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RESUMEN

En este estudio, se abordd la problematica del control de Fusarium spp., un patdgeno que afecta
diversos cultivos, mediante el uso de cepas de Trichoderma. El objetivo general fue evaluar la
eficacia de diferentes cepas de Trichoderma en el control del crecimiento de Fusarium spp. y
caracterizar morfoldgicamente ambas especies. La metodologia utilizada incluy6 la aplicacion de
tres métodos: método dual, placa precolonizada y otro basado por compuestos volatiles, se
evaluaron competencia por espacio y nutrientes, micoparasitismo, antibiosis, empleando un
disefio estadistico completamente al azar DCA, con 3 métodos de antagonismos y 3 repeticiones
por cada método con un nivel de confianza de 5% en las pruebas de laboratorio, en el disefio
completamente al azar (DCA), se realiz6 la prueba de Tukey. Los resultados obtenidos mostraron
que todas las cepas de Trichoderma evaluadas tuvieron un efecto inhibitorio significativo sobre
el crecimiento de Fusarium spp. Sin embargo, la eficacia vario dependiendo de las condiciones
del tratamiento. En los resultados encontrados en la presente investigacion se observo que las 2
cepas de Fusarium fueron controladas mejor por las cepas de Trichoderma cuando se utilizo el
método dual, representados por las letras E-J, las cuales fueron similar a los controles, diferente
de los tratamientos Trichoderma-Placa precolonizada-Fusarium, con los menores crecimientos de
0.4 cm, representados por la letra A. Se observo que las 2 cepas de Fusarium alcanzaron los
maximos crecimientos con el método de caja precolonizada, lo cual significa que Fusarium una
vez establecido, Trichoderma no realiza ningan control. Diferente del tratamiento Trichoderma-
Fusarium-método dual, donde se observa el menor crecimiento de Fusarium, lo cual implica que

Trichoderma crecid sustancialmente, representada por la letra A.

Palabras clave: <TRICHODERMA>, <FUSARIUM>, <CONTROL BIOLOGICO>,
<EFICACIA>.

0336-DBRA-UPT-2024
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ABSTRACT

In this research, the problem of Fusarium spp control, a pathogen that affects diverse crops, was
addressed by the use of Trichoderma strains. The general objective was to evaluate the efficacy
of different Trichoderma strains in controlling the growth of Fusarium spp, and to characterize
morphologically both species. The methodology used included the application of three methods:
dual method, pre-colonized plate, and another based on volatile compounds. Competition for
space and nutrients, microparasites, and antibiosis were evaluated using a completely randomized
statistical design DCA with 3 methods of antagonisms and 3 replicates for each method with a
confidence level of 5% in laboratory tests. In the completely randomized design (DCA), Tukey's
test was performed. The results showed that all the evaluated Trichoderma strains had a significant
inhibitory effect on the growth of Fusarium spp. However, the efficacy varied depending on the
treatment conditions. In the results found in the present investigation, it was observed that the 2
strains of Fusarium were better controlled by the strains of Trichoderma when the dual method
was used. This is represented by the letters E-J, which were similar to the controls and different
from the treatments Trichoderma-Placa pre-colonized Fusarium with the smallest growths of 0.4
cm, represented by the letter A. It was observed that the 2 strains of Fusarium reached the
maximum growths with the pre-colonized box method, which means that Fusarium once
established, Trichoderma does not carry out any control. This is different from the treatment
Trichoderma-Fusarium-dual method, where the lowest growth of Fusarium is observed. This

implies that Trichoderma grew substantially, represented by the letter A.

Keywords: <TRICHODERMA>, <FUSARIUM>, <BIOCONTROL>, <EFFECTIVENESS>.

Ing. Romel Francisco Calles Jiménez
C.1. 060387771
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INTRODUCCION

El aumento de la poblacion mundial, el deterioro del del medio ambiente y calidad de vida del
hombre, son s6lo algunos de los tantos factores que han motivado al ser humano a buscar nuevos
procesos de produccion agricola que permitan cubrir la demanda, cada vez méas creciente, de
alimento y materias primas a través de procesos donde se aprovechen los recursos naturales de
manera sostenible e integrando asi los conceptos de conservacion y desarrollo para la plena
satisfaccion de las necesidades humanas. No obstante, las actividades agricolas extensivas y la
ampliacion de sus fronteras han traido consigo problemas fitosanitarios en los sistemas naturales,

especialmente en el suelo, que es considerado el soporte principal de la agricultura.
(Vinale et al. 2008)

Uno de los aspectos importantes en la produccién agricola es el control de plagas y enfermedades;
medidas fitosanitarias que minimicen las pérdidas econémicas ocasionadas por diferentes efectos
como son los agentes quimicos o bioldgicos. La utilizacién extensiva de compuestos quimicos
para el control de enfermedades, la emergencia de patdgenos resistentes a fungicidas, y el
deterioro en la salud de productores y consumidores, han promovido la busqueda de alternativa
viables que garanticen una mayor sostenibilidad en la produccién agricola, minimizando el

impacto sobre el medio ambiente.

Desde 1980 Rhizobacterias y hongos biocontroladores han sido investigados como posible
alternativa de produccién limpia. El empleo de agentes de control biol6gico (BCAS) ha permitido
una reduccion en la aplicacién de fungicidas quimicos y por lo tanto un control mas eficiente de
patégenos causantes de enfermedades, al ser incorporados a los programas de manejo integrado.
El hongo Trichoderma spp. es un eficiente controlador bioldgico que esta siendo ampliamente
usado en agricultura como agente de biocontrol debido a su habilidad para colonizar sustratos
rapidamente, inducir resistencia sistémica adquirida en plantas, promover el crecimiento vegetal y
poseer actividad antagonista contra un amplio rango de hongos patogenos. El efecto inhibitorio
de sus antibioticos y la degradacion de componentes de la pared celular de patdgenos de plantas

es citado como aspecto importante de su actividad antagonista. (Gordon, 2017)

Las especies de Trichoderma tienen una gran actividad antagonista sobre patdégenos como
Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Pythium ultimum y Fusarium oxisporum, causantes de
enfermedades importantes en cultivos de rabano, clavel, crisantemo, frijol, cafeto, haba, tomate y
citricos entre otros. Durante los Gltimos afios, varios investigadores y algunas empresas han
mostrado gran interés en estudiar el potencial de Trichoderma como controlador bioldgico de

patdgenos de suelo. En este contexto, el presente trabajo evalué bajo condiciones de invernadero,
1



la capacidad antagonista de aislamientos nativos y comerciales de Trichoderma spp frente al
hongo fitopatdgeno Fusarium spp. Los resultados de esta investigacion ayudaron en la obtencion
de informacion tanto en laboratorio como en campo sobre la accidn potencial biocontroladores de

este género. (Harman et al., 2004)



CAPITULO |

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1.  Planteamiento del problema

Fusarium spp. es un patégeno destructivo transmitido por el suelo en todo el mundo que causa
enfermedades a muchos cultivos econémicamente importantes, bajo diferentes condiciones

ambientales. (Garcés et al., 2010)

Entre las especies afectadas se encuentran principalmente de la familia Solanaceae, como la papa
y el pimiento, a las cuales puede causar varios tipos de dafios en multiples etapas de crecimiento,
como pudricién de semillas, marchitamiento previo y posterior a la emergencia, tallo de alambre,

pudricion de la raiz e hipocotilo o raiz pivotante con manchas necrotica (Maet al., 2013).

Para el manejo de esta enfermedad se han adoptado varias estrategias que involucran
principalmente practicas culturales y control quimico. Sin embargo, debido a la amplia gama de
hospederos del patdgeno, la supervivencia a largo plazo en el suelo de sus estructuras de reposo,

los esclerocios y la falta de resistencia genética, todavia se producen pérdidas cuantiosas.
(Gordon,2017)

Generalmente se suele utilizar plaguicidas de sintesis quimicas con varias aplicaciones durante
cada campafia del cultivo, con la consecuente contaminacion ambiental que repercute en
afectaciones a la salud de aplicadores y consumidores. Ante este problema, es importante
encontrar alternativas de manejo de enfermedades de los cultivos, para lo cual se hace uso de
agentes de control biol6gico como ciertos hongos, tal es el caso de Trichoderma, el cual presenta

muchas cualidades antagonicas contra patdgenos del suelo. (Vinale et al., 2008)
1.2.  Problema general de investigacion
Fusarium spp. es un patégeno destructivo transmitido por el suelo en todo el mundo que causa

enfermedades a muchos cultivos econémicamente importantes, bajo diferentes condiciones

ambientales.



1.3.  Problemas especificos de investigacion

o Entre las especies afectadas se encuentran principalmente de la familia Solanaceae, como
la papa y el pimiento, a las cuales puede causar varios tipos de dafios en maltiples etapas
de crecimiento.

o Para el manejo de esta enfermedad, generalmente se usa plaguicidas de sintesis quimica
toxicos, con la consecuente contaminacién ambiental y afectacion a la salud de

aplicadores y consumidores.

o Es importante buscar alternativas de manejo de este patégeno y Trichoderma, por sus

efectos antagdnicos con diversos fitopatdgenos registra esa posibilidad.

1.4.  Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto antagdénico de Trichoderma spp. sobre Fusarium spp. bajo condiciones

controladas como alternativa al uso de plaguicidas de sintesis quimica.

1.4.2. Objetivos especificos

o Determinar la capacidad antagonica de 7 cepas de Trichoderma sobre 2 cepas de

Fusarium spp.

o Establecer el mejor mecanismo de antagonismo de 7 cepas de Trichoderma sobre 2

cepas de Fusarium spp.

o Caracterizar morfolégicamente las cepas de Trichoderma spp y Fusarium spp.

1.5. Justificacion

La aplicacion indiscriminada de plaguicidas de sintesis quimica toxicas han demostrado
histéricamente que causan dafios severos al ambiente, contaminando el agua, suelo y los
productos cosechados. Afortunadamente existe un interés cada vez creciente por el consumo de

alimentos mas sanos, lo cual exige la aplicacion de nuevas alternativas en el manejo de cultivos.

4



Entre estas alternativas se menciona la utilizacion de Trichoderma spp. que permite reducir las
aplicaciones de productos quimicos, evitando la contaminacion de los recursos renovables. Como
solucion para mitigar los impactos ambientales que causan el uso excesivo de productos sintéticos
por los productores, es una necesidad de acudir a nuevas investigaciones utilizando Trichoderma

spp. como biocontrolador (Harman et al., 2004).

Ademas, la aplicacion de Trichoderma spp. puede ser una herramienta no solo para el control de
hongos fitopatdgenos, sino como tratamiento integral para aumentar los rendimientos, por lo
cual, la realizacion del presente trabajo se muestra como positivo, debido a que propone a los
agricultores, un tratamiento con base en Trichoderma spp (Shoresh & Harman, 2008).

1.6.  Hipotesis

Ha: Trichoderma harzianum si genera efectos sobre Fusarium spp. bajo condiciones controladas

Ho: El Trichoderma harzianum no genera efectos sobre Fusarium spp. bajo condiciones

controladas.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1.  Antecedentes de investigacion

Varios articulos y tesis tratan este tema. La investigacion denominada: “Efecto diferencial de seis
aislamientos de Trichoderma spp. sobre la severidad de Fusarium spp., desarrollo radical y
crecimiento de plantas de maiz” tuvo como objetivo evaluar agentes con potencial antagénico,
seleccionados del microbiota de raices de plantas de maiz, para el control bioldgico de Fusarium
spp. Con el fin de estudiar formas de biocontrol de Fusarium spp., se colectaron seis aislamientos
de Trichoderma spp. obtenidos de la rizosfera de plantas de maiz en diversas localidades de los
estados portuguesa y Yaracuy; los aislados se utilizaron en pruebas de antagonismo sobre sustrato
esterilizado en vivero. Se realizaron dos orificios en el sustrato y sobre ellos se colocaron granos
de arroz esterilizados, cubriendo con 2 mL de solucion de esporas antagonistas (3-7x106 conidios
mL-1). Posteriormente, en cada hoyo se colocé una semilla hibrida D2000 de maiz y dos
esclerocios de Fusarium y se agregaron 3 mL de la solucién antagonista, cubriendo con suelo
esterilizado. En relacion a la supervivencia de las plantas, hubo un efecto positivo de los
tratamientos donde se utilizé Trichoderma, obteniendo valores entre 70 y 90%. En cuanto a la
severidad de la enfermedad de las plantas hasta los 60 dias se obtuvo un valor de 82.5% en el

testigo y 16.2% en el mejor tratamiento con Trichoderma (Ldpez et al., 2010).

El trabajo con el tema: “Biocontrol and growth enhancement potential of Trichoderma spp.
against Fusarium spp. causing sheath blight disease in rice” tuvo como objetivo investigar los
potenciales de mejora del crecimiento y control biolégico de Trichoderma spp. contra Fusarium
spp. Un total de 31 Trichoderma spp. fueron examinados por sus potenciales antagénicos contra
Fusarium spp. en cultivo dual, el efecto de los metabolitos volatiles y no volatiles sobre la
inhibicion del crecimiento del patégeno de prueba en condiciones in vitro. Los resultados del
ensayo de confrontacion in vitro revelaron que entre los diferentes Trichoderma spp. probado, T.
harzianum (SVPRT-THLIi06) y T. atroviride (SVPP-4) exhibieron una excelente eficacia de
control bioldgico con una inhibicion del crecimiento micelial del 90,9 % y el 72,0 %,
respectivamente. El filtrado de cultivo de T. harzianum (SVPRT- THLi6) al 50% fue altamente
efectivo en la reduccion del crecimiento micelial de Fusarium hasta en un 95,9% y en caso de
metabolitos volatiles, la inhibicion maxima (72,5%) en el crecimiento micelial de Fusarium fue
registrado con T. harzianum aislado SVPP-8. Se encontré que un modo combinado de aplicacion

(tratamiento del suelo + inmersién de raices + rociado foliar) con T. harzianum (SVPRT-THLIi06)



fue maés efectivo en condiciones de invernadero, que mostrd la menor gravedad de la enfermedad

(12,4 % frente al control 49,6 %) e incidencia de la enfermedad (27,1 % vs control 96,4%).
(Chaudhary et al., 2020)

En la investigacion: “Capacidad antagonica de Trichoderma harzianum frente a Fusarium
sigmoidea y Sclerotium rolfsii y su efecto en cepas nativas de Trichoderma aisladas de cultivos
de arroz” tuvo como finalidad estudiar la capacidad antagonica de una cepa comercial de
Trichoderma harzianum, frente a Fusarium, Nakatea sigmoide y Sclerotium rolfsii, causante de
la pudricion de tallos y vainas de arroz, al igual que su efecto en 14 cepas nativas de Trichoderma
aislada de diferentes campos arroceros. Las pruebas demostraron que el T. harzianum presenta
una elevada actividad antagOnica e hiperparasitica contra Fusarium. La mayor accion de
micoparasitismo se presentd con Fusarium, siendo frecuente en enrollamiento de hifas y la
penetracion. El desarrollo de la cepa T. harzianum (comercial), no afect6 a las cepas nativas de
Trichoderma spp., que se ensayaron en el trabajo, en la mayoria de casos, las cepas de

Trichoderma nativos mostraron un rapido desarrollo entre las 48 y 72 horas
(Rondoy & Severino, 2019).

2.2. Referencias tedricas

2.2.1. Trichoderma harzianum

Es un hongo de vida libre que vive en el suelo y coloniza las raices de muchas plantas como un
simbionte oportunista no toxico. Se utiliza como tratamiento foliar, de semillas y del suelo para
controlar diversas, enfermedades fungicas. Varios productos comerciales, como biofungicidas y
promotores de crecimiento, se utilizan con fines biotecnolégicos porque brindan muchas ventajas

para la agricultura en condiciones de campo. (Lorito et al., 2010)

2.2.2. Genética y taxonomia

Las especies del género Trichoderma se clasifican taxonémicamente en la familia Fungi, el
subgrupo Fungi, la clase Mycomycetes, el orden Candida y la familia Candidae. EI género
Trichoderma contiene alrededor de 30 especies con diferentes caracteristicas morfoldgicas.
Trichoderma en estado vegetativo tiene un micelio con septos simples. Esta especie es haploide
y su pared esta formada por quitina y glucano. Se reproducen asexualmente mediante conidios.
Tienen conidi6foros hialinos ramificados, fil6foros simples o agrupados, conidios de 3 a5 um de

didmetro, que muestran un rapido desarrollo en medios sintéticos



Produce clamidosporas en sustratos naturales. Estas estructuras pueden soportar condiciones

ambientales adversas (Shoresh, Yedidia & Chet 2005).

2.2.2.1. Importancia

Su importancia se debe a su capacidad de adaptacidn y produccion de metabolitos, como enzimas,
compuestos promotores de crecimiento vegetal, y compuestos volatiles, entre otros, de interés
biotecnoldgico y ambiental. Ademas, es utilizado como agente de biocontrol contra hongos
fitopatdgenos debido a sus mdaltiples mecanismos de accion, destacando la antibiosis, el
micoparasitismo, la competencia por espacio y nutrientes, y la produccién de metabolitos

secundarios. (Lorito et al., 2010)

2.2.2.2. Micoparasitismo

El micoparasitismo de Trichoderma es un proceso muy complejo que involucra el crecimiento
quimioorganotrofico sobre su huésped, a través de mecanismos de atraccion, sujecion,
enrollamiento y penetracion de la hifa. La actividad de las enzimas liticas frecuentemente se
combina con la produccidn de antibiéticos, incrementando el nivel de antagonismo. Ademas, esta
basado en el antagonismo directo de los patdgenos de las plantas en el suelo o a su vez en las

raices de las plantas, el cual puede ser ejercido por cualquiera de las especies de Trichoderma.
(Alabouvette, Olivain & Steinberg, 2006)

2.2.2.3. Propiedades

Las propiedades antago6nicas de Trichoderma contra hongos patdgenos se basan en la activacion
de varios mecanismos, incluida la competencia por nutrientes y espacio, el parasitismo flngico,
los efectos antibacterianos, la promocién del crecimiento de las plantas y la induccion de
respuestas de defensa de las plantas. También durante el parasitismo fangico, Trichoderma secreta
enzimas que hidrolizan las paredes celulares de sus hongos huéspedes, las més famosas de las
cuales son proteasas, quitinasas y glucanasas, provocando la contraccion de la membrana

plasmética y la alteracion citoplasmatica. (Lorito et al., 2010)



2.2.2.4. Clasificacion

El grado de antagonismo segun la Escala de Clase planteada por Bell et al., (1882) citado por

Garrido & Vilela (2019) son los que se muestran a continuacion:

Tabla 2-1: Caracteristicas antagonicas de Trichoderma

Grado Capacidad antagénica

L Trichoderma colonizé el 100% de la superficie de cultivo y creci6 sobre el
hongo patdgeno.

5 Trichoderma coloniza dos tercios de la superficie del medio y limita el
crecimiento del hongo pat6geno.
Trichoderma y patdgenos vegetales ocuparon cada uno la mitad de la

3 superficie, sin que el hongo dominara.

A Los hongos fitopatdégenos colonizan dos tercios de la superficie del medio y
limitan el crecimiento de Trichoderma.

. Los fitopatégenos colonizaron el 100% de la superficie de cultivo
y crecieron sobre Trichoderma spp.

Fuente: Garrido & Vilela, 2019.

2.2.2.5. Beneficios

Su aplicacién permite controlar los hongos, gracias a su alto potencial de control biolégico tienen
diversas ventajas, puesto que crece y desarrolla muy rapido, pero ademas produce una gran
cantidad de enzimas y mecanismos de accion como: una competencia fisica por el espacio y los
nutrientes del medio; la produccion de metabolitos secundarios con actividad antibidtica o
antifungica. El enfrentamiento de Trichoderma spp., con los fitopatégenos ocurre a las 72 horas,
asi el maximo recorrido de Trichoderma spp. en la superficie del medio se logra con Fusarium

spp., brindando una gran eficacia de Trichoderma contra el Fusarium spp.
(Suman, Nath Yadav & Verma, 2016)

2.2.2.6. Fusarium spp

Es una de las especies de hongos mas comunes en el maiz y las patatas y ha atraido la mayor
atencion debido a la preocupacion por los metabolitos secundarios toxicos que produce. Esta
preocupacion surge del hecho de que el maiz es una parte importante de la cadena alimentaria

humana, lo que enfatiza la necesidad de comprender la biologia de las interacciones huésped-
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patégeno. Esta enfermedad flngica esta muy extendida en todo el mundo y causa importantes
pérdidas econdémicas a la mayoria de las plantas perennes y anuales, incluidos la mayoria de los
cultivos horticolas; Las enfermedades mas comunes son el llamado ahogamiento de las plantulas

y la pudricién de las raices. (Arbeléez, 2000)

2.2.2.7. Genetica y taxonomia

Su clasificacion sigue siendo confusa y controvertida. Esto se debe a que su morfologia es muy
simple y las caracteristicas fisiol6gicas y patoldgicas utilizadas en su clasificacion varian
ampliamente, lo que dificulta la clasificacién de este grupo. Otro factor que contribuye a su
ambiguedad taxonémica es que rara vez produce las estructuras sexuales tradicionalmente
utilizadas en la taxonomia de hongos. Aunque existen muchas formas de Fusarium, Fusarium
spp. A Thanatephorus cucumeris se le ha asignado una afeccion especifica coman a la mayoria
de los grupos anastomaéticos. (Davila, 2022)

2.2.2.8. Caracteristicas

Su principal caracteristica es que presenta grupos dentro de la especie designados como grupos
de anastomosis, de acuerdo con la capacidad que poseen sus hifas de fusionarse entre si y

compartir la informacion genética de ambas. (Fich, Segerson & Rose, 2016)

2.2.2.9. Causas

Las condiciones tropicales favorecen la incidencia de Fusarium spp. en varios cultivos, y en la
actualidad su control se realiza con productos quimicos, practicas culturales y control bioldgico.
Dentro de este Ultimo se estan recurriendo a férmulas a base del hongo antagonista Trichoderma,

el mismo que tiene accion verificada sobre hongos del suelo como Fusarium.
(Fich, Segerson & Rose, 2016)

2.2.9.10. Enfermedades causadas por Fusarium spp.

Existen algunas enfermedades provocadas por este hongo, en donde destaca la sarna negra, el cual
ocasiona fallas en la emergencia de la planta, disminucién del rendimiento y malformaciones en
los tubérculos como la papa, con la particularidad de presentar numerosos hospedantes y al no

implementarse métodos de control, se acumula en el suelo en forma de esclerocios. (Gordon, 2017)
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2.2.9.11. Control de Fusarium spp.

La aplicacion de fungicidas al suelo o como desinfectantes para el control de la Fusiamitis
beneficia la calidad sanitaria de los cultivos con niveles de incidencia aceptables del 5 %, sin
aumentar el rendimiento. El control quimico de la enfermedad no ha sido eficaz, por lo que la
busqueda de agentes nativos de control biolégico para disminuir la carga infectiva del agente
causal e incorporarse al manejo de la enfermedad, constituira una alternativa mas para reducir las

pérdidas, los costos de produccién y los niveles de contaminacion ambiental. (Gordon, 2017)
2.2.9.12. Aislamiento de Fusarium spp.

Se puede obtener por medio del método de siembra directa, a partir de muestras de material
vegetal enfermo y esclerocios presentes en las plantas con sintomas de Fusiamitis. EI hongo
Fusarium spp. aislado y una vez evidenciado su patogenicidad en algunas plantas, es conservado
en tubos de ensayo contentivos del medio. (Gordon, 2017)

2.2.9.13. Sintomas de Fusarium spp.

Segun (Lopez et al., 2010), los dafios causados por el hongo Fusarium son:

o Los cogollos en crecimiento tienen depresiones profundas que forman una forma

estrangulada.

o Las hojas son de color violeta y tienen una roseta en la parte superior.
o Necrosis cortical del tejido de la madera.

o Formacion de nodulos aéreos.

2.2.3. Colonias

Esta especie forma colonias flojas o compactas, pudiendo presentarse numerosas variaciones
entre estos dos extremos; pueden presentarse estas caracteristicas sobre una misma colonia; la

compactacion de colonias esta relacionada con la estructura de los conidioforos.
(Andrade et al., 2019)

11



2.2.3.1. Hifas

Se trata de estructuras cilindricas filiformes comunes a la mayoria de los hongos que forman su
estructura vegetativa. Consisten en una serie de células alargadas rodeadas por una pared celular

gue juntas forman un micelio (Aguilar et al., 2021).

2.2.3.2. Micelio

El cuerpo vegetativo del hongo estd formado por una gran cantidad de hifas. Dependiendo del
tipo de crecimiento se clasifican en reproductivos o vegetativos. El micelio reproductivo crece en
la superficie exterior del medio y es responsable de la produccién de organulos reproductivos
(endosporas) para formar un nuevo micelio. EI micelio vegetativo es responsable de la absorcion

de nutrientes y crece hacia abajo para realizar sus funciones. (Vallejos et al., 2019)

2.2.4. Esporas

Las esporas de fialidos se producen solas o se acumulan continuamente en la parte superior del
tallo del jarrén, formando cabezas de esporas de menos de 15 mm de didmetro y rara vez en
cadenas cortas; pueden ser de paredes lisas o rugosas, transparentes o de color amarillo verdoso

a verde oscuro, a veces de apariencia angular, a veces truncadas en la base. (Aguilar et al., 2021)

2.2.4.1. Endosporios

Las endosporas son células especializadas y no reproductivas producidas por bacterias
pertenecientes a la division Firmicutes. Su principal funcién es garantizar la supervivencia en
condiciones ambientales adversas, ya que son altamente resistentes a la radiacion (ultravioleta, X
y gamma), la desecacion, la lisozima, el calor, los desinfectantes quimicos y la trituracion
mecanica. Estas endosporas son comunes en el suelo y el agua, donde pueden sobrevivir durante
periodos prolongados. (Davila, 2022) La estructura de una endospora es resistente a la mayoria de
los agentes que normalmente serian letales para las células vegetativas. Aunque la mayoria de los
productos de limpieza del hogar, alcoholes, compuestos de amonio y detergentes no tienen efecto
sobre ellas, el 6xido de etileno es eficaz para destruir las endosporas. Aungue son resistentes al
calor y la radiacién extrema, pueden ser eliminadas mediante tratamientos como la incineracion

o la esterilizacion en autoclave. (Davila, 2022)
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2.2.5. Hongos saprofitos

Son hongos descomponedores de la materia organica como madera, hojas, etc. Estos hongos,
como la mayoria de ellos, necesitan de fuentes de Carbono, nitrégeno y compuestos inorganicos
como fuentes nutritivas, encontrando a la celulosa, hemicelulosa y lignina como su principal

proveedor. (Polanco et al., 2019)

2.2.6. Pileo

En micologia, sombrero es el nombre técnico del basidiocarpio o ascocarpio (cuerpo fructifero
del hongo) que sostiene la superficie sobre la que se ubican las esporas, concretamente el himenio.

(Polanco et al., 2019)

2.2.7. Himenio

El himenio es la parte fértil del basidiocarpo de los basidiomicetos y de los ascocarpos de los

ascomicetos, formada por los basidios o0 ascas, que son las estructuras productoras de esporas.
(Vallejos et al., 2019)
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CAPITULO III
3. MARCO METODOLOGICO
3.1.  Enfoque de la investigacion
La investigacion fue cuantitativa, debido a que las variables en estudio son cuantificables
estadisticas; y segun la manipulacion de variables la presente investigacion fue experimental por
cuanto se aplicd tratamientos a las unidades experimentales, para evaluar la eficiencia de
Trichoderma spp. sobre Fusarium spp.
3.2.  Nivel de investigacion
El nivel de investigacion segun el alcance del objetivo general y objetivos especificos es de tipo
correlacional debido a que se van a relacionar dos variables.
3.3.  Disefio de investigacion
3.3.1. Segun las intervenciones en el trabajo de campo
El estudio se realizo en las instalaciones de los laboratorios de la Facultad de Recursos Naturales,
para mantener condiciones ambientales controladas, dichos laboratorios se encuentran ubicados
de acuerdo con el sistema WGS 84 a 1°39'06” Latitud Sur y 78°37'10” de longitud Occidental.
3.3.2. Tipo de estudio
El desarrollo de la presente investigacion fue de tipo exploratoria y explicativa, debido a que
permito experimentar los determinantes de relacion causa efecto entre las variables Trichoderma
spp. sobre Fusarium spp. bajo condiciones controladas.
3.3.3.  Poblacién y planificacidn, seleccion y calculo del tamafio de la muestra

3.3.3.1. Localizacion de estudio

El presente trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio Biologia de la Facultad de Recursos Naturales
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de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

llustraciéon 3-1: Laboratorios de la Facultad de Recursos Naturales

Realizado por: Otavalo J., 2024.

3.3.3.2. Poblacion de estudio

La poblacion de estudio son las colonias de Trichoderma spp. y Fusarium spp., en las que se
emplearon cajas de Petri por tratamiento donde cada caja consistié en una unidad experimental
de donde se obtengan las medias para la comparacion estadistica.

3.3.3.3. Tamafio de la muestra

No es necesario aplicar el tamafio de la muestra en el estudio debido a que las unidades
experimentales se han definido considerando un nimero adecuado para realizar comparaciones
estadisticas.

3.3.3.4. Materiales y equipos

Tabla 3-1: Materiales, equipos, reactivos e insumos

Materiales Equipos Reactivos e Insumos
Envases plasticos Autoclave Papa dextrosa agar PDA
Cajas Petri Céamara de flujo laminar NaCl
Parafilm Microscopio optico Cloranfenicol
Pipetas Incubadora Alcohol 70%
Probetas Mechero Agua destilada
Tubos de Ensayo Lacto Glicerol

Realizado por: Otavalo J., 2024.
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3.3.4. Pruebas de antagonismo entre Trichoderma spp y Fusarium spp mediante el método

de bioensayo dual.
3.3.4.1. Disefio experimental
Se utiliz6 el disefio completamente al azar (DCA), con 3 métodos de antagonismos y 3
repeticiones por cada método con un nivel de confianza de 5% en las pruebas de laboratorio, en

el disefio completamente al azar (DCA), se realizé la prueba de Tukey.

Unidad Experimental: placa de Petri / Método de cultivo dual

Placa de Petri

i—" b /A e |
Patogeno

Medio PDA

llustracion 3-2: Esquema en que se indica la ubicacion en la placa de Petri, el

trozode agar con micelio de Trichoderma spp. y Fusarium spp.
Realizado por: Otavalo J., 2024.

3.3.4.2. Proceso de aplicacion de la técnica de cultivo dual

o Preparacion del medio de cultivo: Preparar el medio de cultivo adecuado, en este caso, el
medio PDA (Agar Papa-Dextrosa), siguiendo las instrucciones especificas de

preparacion.

o Siembra de los microorganismos: En una placa de Petri estéril, se realiz6 la siembra del
antagonista (Trichoderma spp.) y del patégeno (Fusarium spp.). Se coloc6 un disco de 4
mm de diametro de un cultivo puro de cada microorganismo en lados opuestos de la placa,

separados por una distancia de 5 cm.
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3.3.4.3.

Incubacion: Se coloco la caja de Petri de cultivo en una incubadora a una temperatura (28

°C) y humedades adecuadas para ambos microorganismaos.

Observacién del crecimiento: Durante el periodo de incubacion, se realizé observaciones
periddicas del crecimiento de las colonias de ambos microorganismos. Se registrd
cualquier cambio en el aspecto de las colonias, como cambios en el color, textura o

presencia de halos de inhibicion.

Evaluacion del antagonismo: Se evalud el grado de antagonismo entre Trichoderma y
Fusarium, mediante la observacion de algun tipo de interaccion entre las colonias, como

inhibicion del crecimiento de Fusarium por parte de Trichoderma.

Analisis de resultados: Se compar6 y analizé los resultados obtenidos, teniendo en cuenta
el crecimiento y la interaccion entre los microorganismos. Se evalu6 si Trichoderma
muestra algun tipo de control sobre Fusarium o si hay una respuesta de inhibicién del

patogeno.

Interpretacion de los resultados: Se realiz6 una interpretacién de los resultados en funcién
de los objetivos de la investigacion, a través de la cuantifican de la capacidad de inhibicién

por parte de Trichoderma sobre el crecimiento de Fusarium.

Reactivacion de cepas de antagonistas y patdgenos

Se reactivo 7 cepas diferentes de Trichoderma spp., 2 cepas diferente de Fusarium spp.,
de la coleccion existentes en el laboratorio de Biologia de la Facultad de Recursos
Naturales de la ESPOCH.

Las 7 cepas de Trichoderma spp., se conservaron en agar PDA en refrigeracion, fueron
cultivadas en placas de Petri con medio de cultivo PDA y se colocaron en la incubadora

a 28 °C por 5 dias en oscuridad.

Las 2 cepas de Fusarium spp., conservadas en agar PDA en refrigeracion, fueron
cultivadas en placas de Petri con medio de cultivo PDA y se colocaron en la incubadora

a 28 °C por 10 dias en oscuridad.
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3.3.5.

3.35.1.

3.3.5.2.

3.3.6.

Método Dual

Preparacion de los medios de cultivo

Se diluyé 40 g de PDA en 1000 ml en agua destilada, para 69 cajas de Petri.

Se esterilizd en autoclave durante 45 mina 121 C

Se desinfecto la cAmara de flujo laminar con alcohol, adicionalmente se colocé luz UV
antes de dispensar el medio en las cajas de Petri.

Se distribuyd 20 ml por caja.

Se incubo por una noche a 28 C para secar y probar la esterilidad del medio.

Siembra dual

Se realizaron confrontaciones mediante la técnica de cultivo dual entre patdgenos y

antagonistas, basados en Trichoderma spp. frente a Fusarium spp.

Se sembrd los discos de micelios Fusarium spp., y después de 3 dias, se sembro los discos
de micelios de Trichoderma spp., con un didmetro de 4 mm, ubicandolos en los extremos
de las cajas de Petri, tomando en cuenta que, desde el borde de la caja Petri, se considero
dejar un espacio de 1 cm para poder realizar las medidas radiales de los hongos.

Se incubo a 28 °C por 10 dias en oscuridad.

Crecimiento micelial en la interaccién Trichoderma vs Fusarium

La toma de datos del crecimiento micelial de los hongos se las llevo a cabo cada dia, o
hasta observar que el antagonista crezca por encima del hongo patégeno y llenara por

completo la superficie del medio PDA.

Se evaluo el crecimiento micelial midiendo el diametro en direccion vertical y horizontal

del hongo patdgeno y del antagonista.

Los datos fueron ingresados en una hoja de Excel para seleccionar las cepas con mayor

antagonismo contra el patégeno

18



3.3.6.1. Seleccion del mejor antagonista

Para determinar el mejor tratamiento inhibidor al patdgeno se realizaron observaciones y

mediciones diametrales de los micelios, o hasta que la caja Petri se llene.

Pruebas de antagonismo entre Trichoderma spp. y Fusarium spp. mediante el método de placa

precolonizada.

Disefio experimental - Unidad Experimental: placa de Petri.

Fusarium
spp.

Trichoderma
Spp.

llustracion 3-3: Esquema del establecimiento del método de placa precolonizada
Realizado por: Otavalo J., 2024.

3.3.6.2. Método: Placa precolonizada Preparacion de los medios de cultivo

o Se diluy6 40 g de PDA en 1000 ml en agua destilada, para 55 cajas de Petri.
. Se esterilizé en autoclave durante 45 min a 121 °C.
. Se desinfecto la camara de flujo laminar con alcohol, adicionalmente se coloco luz UV

antes de dispensar el medio en las cajas de Petri.
. Se distribuyd 20 ml por caja.

o Se incubo por una noche a 28 °C para secar y probar la esterilidad del medio.
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3.3.6.3. Siembra

. Se utilizo placas colonizada con Trichoderma spp.

Se afiadio 10 ml de agua destilada estéril sobre placas colonizada con Trichoderma spp.

Con la ayuda de un asa Driglaski de vidrio se realizé varios raspados sobre la

superficie de placas colonizado hasta remover las hifas de Trichoderma spp.

Se realizo una dilucién de 107, para tomar 0,5 ml y se colocé 4 gotas sobre la caja

colonizada por Fusarium spp.

3.3.6.4. Pruebas de antagonismo in vitro mediadas por compuestos volatiles de Trichoderma spp.
contra Fusarium spp.

Disefio experimental - Unidad Experimental: placa de Petri.

Hongo patégeno

Medio PDA

COVs

llustracion 3-4: Esquema del método de antagonismo por compuestos volatiles
Realizado por: Otavalo J., 2024.
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3.3.7.

3.3.7.1.

3.3.7.2.

Método: por compuestos volatilizados

Preparacion de los medios de cultivo

Se diluyd 87 g de PDA y 2 capsulas de cloranfenicol en 2220 ml en agua destilada,
para 111 cajas de Petri.

Se esterilizd en autoclave durante 45 min a 121 °C.

Se desinfecto la cAmara de flujo laminar con alcohol, adicionalmente se coloc6 luz UV
antes de dispensar el medio en las cajas de Petri.

Se distribuyé 20 ml por caja.

Se incubo por una noche a 28 °C para secar y se prob0 la esterilidad del medio.

Siembra

Se sembrd los discos de micelios de Fusarium spp., con un diametro de 4 mm, con la
ayuda de un sacabocado esterilizado ubicdndolos en el centro de las cajas de Petri.
En otras cajas de Petri se inoculo un disco de 4 mm de Trichoderma spp. de acuerdo
con el nimero de cepas del patégeno y al nimero de repeticiones

Una vez culminada esta fase, retirar las tapas que cubren las cajas de Thichoderma
spp. y Fusarium spp.

Se enfrentaron las placas dejando en la parte superior a Fusarium spp.

Se colocaron en la incubadora a 28 °C por 10 dias en oscuridad.

3.3.7.3. Analisis de datos

El analisis de datos del crecimiento de los hongos Trichoderma spp. y Fusarium spp. bajo
condiciones controladas, como alternativa al uso de plaguicidas de sintesis quimica, puede
implicar los siguientes pasos:
Medicion del crecimiento: Se registrd el crecimiento de las colonias de Trichoderma spp.
y Fusarium spp. durante 10 dias, para lo cual se midio el creciente radial de las colonias.
Comparacion de velocidades de crecimiento: Se calcul6 la tasa de crecimiento diario de
cada uno de los hongos. Se compar0 la velocidad de crecimiento de Trichoderma spp. con
la de Fusarium spp.
Evaluacién del antagonismo: Se observé si hay algin efecto de inhibicidn o supresion del
crecimiento de Fusarium spp. debido a la presencia de Trichoderma spp. Esto se puede
evidenciar mediante una menor velocidad de crecimiento de Fusarium spp.
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CAPITULO IV

4, RESULTADOS Y DISCUSION

4.1,  Capacidad antagonica de 7 cepas de Trichoderma spp. sobre 2 cepas de Fusarium

SPpP.

4.1.1. Determinacion del tipo de antagonismo

Método: Dual Método: Placa precolonizada Método: Por compuestos volatilizados
llustracion 4-1: Capacidad antagdnica 7 cepas de Trichoderma spp. sobre 2 cepas de Fusarium
Realizado por: Otavalo J., 2024.

4.1.1.1. Anélisis de varianza para crecimiento radial en cm de dos cepas de Fusarium en tres

métodos de antagonismo con siete cepas de Trichoderma a los siete dias.

De acuerdo con el anélisis de varianza para crecimiento radial en cm de dos cepas de Fusarium
en tres métodos de antagonismo con siete cepas de Trichoderma a los siete dias, es altamente
significativo para tratamientos. Segun el andlisis de varianza correspondiente, el crecimiento
micelial de Fusarium spp. en la Tabla 2-4, presento altos niveles significativos, con un valor de
0,0001.

Tabla 4-1: Analisis de varianza para crecimiento radial de dos cepas de Fusarium en tres métodos

de antagonismo con siete cepas de Trichoderma a los siete dias

F.V. SC gl CM F p-valor Significancia
TRATAMIENTO 86,59 41 2,11 887,06 < 0,0001 w*
ERROR 0,20 84 2,4E-03
TOTAL 86,79 125
CV: 1,97

Realizado por: Otavalo J., 2024.
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Donde:

F.V.: Factor de Variacion
SC: suma de cuadrados total\
gl: grados de libertad

CM: cuadrado medio
p-valor: probabilidad al 5%
CV: Coeficiente de variacion

Nota:

p-valor: > 0,01y > 0,05 = ns (No significativo)
p-valor: > 0,01 y < 0,05 =* (Significativo)
p-valor: < 0,01y < 0,05 =** (Altamente significativo)

Fusarium incluye especies que se encuentran cominmente en el suelo y que obtienen nutrientes
de la materia organicay las raices de las plantas. Los aportes de nutrientes al suelo suelen disiparse
rapidamente debido a la presencia de una gran cantidad de microorganismos. Por tanto, la mayoria
de los hongos forman estructuras resistentes y permanecen latentes. En el caso de Fusarium,
algunas de sus especies forman clamidosporas que son estructuras resistentes que germinan
Unicamente en presencia de residuos vegetales o raices. Las esporas de Chlamyd pueden
sobrevivir por largos periodos incluso en condiciones desfavorables para el crecimiento de las

hifas. (vargas, 2019)

Fusarium es hongo patégeno un colonizador agresivo y competitivo en comparacion con otras
especies de hongos filamentosos (Beckman, 1987) y puede invadir el tejido cortical externo de
las raices a través de las puntas de las raices y de las heridas. Este primer paso determina si el
patdgeno invadira el sistema vascular. Las cepas no patdégenas pueden colonizar las raices, pero
no causan enfermedades porque no pueden invadir el sistema vascular de la planta debido a una
fuerte combinacion de interacciones celulares, fortalecimiento de estructuras tisulares especificas
de la planta y respuestas de defensa de la planta. si. Esto tltimo ocurre cuando el hongo invade un
huésped inespecifico, donde permanece y forma nuevas clamidosporas, aumentando su capacidad

para sobrevivir en el suelo. (Vargas, 2019)
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lustracion 4-2: Prueba de Tukey al 5% para crecimiento radial en cm de dos cepas de

Fusarium
Realizado por: Otavalo J., 2024.

La prueba de Tukey al 5% demuestra que las 2 cepas de Fusarium alcanzaron los maximos
crecimientos con el método de caja precolonizada, lo cual significa que Fusarium una vez
establecido, Trichoderma no realiza ningln control. Diferente del tratamiento Trichoderma-
Fusarium-método dual, donde se observa el menor crecimiento de Fusarium, lo cual implica que

Trichoderma crecid sustancialmente, representada por la letra A
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lustracion 4-3: Prueba de Tukey al 5% para crecimiento radial en cm de dos cepas de

Fusarium en tres métodos de antagonismo
Realizado por: Otavalo J., 2024.
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4.2.  Andlisis de varianza para crecimiento radial en cm de siete cepas de Trichoderma en

tres métodos de antagonismo con dos cepas de Fusarium a los tres dias

De acuerdo con el andlisis de varianza para crecimiento radial en cm de siete cepas de
Trichoderma en tres métodos de antagonismo con dos cepas de Fusarium a los siete dias, es
altamente significativo para tratamientos. Segun el analisis de varianza correspondiente, el
crecimiento micelial de Trichoderma spp. en la Tabla 3-4, presento altos niveles significativos,
con un valor de 0,0001.

Tabla 4-2: Anélisis de varianza para crecimiento radial en cm de siete cepas de Trichoderma

F.V. SC gl | CM F p-valor Significancia
TRATAMIENTO 268,95 41| 6,56 1197,88 <0,0001 **
ERROR 0,46 84| 0,01
TOTAL 269,41 | 125
CV: 312

Realizado por: Otavalo J., 2024.

Donde:

F.V: Factor de Variacion SC: suma de cuadrados total\ gl: grados de libertad
CM: cuadrado medio
p-valor: probabilidad al 5%

CV: Coeficiente de variacion

Nota:

p-valor: > 0,01y > 0,05 = ns (No significativo)
p-valor: > 0,01y < 0,05 = * (Significativo)
p-valor: < 0,01y < 0,05 =** (Altamente significativo)

Trichoderma es uno de los microorganismos beneficiosos con diversos mecanismos de accion
que ejercen efectos biorreguladores. Ademas, tienen la capacidad de competir por el espacio,
desarrollarse rapidamente, tolerar condiciones ambientales extremas y parasitar y controlar

hongos, nematodos y otros patdgenos vegetales. (Andrade-Hoyos et al., 2023)
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Estudios realizados por Haran et al. (1996) descubrieron que Trichoderma es capaz de hacer esto.
F. oxysporum produce enzimas como polisacaridos, proteasas y lipasas que participan en la
degradacion de la pared celular de f.sp. Involucrado. Radicis-Lycopersici. Como Juan et al. (2010)
demostraron la capacidad de T. viride como agente de biocontrol de F. oxysporum f. sp
azuki y Pythium arrhenomanes y como promotor del crecimiento vegetal en experimentos in
vitro y de campo en plantas de soja. Ademas, encontraron una reduccion en la gravedad de la
enfermedad asociada a la destruccion del epitelio del patégeno por T. viride y una aceleracion del

crecimiento vegetal en plantas tratadas con el microorganismo. (Morato & Cardona, 2021)

Las especies de Trichoderma han sido ampliamente estudiadas durante décadas y se utilizan como
biofertilizantes y agentes de control bioldgico en la agricultura (Gupta et al., 2014). EI mecanismo
de accion incluye la capacidad de actuar como antibidtico frente a patégenos vegetales, como lo
demuestra el efecto inhibidor de los COV producidos por Trichoderma gumsii, como se muestra
en el estudio de Chen et al. (2016). Estos incluyen los ejercidos por los COV. En estudios contra
diversos patdgenos vegetales estudiados, incluido Fusarium flocciferum, se logré una inhibicion
del 46% del crecimiento radial. Entre los compuestos identificados mediante cromatografia de
gases combinada con espectrometria de masas (CG-MS) se encuentran disulfuro de dimetilo,
dibenzofurano, metanotiol y cetonas, que pueden funcionar como inhibidores quimicos de hongos
patégenos. Lo encontré. Por otro lado, la actividad biolégica debida Gnicamente a los COV
producidos por el hongo T. viride frente al hongo fitopatégeno Fusarium spp. en lanzamiento. Se
han comparado tres métodos de extraccion de COVs emitidos por DC9 (FIF025) y Colletotrichum

gloeosporioides 26B, asi como el hongo T. viride. (Ramirez, 2019)
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llustracion 4-4: Prueba de Tukey al 5% para crecimiento radial en cm de siete cepas de

Trichoderma en tres métodos de antagonismo
Realizado por: Otavalo J., 2024.

La prueba de Tukey al 5% demuestra que las 2 cepas de Fusarium fueron controladas mejor por
las cepas de Trichoderma cuando se utilizé el método dual, representados por las letras E-J, las

cuales fueron similar a los controles, diferente de los tratamientos Trichoderma-Placa
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precolonizada- Fusarium, con los menores crecimientos de 0.4 cm, representados por la letra A.
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llustracion 4-5: Control de siete cepas de Trichoderma en tres métodos de antagonismo con

dos cepas de Fusarium a los tres dias

Realizado por: Otavalo J., 2024.

Trichoderma spp. cepa TR1

a) Observacién macroscopica anverso b) Observacién macroscopica reverso ¢) Observacién microscopica a 400x
lustracion 4-6: Caracterizacion morfologica de cepas Trichoderma spp. y Fusarium spp.
TR1

Realizado por: Otavalo J., 2024.

La cepa de Trichoderma spp. TR1 creci6 rapidamente en medio de cultivo PDA a 28°C.

Inicialmente se observé en el anverso como el reverso una coloracién blanca de textura lanosa.

Posteriormente presentd una tonalidad verde-amarillenta, margenes ondulados, textura
principalmente semi compacta lanosa, con pigmentacion amarilla difusa del medio. Se observd
conidiéforos con ramas principales largas a su vez estas tienen algunas ramas cortas delgadas e
irregulares con fialides individuales de forma cilindrica al menos sin cuello estrecho y conidios
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de forma ovalada, lisas de color verde claro. Basado en las caracteristicas culturales vy
morfologicas de las cepas de Trichoderma. EI TR1 obtenido en el estudio fue similar al reportado
por Martinez et al. (2023), los aislados de Trichoderma tuvieron las siguientes caracteristicas
generales: colonias inicialmente blancas, uniformemente redondas y de rapido crecimiento que
se volvieron verdes o azules después de 72 h; colonias septadas y transparentes cuando se
observan con un aumento de 1000x, hifas, racimos comprimidos piramidales de conidi6foros
transparentes, tallos vitreos centrales alargados y expandidos y conidios ovaladas con paredes

ligeramente rugosas.

Trichoderma spp. cepa TR2

a) Observacién macroscopica anverso b) Observacién macroscopica reverso c) Observacién microscopica a 400x

lustracion 4-7: Caracterizacién morfolégica cepas de Trichoderma spp. y Fusarium spp. TR2

Realizado por: Otavalo J., 2024.

La cepa de Trichoderma spp. TR2 creci6 rapidamente en medio de cultivo PDA a 28 °C.

Inicialmente se observo en el anverso como el reverso una coloracion blanca de textura lanosa.

Posteriormente presentd una tonalidad verde oscura, margenes ondulados, textura principalmente
semi compacta lanosa, sin pigmentacion amarilla difusa del medio. Se observd conidiéforos
largos con muchas fiélides individuales de forma cilindrica al menos sin cuello estrecho. Los
conidios de forma ovaladas, lisas de color verde oscuro. Basado en las caracteristicas
culturales y morfoldgicas de las cepas de Trichoderma. EI TR1 obtenido en el estudio fue
similar al reportado por Martinez et al. (2023), los aislados de Trichoderma tuvieron las siguientes
caracteristicas generales: colonias inicialmente blancas, uniformemente redondas y de répido
crecimiento que se volvieron verdes o azules después de 72 h; colonias septadas vy
transparentes cuando se observan con un aumento de 1000x, hifas, racimos comprimidos
piramidales de conidioforos transparentes, tallos vitreos centrales alargados y expandidos y

conidios ovaladas con paredes ligeramente rugosas.
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Trichoderma spp. cepa TR3

P ok

a) Observacién macroscépica anverso b) Observacién macroscépica reverso c) Observacién microscopica a 400x
lustracion 4-8: Caracterizacion morfoldgica cepas de Trichoderma spp. y Fusarium spp. TR3
Realizado por: Otavalo J., 2024.

RN

La cepa de Trichoderma spp. TR3 creci6 rapidamente en medio de cultivo PDA a 28°C.

Inicialmente se observo en el anverso como el reverso una coloracion blanca de textura lanosa.

Posteriormente presentd una tonalidad verde-amarillenta, margenes ondulados, textura
principalmente semi compacta lanosa, con pigmentacion amarilla difusa del medio. Se observé

conidioforos largos con fialides individuales de forma lageniforme al menos sin cuello estrecho.

Conidios de forma ovalada, lisas de color verde oscuro. Basado en las caracteristicas
culturales 'y morfoldgicas de las cepas de Trichoderma. El TR3 obtenido en el estudio fue
similar al reportado por Martinez et al. (2023), los aislados de Trichoderma tuvieron las siguientes
caracteristicas generales: colonias inicialmente blancas, uniformemente redondas y de répido
crecimiento que se volvieron verdes o azules después de 72 h; colonias septadas Yy
transparentes cuando se observan con un aumento de 1000x, hifas, racimos comprimidos
piramidales de conidioforos transparentes, tallos vitreos centrales alargados y expandidos y

conidios ovaladas con paredes ligeramente rugosas.
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Trichoderma spp. cepa TR4

a) Observacién macroscépica anverso b) Observacion macroscépica reverso ¢) Observacién microscopica a 400x

llustracion 4-9: Caracterizacion morfolégica cepas de Trichoderma spp. y Fusarium spp. TR4
Realizado por: Otavalo J., 2024.

La cepa de Trichoderma spp. TR4 crecié rapidamente en medio de cultivo PDA a 28°C.
Inicialmente se observé en el anverso como el reverso una coloracion blanca de textura lanosa.
Posteriormente present6 una tonalidad verde oscura, margenes ondulados, textura principalmente
semi compacta lanoso, sin pigmentacion amarilla difusa del medio. Se observd conidi6foros
largos con muchas fialides individuales de forma cilindrica al menos sin cuello estrecho. Conidios
de forma ovaladas, lisas de color verde oscuro. Basadoen las caracteristicas culturales y
morfol6gicas de las cepas de Trichoderma. EI TR4 obtenido en el estudio fue similar al reportado
por Martinez et al. (2023), los aislados de Trichoderma tuvieron las siguientes caracteristicas
generales: colonias inicialmente blancas, uniformemente redondas y de rapido crecimiento que
se volvieron verdes o azules después de 72 h; colonias septadas y transparentes cuando se
observan con un aumento de 1000, hifas, racimos comprimidos piramidales de conidiéforos
transparentes, tallos vitreos centrales alargados y expandidos y conidios ovaladas con paredes

ligeramente rugosas.

Trichoderma spp. cepa TR5

a) Observacién macroscopica anverso b) Observacién macroscopica reverso c¢) Observacién microscopica a 400x

llustracion 4-10: Caracterizacion morfoldgica cepas Trichoderma spp. y Fusarium spp. TR5
Realizado por: Otavalo J., 2024.
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La cepa de Trichoderma spp. TR5 creci6 rapidamente en medio de cultivo PDA a 28°C.

Inicialmente se observé en el anverso como el reverso una coloracién blanca de textura lanosa.

Posteriormente presentd una tonalidad verde-blanca, margenes ondulados, textura principalmente
semi compacta lanoso, con pigmentacion amarilla difusa del medio. Se observé conidiéforos
largos con fialides individuales de forma lageniforme al menos sin cuello estrecho. Los conidios
de forma ovalada, lisas de color verde oscuro. Basadoen las caracteristicas culturales y
morfoldgicas de las cepas de Trichoderma. EI TR5 obtenido en el estudio fue similar al reportado
por Martinez et al. (2023), los aislados de Trichoderma tuvieron las siguientes caracteristicas
generales: colonias inicialmente blancas, uniformemente redondas y de rapido crecimiento que se
volvieron verdes o0 azules después de 72 h; colonias septadas y transparentes cuando se
observan con un aumento de 1000x, hifas, racimos comprimidos piramidales de conidi6foros
transparentes, tallos vitreos centrales alargados y expandidos y conidios ovaladas con paredes

ligeramente rugosas.

Trichoderma spp. cepa TR6

-~

a) Observacién macroscopica anverso b) Observacién macroscopica reverso c) Observacién microscopica a 400x

lustracion 4-11: Caracterizacion morfoldgica cepas Trichoderma spp. y Fusarium spp.TR6

Realizado por: Otavalo J., 2024.

La cepa de Trichoderma spp. TR6 creci6 rapidamente en medio de cultivo PDA a 28°C.
Inicialmente se observo en el anverso como el reverso una coloracién blanca de textura lanosa.
Posteriormente presentd una tonalidad verde-amarillenta, méargenes ondulados, textura
principalmente semi compacta lanosa, con pigmentacion amarilla difusa del medio. Se observd

conididforos largos con fidlides individuales de forma lageniforme al menos sin cuello estrecho.

Los conidios de forma ovalada, lisas de color verde oscuro. Basado en las caracteristicas
culturales y morfoldgicas de las cepas de Trichoderma. El TR6 obtenido en el estudio fue similar
al reportado por Martinez et al. (2023), los aislados de Trichoderma tuvieron las siguientes

caracteristicas generales: colonias inicialmente blancas, uniformemente redondas y de rapido
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crecimiento que se volvieron verdes o azules después de 72 h; colonias septadas vy
transparentes cuando se observan con un aumento de 1000x, hifas, racimos comprimidos
piramidales de conidioforos transparentes, tallos vitreos centrales alargados y expandidos y

conidios ovaladas con paredes ligeramente rugosas.

Trichoderma spp. cepa TR7

a) Observacién macroscépica anverso b) Observacion macroscépica reverso c) Observacién microscopica a 400x
lustracion 4-12: Caracterizacion morfoldgica cepas Trichoderma spp. y Fusarium spp. TR7
Realizado por: Otavalo J., 2024.

La cepa de Trichoderma spp. TR7 crecié rapidamente en medio de cultivo PDA a 28°C.
Inicialmente se observo en el anverso como el reverso una coloracion blanca de textura lanosa.
Posteriormente presentd una tonalidad verde-amarillenta, méargenes ondulados, textura
principalmente semi compacta lanosa, con pigmentacion amarilla difusa del medio. Se observd

conididforos largos con fidlides individuales de forma lageniforme al menos sin cuello estrecho.

Los conidios de forma ovalada, lisas de color verde oscuro. Basado en las caracteristicas
culturales y morfoldgicas de las cepas de Trichoderma. EI TR7 obtenido en el estudio fue similar
al reportado por Martinez et al. (2023), los aislados de Trichoderma tuvieron las siguientes
caracteristicas generales: colonias inicialmente blancas, uniformemente redondas y de rapido
crecimiento que se volvieron verdes o0 azules después de 72 h; colonias septadas Yy
transparentes cuando se observan con un aumento de 1000x, hifas, racimos comprimidos
piramidales de conidi6foros transparentes, tallos vitreos centrales alargados y expandidos y

conidios ovaladas con paredes ligeramente rugosas.
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Trichoderma spp. cepa TR8

a) Observacién macroscépica anverso b) Observacién macroscoépica reverso ¢) Observacién microscopica a 400x

lustracion 4-13: Caracterizacion morfoldgica cepas de Trichoderma spp. y Fusarium spp. TR8
Realizado por: Otavalo J., 2024.

La cepa de Fusarium spp. FU1 crecid lentamente en medio de cultivo PDA a 28°C. Inicialmente,
el color blanco inicial del micelio se observé en el anverso y el reverso, pero con el tiempo se
volvid de color rojo violeta. Entre las caracteristicas microscépicas se observd la presencia de
clamidosporas y formacion de esporodoquios. Las caracteristicas anteriores concuerdan con las
reportadas por Garcia- Diaz et al. (2016), en la muestra evaluada de Fusarium circinatum se
presentd hifas algodonosas, blanco y coloracion con pigmentacion violeta intensa en PDA,

microconidias ovaladas sin septos.

Trichoderma spp. cepa TR9

a) Observacion macroscopica anverso b) Observacion macroscopica reverso ¢) Observacion microscopica a 400x

llustracion 4-14: Caracterizacion morfoldgica cepas Trichoderma spp. y Fusarium spp. TR9
Realizado por: Otavalo J., 2024.

La cepa de Fusarium spp. FU2 crecié lentamente en medio de cultivo PDA a 28°C. Inicialmente,
el color blanco inicial del micelio se observé en el anverso y el reverso, pero con el tiempo se
volvio de color rojo-violeta. Entro las caracteristicas microscépicas se observé la presencia de

clamidosporas y formacion de esporodoquios. Las caracteristicas antes descritas concuerdan con
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las reportadas por Garcia-Diaz et al., (2016), en la muestra evaluada de Fusarium circinatum se
presentd micelio algodonoso, blanco y coloracion con pigmentacién violeta intensa en PDA,

microconidias ovales sin septos.

43. Discusion

Como objetivo especifico se considerd determinar la capacidad antagdnica de 7 cepas de
Trichoderma sobre 2 cepas de Fusarium spp., segln Vargas (2019), afirma que Trichoderma bajo
condiciones de laboratorio es capaz de presentar distintos grados de inhibicion; en Fusarium
oxysporum. Asi mismo Trichoderma harzianum por accion de las enzimas hidroliticas que
produce, inhibe la germinacién de esporas y elongacién de las hifas de varios hongos, entre ellos

Fusarium solani y Fusarium gramineum.

En los resultados encontrados en la presente investigacion se observé que las 2 cepas de Fusarium
fueron controladas mejor por las cepas de Trichoderma cuando se utilizd el método dual,
representados por las letras E-J, las cuales fueron similar a los controles, diferente de los
tratamientos Trichoderma-Placa precolonizada-Fusarium, con los menores crecimientos de 0.4

cm, representados por la letra A.

Los resultados de este estudio se compararon con un estudio de antagonismo "in vitro" realizados
por Ramirez-Olier et al. (2019), quienes utilizaron un método de cultivo dual para determinar el
antagonismo in vitro y evaluaron el porcentaje de inhibicién del crecimiento radial (PIRG) vy el
grado de parasitismo flngico (grado 0-4). Se encontr6 que ambos aislados producian 100%
de PIRG vy parasitismo flngico en etapa 4 en cultivos duales contra F. oxysporum, y GRB-HA2
caus6 84% de PIRG y parasitismo fungico en etapa 4 contra F. oxysporum. Por lo tanto, estos T.
aspergillus muestra potencial para el control biolégico de enfermedades causadas por hongos

fitopatégenos.

Establecer el mejor mecanismo de antagonismo de 7 cepas de Trichoderma sobre 2 cepas de
Fusarium spp., segun Vargas (2019), menciona que Fusarium spp. es un colonizador agresivo y
competitivo en comparacion con otras especies de hongos filamentosos, es capaz de penetrar en

el tejido cortical externo de la raiz a través de las puntas de las raices o de heridas.

En los resultados encontrados en la presente investigacion se observo que las 2 cepas de Fusarium
alcanzaron los méximos crecimientos con el método de caja precolonizada, lo cual significa que

Fusarium una vez establecido, Trichoderma no realiza ningun control. Diferente del tratamiento
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Trichoderma-Fusarium-método dual, donde se observa el menor crecimiento de Fusarium, lo

cual implica que Trichoderma creci6 sustancialmente, representada por la letra A.

Los resultados de este estudio fueron comparados conun estudio de antagonismo “in
vitro” realizado por Diaz (2016), quien menciond que no se presentd ningn parasitismo fangico
coneste método de caja precolonizada, es decir, Trichoderma harzianum no logro colonizar
el micelio superficial de F. redolens y F. oxysporum. Tampoco hay evidencia de que las hifas de
T. harzianum penetren o envuelvan las hifas de F. redolens y F. oxysporum, lo que indica que esta
cepade Trichoderma no tiene capacidad fingica para micoparasitar este fitopatogeno. Este
comportamiento puede deberse ala quitina de la pared celular de F. redolens y F.
oxysporum esta recubierto de una capa proteica que impide su degradacion por la quitinasa y la
B-1- 3-glucanasa producidas por Trichoderma harzianum, lo que dificulta el control de esta cepa

en las ultimas etapas de la infeccion por Fusarium.
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CONCLUSIONES

o Todas las cepas de Trichoderma evaluadas tienen un efecto inhibidor significativo sobre
el crecimiento de Fusarium spp. La eficacia de Trichoderma puede variar dependiendo
de las condiciones especificas del tratamiento.

o Las 2 cepas de Fusarium fueron controladas mejor por las cepas de Trichoderma cuando
se utilizé el método dual, las cuales fueron similar a los controles, diferente de los
tratamientos Trichoderma-Placa precolonizada-Fusarium, con los menores crecimientos
de 0.4 cm.

o En el método caja precolonizada se observé que las 2 cepas de Fusarium alcanzaron los
maximos crecimientos, lo cual significa que Fusarium una vez establecido, Trichoderma
no realiza ningdn control. Diferente del tratamiento Trichoderma-Fusarium-método dual,

donde se observa el menor crecimiento de Fusarium.

o La caracterizacion morfologica revela similitudes en las caracteristicas de Trichoderma
spp., como una tonalidad verde-oscuro en la mayoria de las cepas y la textura algodonosa
del micelio, asi como la forma alargada y el color verde-amarillenta de los conidios. Sin
embargo, la identificacion precisa requiere métodos moleculares adicionales. En cuanto
a Fusarium spp., se encontraron diferencias en la forma de los conidios, aungue ambos
comparten el color, blanco y coloracion con pigmentacion violeta intensa del micelio y

los conidios.

o El uso de metabolitos volatiles y la interaccién directa entre Trichoderma spp. y Fusarium
spp. pueden afectar el desarrollo y la reproduccién de Fusarium spp.; Trichoderma spp.
puede competir con Fusarium spp. por nutrientes y espacio, para producir enzimas

antifungicas y desencadenar respuestas de defensa en las plantas hospederas.

36



RECOMENDACIONES

o Se recomienda realizar estudios adicionales para investigar la eficacia de las cepas de
Trichoderma en diferentes condiciones y evaluar su capacidad para controlar Fusarium

spp. en diferentes cultivos.

o Se recomienda utilizar el método dual como estrategia preferida para el control de

Fusarium spp. en futuros estudios y aplicaciones practicas.
o Se recomienda realizar analisis morfolégicos detallados de las cepas de Trichoderma y

Fusarium para comprender mejor los cambios estructurales y las interacciones entre

ambos organismos durante el antagonismo.
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ANEXOS

ANEXO A: METODO DUAL

Antagonismo de 7 cepas de Trichoderma spp. frente a 2 cepas de Fusarium spp.







ANEXO B: PLACA PRECOLONIZADA

Antagonismo de 7 cepas de Trichoderma spp. frente a 2 cepas de Fusarium spp.







ANEXO C: METODO POR VOLATILES

Trichoderma (TR1)

Fusarium (FU2)

TIEMPO

Dial

Dia3

Dia 10

TR1FUIMES




TR1FU2ME3




ANEXO D: ACTIVIDAD ANTAGONISTA DE COMPUESTOS ORGANICOS VOLATILES
(COVs) Producidos Por Trichoderma Spp. (Trl) Frente A Fusarium Spp. (Ful, Fu2)

Fusarium (FU1)

Fusarium (FU2)

TIEMPO

Dia 10

TR2FUIMES




TR2FU2ME3




ANEXO E: ACTIVIDAD ANTAGONISTA DE COMPUESTOS ORGANICOS VOLATILES
(COVs) Producidos Por Trichoderma Spp. (Tr2) Frente A Fusarium Spp. (Ful, Fu2)

Trichoderma (TR3) Fusarium (FU1) Fusarium (FU2)

TIEMPO

Dia 1 Dia 3 Dia 6 |

TR3FULIMES




TR3FU2ME3




ANEXO F: ACTIVIDAD ANTAGONISTA DE COMPUESTOS ORGANICOS VOLATILES
(COVs) producidos por Trichoderma spp. (tr3) frente a fusarium spp. (ful, fu2)

Trichoderma (TR4) Fusarium (FU2)

TIEMPO

Dia1l

TR4FUIMES




TR4FU2MES




ANEXO G: ACTIVIDAD ANTAGONISTA DE COMPUESTOS ORGANICOS VOLATILES
(COVs) Producidos Por Trichoderma Spp. (Tr4) Frente A Fusarium Spp. (Ful, Fu2)

Trichoderma (TR5) Fusarium (FU1) Fusarium (FU2)

TIEMPO

TR5FUIMES




TR5FU2ME3




ANEXO H: ACTIVIDAD ANTAGONISTA DE COMPUESTOS ORGANICOS VOLATILES
(COVs) Producidos Por Trichoderma Spp. (Tr5) Frente A Fusarium Spp. (Ful, FU2)

Fusarium (FU1)

Fusarium (FU2)

TIEMPO

Dial Dia3 Dia 6

Dia 10

TR6FULIMES




TR6FU2ME3




ANEXO I: ACTIVIDAD ANTAGONISTA DE COMPUESTOS ORGANICOS VOLATILES
(COVs) Producidos Por Trichoderma Spp. (Tr6) Frente A Fusarium Spp. (Ful, Fu2)

Fusarium (FU1)

TIEMPO

Dial Dia3 Dia 6 Dia 10

TR7FUIME3




TR7FU2ME3




ANEXO J: PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO




ANEXO K: IDENTIFICACION MORFOLOGICA DE LOS MICROORGANISMOS




ANEXO L: CRECIMIENTO RADIAL DE TRICHODERMA'Y FUSARIUM

Método Dual
Trichoderma
ANCHO
EN (cm)

TRATAMIENTOS REPETICIONES 1D 2D 3D 4D 5D 6D
TR1FU1IME1L 1 05 15 25 35 4,5 5
TR1FU1ME1 2 0,5 15 2,6 34 45 5
TR1FU1IME1L 3 0,6 15 25 35 44 51
TR1FU2ME1 1 05 15 25 35 4,5 5
TR1FU2MEL1 2 0,5 15 25 33 44 51
TR1FU2ME1 3 0,6 15 25 3,4 4,5 5
TR2FU1ME1 1 04 11 29 35 4,5 5
TR2FU1IME1 2 05 1 29 35 4,5 5
TR2FU1ME1 3 0,5 12 28 35 44 51
TR2FU2MEL1 1 04 1.2 25 35 4,5 5
TR2FU2MEL1 2 04 1 25 35 44 51
TR2FU2ME1 3 04 11 2,6 35 4,5 5
TR3FULME1 1 0,7 2 2,8 3,6 4,6 53
TR3FU1ME1 2 1 2 2,7 35 4,6 0,4
TR3FUIME1L 3 08 19 28 36 | 45 55
TR3FU2ME1 1 08 2 3 35 | 45 53
TR3FU2MEL1 2 1 2 3 3,5 4,6 5.2
TR3FU2MEL1 3 0,9 2 29 34 4,5 51
TR4FU1MEL1L 1 05 2 28 3,6 4.8 6
TR4FU1ME1L 2 0,5 19 29 3,7 49 6,1
TR4FU1ME1L 3 04 2 28 3,8 49 6,2
TR4FU2MEL 1 0,5 2 3 3,8 4,7 6
TR4FU2MEL 2 0,5 19 31 3.9 4.8 6
TR4FU2MEL1L 3 05 2 29 38 4,7 6,1
TR5FU1ME1L 1 09 2 3 42 54 6,5
TR5FU1ME1L 2 1 19 31 4 53 6,5
TR5FUIMEL 3 0,9 2 3,2 4,3 54 6,4
TR5FU2MEL1 1 0,9 1,2 3 4,3 5,2 6,5
TR5FU2MEL1 2 1 11 29 4,2 53 6,4
TR5FU2MEL1 3 1 1,2 3 4,2 5,2 6,4
TR6FU1ME1L 1 15 2,3 35 44 55 6,5
TR6FU1IME1L 2 14 23 35 43 5,6 6,5
TR6FU1ME1L 3 14 24 35 4,6 5,6 6,5
TR6FU2MEL1 1 1 21 33 3,7 45 5,2
TR6FU2MEL1 2 11 2,2 33 3,6 4,6 53




TR6FU2ME1 1,2 21 34 37 46 53

TR7FULME1 1,3 2.3 34 45 47 55

TR7FULME1 1,3 2,4 34 46 47 56

TR7FULME1 1,4 25 35 4.4 46 57

TR7FU2ME1 0,9 2 29 33 43 55

TR7FU2ME1 1 21 29 34 43 5,4

TR7FU2ME1 0,9 2 3 37 472 55
TESTIGO

TR1 06 2.2 472 6,5

05 2,4 43 6,5

0,7 2.3 472 6,5

TR2 0,7 2.3 46 6,5

05 2,4 47 6,5

0,6 25 48 6,5

TR3 0,8 25 4,5 6,5

0,9 2,4 44 6,5

1 2,4 47 6,5

TR4 1 25 45 6,5

0,9 26 47 6,5

1 2,4 49 6,5

TR5 1 2,7 48 6,5

1 28 47 6,5

0,9 2,7 48 6,5

T6 1 28 48 6,5

1,2 2,7 48 6,5

1 28 47 6,5

TR7 1 26 45 6,5

1,3 2.9 46 6,5

1 26 47 6,5




METODO

DUAL

Fusarium

ANCHO

EN (cm)
Tratamientos | Repeticion 1D 2D 3D 4D 5D 6D
TR1IFUIME1L 1 01 0,3 11 15 14 1,7
TR1IFUIME1L 2 0,2 0,3 1.2 14 13 1,6
TR1IFUIME1L 3 01 0,3 11 14 14 1,7
TR1FU2ME1 1 04 0,5 17 2,2 19 2,4
TR1FU2ME1 2 0,3 0,6 1,6 21 19 2,4
TR1FU2ME1 3 0,3 05 17 2,2 2 24
TR2FU1ME1 1 0,1 0,3 0,6 1 14 17
TR2FU1ME1 2 0,1 0,3 0,5 1 13 1,6
TR2FU1ME1 3 0,1 0,3 0,6 0,9 14 17
TR2FU2ME1 1 0,1 0,5 1 15 19 2,4
TR2FU2ME1 2 0,1 0,5 11 14 19 2,4
TR2FU2ME1 3 0,1 0,5 0,6 15 2 2,4
TR3FU1IME1 1 0,1 0,1 0,5 1 15 2
TR3FU1IME1 2 0,1 0,1 0,5 0,9 14 19
TR3FU1IME1 3 0,1 0,1 0,5 1 15 2
TR3FU2ME1 1 0,1 0,1 0,9 13 18 2,2
TR3FU2ME1 2 0,1 0,1 1 14 19 2,3
TR3FU2ME1 3 0,1 0,1 0,9 13 18 2,2
TRAFUIME1L 1 0,1 05 0,7 1 13 1,7
TRAFUIME1L 2 0,1 05 0,6 0,9 13 1,6
TRAFUIME1L 3 0,1 04 0,6 11 13 1,7
TRAFU2ME1 1 0,1 05 0,6 0,9 1,2 1,6
TR4FUZME1 2 0,1 04 0,6 0,8 1,2 1,6
TR4AFU2MEL1 3 0,1 0,5 0,6 0,9 13 1,6
TR5FUIMEL 1 0,1 0,2 0,5 0,8 11 14
TR5FUIMEL 2 0,1 0,3 0,5 0,9 1,2 14
TR5FUIMEL 3 0,1 0,2 0,5 0,7 11 15
TR5FU2ME1L 1 0,1 04 0,8 13 1,6
TR5FU2ME1 2 0,1 05 0,9 14 1,7
TR5FU2ME1L 3 0,1 05 0,8 13 1,7
TR6FUIMEL 1 0,1 05 0,9 11 15 2
TR6FUIMEL 2 0,1 05 0,9 11 15 19
TR6FUIMEL 3 0,1 04 0,8 11 14 2
TR6FU2MEL1 1 0 05 11 14 2
TR6FU2MEL1 2 0 05 1 15 2
TR6FU2MEL1 3 0 04 12 14 2




TR7FUIME1L 1 01 05 07 1 13 17
TR7FUIME1 2 01 04 06 11 14 1
TR7FUIME1 3 01 04 07 1 13 17
TR7FU2ME1 1 01 05 09 14 18 22
TR7FU2ME1 2 01 06 09 14 18 22
TR7FU2ME1 3 01 06 08 15 19 23
TESTIGO

Tlii“T REP. 1D 2D 3D 4D SD 6D 7D 8D

FUl 1 0,1 0,2 0,6 1 13 17 2 2,2
FU1 2 0,1 0,3 0,7 1 13 17 19 2,3
FUl 3 01 0,2 0,6 0,9 13 17 19 2,2
FU2 1 0,1 0,3 0,8 14 19 2,2 25 2,9
FU2 2 0,1 0,3 0,8 13 1,7 2,3 2,7 3,1
FU2 3 0,1 0,4 0.9 14 18 2,3 2,7 3




Método Volatiles (M3)

Trichoderma

ANCHO EN

(cm)
TRATAMIENT REPETICIONES 1D 2D 3D 4D
oS
TR1FUIME1 1 0,5 15 25 35
TR1FUIME1 2 0,5 15 2,6 35
TR1FUIME1 3 0,6 15 25 35
TR1FU2ME1 1 0,5 15 25 35
TR1FU2ME1 2 0,5 15 25 35
TR1IFU2ME1 3 0,6 15 25 35
TR2FU1IME1 1 0,4 11 29 35
TR2FU1IME1 2 0,5 1 2,9 35
TR2FU1IME1 3 0,5 12 2,8 35
TR2FU2ME1 1 0,4 12 25 35
TR2FU2ME1 2 0,4 1 25 35
TR2FU2ME1 3 0,4 11 2,6 35
TR3FUIME1 1 0,7 2 2,8 35
TR3FUIME1 2 1 2 2,7 35
TR3FUIME1 3 0,8 19 2,8 35
TR3FU2ME1 1 0,8 2 3 35
TR3FU2ME1 2 1 2 3 35
TR3FU2ME1 3 09 2 29 35
TR4FULIME1 1 05 2 2,8 35
TR4FU1IME1 2 0,5 19 29 35
TR4FUIME1 3 0,4 2 2,8 35
TR4FU2ME1 1 0,5 2 3 35
TR4FU2ME1 2 05 19 31 35
TR4FU2ME1 3 0,5 2 29 35
TR5FULIME1 1 0,9 2 35
TR5FULIME1 2 1 19 35
TR5FU1IME1 3 09 2 35
TR5FU2ME1 1 09 12 3 35
TR5FU2ME1 2 1 11 29 35
TR5FU2ME1 3 1 12 3 35
TR6FULME1 1 0,3 15 35
TR6FULME1 2 0,2 16 35
TR6FULME1 3 01 15 35
TR6FU2ME1 1 01 13 35
TR6FU2ME1 2 01 15 35
TR6FU2ME1 3 0,1 14 35
TR7FULIME1 1 01 1 3 35
TR7FULIME1 2 0,1 11 29 35




TR7FU1IME1L 3 0,1 1 28 35
TR7FU2ME1 1 0,2 0,6 29 35
TR7FU2ME1 2 0,3 0,5 29 35
TR7FU2MEL1 3 0,2 0,5 3 35
CONTROL
Tratamientos Repeticiones 1D 2D 3D 4D

TR1 1 0,6 15 24 35
TR1 2 0,7 15 24 35
TR1 3 0,6 16 23 35
TR2 1 0,5 1 2,7 35
TR2 2 04 1,2 2,6 35
TR2 3 04 12 2,7 35
TR3 1 1 19 2,8 35
TR3 2 0,9 2 29 35
TR3 3 0,9 2 29 35
TR4 1 05 2 28 35
TR4 2 04 19 29 35
TR4 3 05 2 28 35
TR5 1 0,7 2,2 35

TR5 2 04 2 35

TR5 3 0,6 22 35

TR6 1 0,2 23 35

TR6 2 0,2 2,2 3,5

TR6 3 0,2 23 35

TR7 1 0,1 0,5 17 35
TR7 2 0,1 0,5 18 35
TR7 3 0,1 05 1,7 35
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