspondiente para observar las
estructuras que ayuden a su identificacion posterior a los 6 dias de incubacion.

o En el caso de utilizar arroz como sustrato para la masificacion de Trichoderma sp en matrices,
se recomienda emplear un arroz de coccidn lenta para evitar que el sustrato pierda su forma con
el paso del tiempo; se recomienda no utilizar fundas Ziploc para la produccion ya que no se da
una correcta esporulacion del hongo.

¢ Realizar una poda de saneamiento antes de aplicar un tratamiento de origen bioldgico porque la
conservacion de follaje senescente y frutos momificados dificulta el control de B. cinerea, ya
que en dichos elementos pueden reposar esclerocios del patdgeno y una vez existan las

condiciones climaticas adecuadas la propagacion de esporas sera incontrolable.



GLOSARIO

Agroquimico: sustancia 0 mezcla de sustancia quimicas destinadas para el control de plagas y
enfermedades en especies vegetales tanto en la cosecha y post cosecha (VILLALOBOS, 2017).
Conidio: Esporas asexuales externas (Biasoli, 2013).

Esclerocios: estructuras de resistencia de origen flngico generados en respuesta a condiciones
ambientales adversas con el objetivo de preservar la especie y germinar cuando las condiciones
ambientales sean 6ptimas para la sobrevivencia del hongo (Belesansky et al. 2019).

Esporas: elementos de perpetuacion de la especie, de acuerdo a su ubicacion pueden internas o
externas (Micologia, 2012).

Fitopatdgeno: microorganismos que causan enfermedades en especies vegetales (Serrano y Galindo,
2007).
Fotoperiodo: influencia de las variaciones diurnas y nocturnas sobre el desarrollo de la planta (Rey,

2008).

Micotoxinas: son metabolitos secundarios producidos por una variedad de hongos que atacan los
cultivos en campo siempre y cuando existan condiciones atmosféricas favorables para su desarrollo
(Elika, 2018).

Necrotroéfico: forma de nutricion de algunos hongos, la cual consiste en matar las células del
hospedador para extraer nutrientes y alimentarse del mismo (Stadnik, 2002).

Senescencia: Proceso de envejecimiento. En el ambito de la biologia, la senescencia abarca el

envejecimiento de las células hasta que dejan de dividirse, pero no mueren (NIH, 2019).
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ANEXOS

ANEXO A: REGISTRO FOTOGRAFICO DE IDENTIFICACION DE LA ENFERMEDAD Y
ROTULACION DE TRATAMIENTOS EN CAMPO.

Fresa (Fragaria sp) cubierta con micelio de
B.cinerea.

Rotulacién de tratamientos.

Unidades experimentales rotuladas.




ANEXO B: REGISTRO FOTOGRAFICO DE AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE B.

cinerea.

Siembra de B. cinerea por técnica de contacto. | B. cinerea con 30 dias de incubacion

Purificacion de B. cinerea aplicando técnica de | B. cinerea purificado con 30 dias de
puncién. incubacion.




ANEXO C: REGISTRO FOTOGRAFICO DE SIEMBRA Y MASIFICACION EN ARROZ DE
Trichoderma sp.

Siembra de Trichoderma sp con disco de

o Inoculacion de Trichoderma sp en matrices.
micelio.

Matrices antes y después de exposicion a la

Uz Preparacion de fundas de produccion.




ANEXO D: REGISTRO FOTOGRAFICO DE CULTIVOS DUALES.

T T L

Siembra de B. cinerea y Trichoderma sp en
cultivos duales.

Cultivo dual con tres dias de incubacion.

Antagonista

B. cinerea Trichoderma spp

Cultivo dual con siete dias de incubacion.

B. cinerea con siete dias de incubacion.




ANEXO E: REGISTRO FOTOGRAFICO DE PREPARACION DE INOCULOS DE Trichoderma
sp.

Preparacion de inoculo con dosis recomendada | Preparacion de inoculo con dosis mayor a la
(2,5 X 10%conidios/mililitro) recomendada (3,75 X 10°conidios/mililitro)




ANEXO F: REGISTRO FOTOGRAFICO DE APLICACION DE TRATAMIENTOS EN

CAMPO.

Aplicacién de T4 — Control quimico
(Iprodione).

Aplicacién de T(1-2-3) - Control biolégico
(Trichoderma sp)
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