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. RESUMEN

Este estudio evalio la produccion de bioformulados (inoculantes) a base de
Trichoderma spp para el control de Fusarium oxysporum f.sp. caricae en plantas de
babaco(Vasconcellea heilbornii cv babaco) injertadas en papaya hawaiana. Para lo cual se
aislaron diversas cepas de Trichoderma spp de tres provincias, tomando muestras de suelo a
20 cm de profundidad, luego se purificO y se preservaron las cepas obtenidas. En
laboratorio se efectuaron pruebas de eficiencia in vitro (pruebas duales) entre las cepas de
Trichoderma spp y Fusarium oxysporum f. sp. caricae para medir el crecimiento diametral
y la capacidad antagonica por 6 dias, seleccionando asi las dos mejores cepas, Trichoderma
album y Trichoderma koningii. En arroz se produjo los bioformulados a base de T. alboum y
T. koningii incubados 28°C por 7 dias para luego almacenarlos en refrigeracion a 4°C, por
cinco meses efectuando controles de calidad cada mes, mediante un conteo en la cAmara de
Neubauer en donde se hall6 que el mayor nimero de esporas x ml perteneci6 a T. album y
fue de 2 a 2.9x 10 ufc/ml. Se aplico bajo invernadero a temperatura y humedad controlada
mediante disoluciones las diversas concentraciones de las dos mejores cepas de
Trichoderma, a las plantas de babaco injertadas en papaya hawaiana y 15 dias despues se
inoculd artificialmente Fusarium oxysporum f. sp. caricae en concentracion de 10* ufc/mly
se evaluaron durante dos meses, las distintas variables. Los datos demostraron que el mejor
incremento diario de altura del injerto fue de 0.06 cm en el grupo de plantas tratadas con
inoculante a base de T. album debido al efecto positivo en el crecimiento, sin embargo las
dos cepas de Trichoderma realizaron un buen control sobre el fitopatdgeno Fusarium
oxysporum f. sp. caricae. Papaya hawaiana como patrén otorgd cierto grado de tolerancia a
Fusarium oxysporum f. sp. caricae, pero es susceptible a otros patdgenos como
Phytophthora palmivora y bacterias, por lo que es un patrén poco apto para las condiciones

ambientales de nuestro pais.



Il. SUMMARY

This study evaluated the bioformulated production based on Trichoderma spp for the
control of Fusarium oxysporum f.sp. caricae in plants of babaco (Vasconcellea
heilbornii cv babaco) grafted in hawaiian paw paw. For these were isolated diverse
stumps of Trichoderma spp of three provinces, taking soil samples to 20 cm of depth,
then the obtained stumps became purified and were preserved. In laboratory efficiency
test in vitro (dual tests) were made between the stumps of Trichoderma spp and
Fusarium oxysporum f sp caricae to measure the diametrical growth and the
antagonistic capacity for 6 days, selecting this way the two better stumps that were
Trichoderma album and Trichoderma koningii. In rice we produced the bioformulated
based on T. album and T. koningii incubated for 7 days at 28°C for then to be stored in
refrigeration at 4°C for five months making quality controls every month by a count in
the neubauer camera where was that the biggest number of spores x ml belonged to T.
album and it went from 2 to 2.9x10™ufc/ml. It was applied inside a hothouse to
temperature and humidity controlled by dissolution of the diverse concentrations of the
two better stumps of Trichoderma, to the babaco plants implanted later in hawaiian paw
paw and 15 days later we inoculates artificially Fusarium oxysporum f. sp. caricae in
concentration of 10* ufc/ml,they were evaluated during two months, the different
variables. Date showed that the best daily increment in height of the grafted was of 0.06
cm in the group of plants inoculated with T. album because of positive effect on growth,
however the two stumps of Trichoderma carried out a good control on the fitopatogeny
Fusarium oxysporum f sp. caricae. Hawaiian paw paw like pattern grants certain grade
of tolerance to Fusarium oxysporum f. sp. caricae, but it is vulnerable to another
patogeny like Phytophthora palmivora and bacterium, for what is a not very capable

pattern for the environmental conditions of our country



1. INTRODUCCION

El babaco (Vasconcellea heilbornii cv babaco) es una especie originaria de la
region sur de nuestro pais, en las ultimas décadas ha sido catalogada dentro del mercado
internacional como una fruta exotica que esta dirigida a nichos de mercado gourmet,
adicionalmente es exportada hacia la Union Europea especialmente por Holanda y

Alemania.

En el afio 1998 una empresa agroindustrial realizé una amplia promocién para el
cultivo de babaco (Vasconcellea heilbornii cv babaco), ofreciendo comprar la
produccién para su procesamiento y exportacion en pulpa (Falconi y Brito, 2004). La
potencialidad del cultivo es grande siendo asi muy cotizada en los mercados

internacionales llegando a venderse hasta en 3.30 USD por kilogramo (CFN, 1986)

En las Gltimas dos décadas se ha intensificado la produccion bajo invernadero,
con altibajos tanto en rendimiento como en el incremento de problemas fitosanitarios.
La problematica del cultivo gira entorno a los limitantes en la produccion relacionados
con la forma de reproduccion del cultivo y el impacto de enfermedades fungosas. El
babaco se reproduce de forma asexual lo que ademas de causar problemas de pérdida
de variabilidad genética, esta directamente relacionado con el desarrollo de

enfermedades causadas por patdgenos, especialmente hongos.

En cuanto a enfermedades, el principal problema del cultivo es la marchitez

vascular o fusariosis causada por el hongo parasito Fusarium oxysporum f.sp. caricae.,



que se caracteriza por su gran capacidad de sobrevivencia en el suelo (Galarza, 2002), la
infeccion se inicia a nivel vascular desde el tallo hasta el &pice; luego se propaga por
todo el terreno, inhabilitando la siembra de babaco en un tiempo mediato. Actualmente
esta enfermedad es el principal limitante en la produccion de este cultivo en el Ecuador,
ha llegado a distribuirse en todo el pais, alcanzando una incidencia de hasta el 100%

(Fonseca citado por en Galarza, 2002).

Para controlar la marchitez vascular del babaco el agricultor utiliza
generalmente el control quimico mediante mezclas de fungicidas como mancozeb y
thiram por ser productos ligeramente a moderadamente toxicos (Stefanova, 1998). Sin
embargo, este tipo de mecanismos de control resultan no amigables con el medio
ambiente. Por otro lado, técnicas de manejo cultural como rotacion de cultivos por
largos periodos de tiempo y la implementacion de nuevas areas de siembra, se han
utilizado tradicionalmente con resultados de relativa eficiencia en el control de la

enfermedad.

Una alternativa efectiva al uso de productos quimicos es el control biolégico
que en sentido amplio se puede definir como la reduccion del agente patégeno causante
de la enfermedad por accién de microorganismos vivos (Baker, 1987), esta es una de las

posibilidades en proteccion de plantas y frutas frente a las enfermedades.

Se ha demostrados que un buen control de Fusarium spp, se puede lograr
realizando un filtrado de esporas con Trichoderma viride, T. harzianum y T.
pseudokoningii, lo cual indica que la inoculacion de este antagonista en plantas puede

resultar muy interesante para el control de enfermedades fungicas (Erazo, 2000).



Lo que se plantea en esta investigacidon es la produccidén de inoculantes

a base de T7richoderma spp., y la proteccion de plantas injertadas de babaco

en papaya hawaiana (Vasconcellea papaya var. hawaiana) midiendo asi el

comportamiento del patron y antagonista frente a la inoculacidon del patégeno

Fusarium oxysporum f. sp caricae todo esto permitira dar un servicio de calidad

a los agricultores proporcionando plantas libres de Fusarium oxysporum f. sp

caricae., y de esta manera asegurar que la cosecha esperada sera de calidad

exportable.



2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Producir inoculantes a base de Trichoderma spp., para control de Fusarium

oxysporum f.sp caricae en injertos de babaco (Vasconcellea heilbornii cv. babaco).

OBJETIVOS ESPECIFCOS

Aislar y caracterizar cepas de Trichoderma spp., con potencial microbiolégico

de control a Fusarium oxysporum f.sp caricae.

Realizar pruebas de eficiencia in vitro (antagonismo) de cepas de Trichoderma

spp contra Fusarium oxysporum f.sp. caricae.

Formular inoculantes (bioformulados) a base de Trichoderma spp. , eficiente en

el control in vitro de Fusarium oxysporum f.sp. caricae.

Realizar un control de calidad de los inoculantes obtenidos por hasta cinco

Mmeses.

Determinar la eficiencia bajo invernadero de inoculantes a base de Trichoderma
spp en plantas injertadas de babaco (Vasconcellea heilbornii cv. babaco) en papaya

hawaiana (Vasconcellea papaya var. hawaiana).



3. REVISION DE LITERATURA

3.1. CULTIVO DEL BABACO

3.1.1 Origeny Distribucion Geografica.

El babaco es un hibrido natural proveniente de la cruza de las especies
Vasconcellea stipulata (toronche) y Vasconcellea pubescens (chamburo), siendo asi
parte del la genero Vasconcellea, a la cual también pertenecen el papayuelo (V.

goutodiana) y siglagon (V. cundinamarcensis) (Falconiy Brito, 2004).

El babaco es una especie vegetal originaria de las zonas altas de Ecuador y
Colombia. En estos lugares recibe varios nombres como babaco o papayuela. En estado
silvestre se encuentra, desde hace varios decenios, en los valles abrigados del callejon
interandino y lugares secos de la costa. Segun Falconi y Brito (2004), esta distribucion
geogréafica se debe a que el babaco requiere de zonas donde no exista una fuerte

presencia de vientos y heladas.

En el Ecuador el cultivo del babaco se localiza principalmente en las provincias
de: Imbabura (Chaltura, Pimampiro, Atuntaqui, Perucho); Tungurahua (Patate y Bafios);
Pichincha (Tumbaco, Guayllabamba y Sangolqui), Carchi (Mira, Bolivar); Azuay

(Paute); Loja (Vilcabamba, Catamayo), entre otros (Soria y Viteri, 1999).



En la actualidad mediante el empleo de invernaderos se ha ampliado a zonas de
mayor altura y altas precipitaciones (Soria y Viteri, 1999). Se afirma que el babaco
produce 200 Tm/ha durante un periodo de produccién determinado de dos afios, con una

densidad de 5500 plxha™ y un peso promedio de 1.5 y1.6 kgxfruto™(Viteri, 1992).

3.1.2 Clasificacion Taxondmica

El babaco fue clasificado, por primera vez en 1922 como Carica pentagona H,
por O. Heilborn. La denominacion se debi6 a la forma pentagonal del fruto en baya con
aristas angulares levemente deprimidas y cinco lados. Por su etiologia el babaco esta
ubicado dentro del género Carica del griego karike nombre de una higuera, establecido
por Linneo debido a la semejanza de sus hojas. Segun Storey revisado por Falconiy
Landazuri (2005), la familia Caricaceae incluye los géneros Carica, Jacaratia, Jarilla,
Cylicomorpha. Dentro de estos se han descrito 31 especies, todas las Caricas

incluyendo el babaco, tienen nimero cromosémico de 2n = 2x = 18.

Badillo (1967), establece el caracter hibrido del babaco por el cruce natural entre
Vasconcellea pubescens L. (chigualcan) y Vasconcellea estipulata (toronche) lo que le
da la categoria de notomorfo (noto: nuevo, morfo: segregado genético de una poblacidn)

(Badillo citado por Requena, 1972; CFN, 1986).

Mediante esta descripcién Badillo establece una nueva nomenclatura del babaco
como: Carica heilbornii Badillo nm pentagona (Heilborn Badillo) (Camacho y
Rodriguez, 1982). Posteriormente Horovit y Jiménez confirman la denominacién

realizada por Badillo como un hibrido natural entre las dos especies, haciendo cruces



entre V. pubescens y V. stipulata reproduciendo una serie de hibridos idénticos al

babaco, descartando la primera clasificacion de Heilborn (Cossio, 1987).

Badillo (2001), citado por Marcillo y Ruales, (2004), registran como nota
correctiva en el proyecto Valorizacién Integral del Babaco, el nombre cientifico del
babaco como Vasconcellea heilbornii cv babaco, quedando la clasificacion taxondémica
de la siguiente manera: Reino: Plantae, Clase: Angiospermae; Subclase: Dicotiledonae;
Orden: Parietales; Familia: Caricaceae; Género: Vasconcellea; Especie: heilbornii

(INIAP, 2003).

3.1.3 Aspectos Botanicos.

Planta arbustiva, semi-perenne- cuyo tallo alcanza mas de 2 m de

altura. El sistema radical lo conforman raices carnosas verticales que

generalmente no alcanzan profundidades superiores a 1m., 0 menos, de las

cuales se desprenden raices secundarias absorbentes superficiales que

pueden llegar a medir de 50 a 60 cm., de color crema amarillento oscuro,

cuando se cortan exudan latex (Soria y Viteri, 1999).

El tallo es recto, cilindrico, no lefoso, verde cuando joven para tornarse

de tono castano grisaceo en edad adulta. Puede alcanzar una altura de 2 a

3m o mas dependiendo de la edad de planta. El tallo puede medir 30 a 40 cm



de diametro basal; retiene gran cantidad de agua, es suculento, no muy

lignificado, flexible pero a la vez resistente (Camacho y Rodriguez, 1982).

Las hojas insertadas al tronco alternadamente, limbo lobulado con

cinco a siete I6bulos son palmo-lobulares; nervadura marcada, peciolo largo.

Su verde cambia de tonalidades, segun la fase de desarrollo. Una hoja adulta

incluido su peciolo puede llegar a tener una longitud de 80 a 100 cm. (Fabara

etal, 1985).

El babaco es una planta monoica constituida por flores femeninas de pétalos
blanco-amarillento-verdoso y sépalos verde-oscuro. No presenta anteras y filamentos.
El fruto es una baya pentagonal, sin semilla de 20 cm. de largo por 6 cm. de didmetro
gue no necesita polinizacion para desarrollarse. El fruto promedio pesa de 300 a 1200 g.
La epidermis del fruto es verde cuando esta en crecimiento y a la madurez es amarilla;
la pulpa de color crema, acuosa y con olor especial, sobre todo cuando esta maduro
(Falconi'y Brito, 2004). EIl nimero de frutos por planta varia, pues los produce a medida

que va creciendo. Cada planta puede producir anualmente 25 a 30 frutos.

3.1.4 Manejo del Cultivo



El cultivo comienza a producir a los 10 0 12 meses luego de la siembra

y se alarga hasta los 36 0 mas meses. Bajo invernadero comienza a producir

luego de los 16 meses pero pueden producir 32 kg de fruta por m2 con una

densidad de 0.8 plantas por m2.

3.1.4.1 Propagacion.

El babaco se puede reproducir solamente por via asexual o vegetativa,

debido a que posee un fruto paternocarpico, que no produce semilla.

3.1.4.1.1. Por estacas.

Se propaga a través de estacas en vivero, la plantacién se realiza

cuando las estacas que brotaron alcanzan una altura de 30 a 40 cm. El

tiempo que generalmente se demora para llegar a dicha altura es de 60 a 70

dias luego de haber sido sembrada (Falconi y Brito, 2004).

Las estacas se obtienen de plantas maduras de minimo dos afios de

produccion. La longitud de las estacas debe estar entre los 25a30cmy 3 a

20 cm de diametro. Deben tener un corte superior en bisel para evitar el



empozamiento de agua por motivo de las lluvias y un corte basal transversal

para tener una mayor superficie de enraizamiento (AAIC, 2003).

Se aconseja para luego de la realizacidén de los cortes la aplicacidén de

Rootone en dosis de 4 g en 20 litros de agua, en la base de la estaca, para

estimular la produccion de raices (enraizamiento). Este material debe

permanecer durante 4 dias bajo sombra tiempo en el cual eliminara el latex y

cicatricen los cortes. Una vez realizadas estas labores se desinfecta las

estacas con un fungicida sistémico para evitar enfermedades (Falconi y Brito,

2004). Se siembra en el terreno o en estaquilleros, que tienen un sustrato que

permita la aireacion para evitar el exceso de humedad, se puede utilizar

pomina, el enraizamiento se logra a las 10 semanas.

3.1.4.1.2. Por brotes tiernos.

Es una forma de propagacion muy utilizada a nivel de invernadero o en

camas de enraizamiento protegido con plastico (semitransparente). El método

consiste en extraer de plantas en crecimiento o en fase de produccién brotes

que tengan una longitud de 10 cm y un diametro de 1.0 a 2.5 cm (AAIC,



2003). Luego se procede a enraizar pero previamente se corta la parte

superior para estimular la brotacion de las yemas. El lugar donde se coloca

los nuevos brotes debe desinfectarse con anterioridad con Vitavax (captan +

carboxin). Los brotes deben ser mantenidos en condiciones circundantes de

90% de humedad relativa y 22 °C de temperatura (Falconi y Brito, 2004).

Luego de 6 a 7 semanas los brotes estan listos para ser transplantados a

fundas plasticas. El sustrato usado en las fundas debe contener dos partes de

tierra negra y una de pomina, ademas debe estar adecuadamente

desinfectado con hidroxido de cobre 200 g y carbendazim 200 cm?® mezclados

en 200 litros de agua (Falconi y Brito, 2004).

3.1.4.1.3. Porinjerto.

La injertacion segun Zecca (2000), es un proceso por el cual dos

porciones de tejido vegetal viviente son unidos entre si, con la finalidad que se

desarrollen como si se tratara de una sola planta. Por lo general los

portainjertos son especies de la misma familia que proporcionan cierta



resistencia a enfermedades como la papaya criolla que proporciona cierto

grado de tolerancia a Fusarium oxysporum.

El tipo de injerto mas usual para estos casos es el de pua terminal o

asa terminal, que consiste en decapitar el patron ya sea babaco o papaya a

una altura de 10 a 15 cm., luego se realiza una hendidura diametral

longitudinal donde se injerta al babaco con 2 o0 mas yemas, por ul1timo se

cubre con cinta plastica para favorecer la unidén del patron y evitar el ingreso

de agentes nocivos al vegetal (AAIC, 2003).

Chavez (2006), afirma afinidad de brotes de babaco con portainjertos

de papaya, utilizando la técnica de injertacidon en pua terminal, mostrando

buen nivel de compatibilidad entre el babaco y las variedades de papaya

criolla y hawaiana.

Algunas especies por su misma naturaleza presentan un caracter de rusticidad
frente a condiciones adversas ya sea del tipo sustrato, del tipo climatico o efectos
producidos por alguna plaga o enfermedad (Cabrera, 2000). Dicha rusticidad o
resistencia a estas condiciones no la comparten otras especies vegetales que son Utiles

para el hombre. Gracias al injerto las caracteristicas de los dos tipos de plantas, se



combinan y se logra plantas menos susceptibles que pueden gozar de los beneficios de
otras resistentes, creando asi una especie vegetal Gtil y a la vez resistente (Zecca, 2000).

3.1.4.1.4 Propagacion in vitro

En la actualidad se estd realizando cultivos in vitro. El cultivo in vitro
comprende un grupo de técnicas mediante las cuales un explante (parte separada de un
vegetal) se cultiva en forma aséptica en un medio artificial que aporta los nutrientes
necesarios para el desarrollo inicial y posteriormente se mantienen en ambiente externo

controlado (Roca y Mroginski, 1993).

Uno de los objetivos que persiguen el cultivo in vitro es la obtencion de material
vegetal libre de patdgenos que pueda ser propagado posteriormente con exito. Al
obtener en laboratorio plantas que se encuentren libres de patdgenos, se garantiza que el
agricultor pueda disponer de plantas limpias y disminuir los riegos de enfermedades por

manejo de material de propagacion contaminado (Roca y Mroginski, 1993).

En Italia y Nueva Zelanda, los programas estan enfocados a la produccién in
vitro de plantas de babaco libres de bacterias enddgenas las cuales se ha comprobado
que afectan considerablemente el rendimiento y productividad del cultivo (Litz y

Conover, 1981).

3.1.4.2. Siembra

Las labores de siembra se inician con el arado que tiene como funcion el roturar

el suelo. Generalmente el arado llega hasta una profundidad de 40 cm., para producir un



adecuado desarrollo radical del babaco. La época adecuada para realizar el arado es al
final de la estacion seca. En Ecuador coinciden con los meses de agosto, septiembre y

octubre (AAIC, 2003).

Para el babaco se aconseja terrenos planos y cuadrados. La distancia de
plantacion entre planta y planta dentro del lote es de 1.2m x 1.5m (5,500 plantas por
hectéarea), segin la pendiente del terreno (pero en los casos de tener pendiente se
aconseja el sistema de siembra de tres bolillo o en curvas de nivel). Finalmente se aplica
un desinfectante antes de la siembra con hidréxido de cobre 200g y carbendazin

200cm?, en 200 litros de agua (Falconi y Brito, 2004).

3.1.4.3 Brotesy poda

Generalmente las plantas de babaco jovenes emiten varios brotes nuevos, por lo
que se debera seleccionar el numero de brotes deseados de acuerdo a las distancias de
plantacion, nutricion, tipo de plantacion (invernadero o campo abierto), calidad de la
fruta (tamafio y peso), de acuerdo al mercado de destino, determinado en la

planificacion (Soria y Viteri, 1999).

En invernadero, debido a que es necesario aprovechar al maximo el espacio, se
recomienda dejar uno a dos brazos por planta, debiendo estar opuestos para el caso de 2
brazos. En el caso de tres brazos las plantas ocupan mucho espacio y se amplia la
competencia por luz; esta seria una alternativa junto con la de 2 brazos, para reducir el

tamafo de la fruta para su exportacion (Soria y Viteri, 1999).



3.1.4.4 Control de malezas

La mejor opcion para el control de malezas son las actividades de tipo manual
para mantener el suelo limpio. El objetivo es evitar la proliferacién de enfermedades y

plagas (Viteri, 1992).

3.145 Riego

El manejo del riego se constituye en una practica fundamental en el desarrollo
del cultivo de babaco. Este dependera del tipo de suelo, profundidad del suelo vy raices,
estado fenologico del cultivo, método de riego, asi como de la temperatura y humedad

relativa del invernadero (Calvache, 1998).

3.2 TRICHODERMA

3.2.1  Origeny Distribucién Geogréfica



El género Trichoderma es un hongo cosmopolita presente en suelos silvestres,
madera descompuesta y material vegetal. Numerosas especies de Trichoderma son
frecuentemente componentes dominantes de la microflora del suelo en diversos habitas.
Esto es atribuible a la diversa capacidad metabdlica de especies de Trichoderma y su

naturaleza agresivamente competitiva (Kubicek y Harman, 1998).

La mayor parte de especies conocidas del género Trichoderma estan raramente
asociadas con enfermedades en plantas, sin embargo cepas agresivas como T.
harzianum pueden causar pérdidas significativas en la produccion comercial de hongos

comestibles (Kubicek y Harman, 1998).

Desde el punto de vista agricola Trichoderma junto con Gliocladium son
hongos no patogenicos habitantes del suelo, mas estudiados por su antagonismo con
otros hongos incluyendo patogenos propios del suelo, como Rhizoctonia solani. Las
especies de Trichoderma son productoras de enzimas quitinoliticas y glucanasas que les
permiten degradar paredes celulares de otros hongos (Soglio revisado por Erazo 2001).
Su desarrollo se ve favorecido por la presencia de altas densidades de raices, las cuales,
son colonizadas rapidamente por estos microorganismos (Harman, 1998). Esta
capacidad de adaptacién a diversas condiciones medioambientales y sustratos confiere a
Trichoderma la posibilidad de ser utilizado en la industria biotecnologica en la

produccidn de biopesticidas eficientes en el control de enfermedades del suelo.

3.2.2 Taxonomia y Caracteristicas Morfologicas

Segun Webster (1989) revisado por Yandum V, 2001; Gams y Bissett revisado

por Kubicek y Harman (1998); clave interactiva de la APS de Samuels et al (2006);



Trichoderma se clasifica dentro del Reino: Myceteae; Division: Eumycota; Subdivision:
Deuteromycotina; Clase: Hyphomycetes; Subclase: Hyphomycetidae; Orden:

Moniliales; Familia: Moniliaceae; Género: Trichoderma.

Las diversas especies de Trichoderma son mas o menos similares, presentando
unos pocos caracteres taxonomicos diferentes que tienen importancia para la
identificacion de especies (Rifai, 1969). La morfogénesis se define como el desarrollo
de un organismo. Para género Trichoderma uno de los caracteres taxondmicos mas
usados para la clasificacion de especies de Trichoderma es la diferenciacion de sus

celulas, en cuanto a forma, tamafio, funcién y composicion quimica (Turian, 1983).

Papavizas (1985), refiere que el estudio sobre el desarrollo, morfogénesis y
esporulacion in vitro del género Trichoderma es muy util si la informacién derivada de
estos puede ser utilizada para el desarrollo de biomasa a grandes escalas y emplearlas en

el control bioldgico.

La esporulacion en la mayoria de las especies del género Trichoderma, es
favorecida por su fotosensibilidad y como consecuencia de esto esporulan bien en
varios sustratos, ya sean naturales o artificiales (Papavizas, 1985). Este mismo autor
sefiala que la exposicidn de cepas a luz, durante un tiempo de 20 a 30 segundos induce
la esporulacion, sin embargo la mejor fotoinduccion a fialoconidiogénesis ha sido

obtenida cuando las cepas fueron expuestas a la luz del dia durante tres minutos.

Trichoderma forma colonias de color blanco a verde intenso que crecen
rapidamente en medios de cultivo artificiales, el color varia debido a la pigmentacion de

las esporas, son floccosas, suaves. Las colonias pueden ser compactas o sueltas,



existiendo variaciones entre ambos extremos; estas caracteristicas pueden estar

correlacionadas en parte con las estructuras de los conidiéforos (Rifai, 1969).

El micelio es septado y hialino (transparente); a partir de él se originan los
conidioforos aterciopelados, erectos o arrastrados, altamente ramificados mas o menos
conicos, débiles o fuertemente verticilados y cortos que se separan con facilidad en
cuyas partes terminales producen esporas (conidias) unicelulares, esféricas no septadas,
subglobosas a elipsoidales y viscosas, a menudo reunidas en forma de racimos.
Comunmente forma clamidosporas, intercaladas o raramente terminales, las cuales son

globosas a elipsoidales, hialinas y de pared suave (Romo y Avila, 2000).

3.2.3 Mecanismos Antagonicos

En general los antagonistas no tienen un Unico modo de accion, por tanto la
multiplicidad de modos de accion es una caracteristica a seleccionar en un antagonista.
Los riesgos de seleccionar al patdgeno por resistencia al antagonista se reducen al
actuar este ultimo por varios mecanismos. El riesgo de resistencia se reduce tambien
mediante el uso de combinaciones de antagonistas de diferente modo de accion (Cook y

Baker, 1983).

Trichoderma ha desarrollado mecanismos para atacar y parasitar a otros hongos
y asi, aprovechar una fuente nutricional adicional. Se reporta varios mecanismos
demostrados recientemente, con los cuales Trichoderma actia como biocontrolador y

como colonizador de las raices.

Entre los principales mecanismos antagénicos utilizados por Trichoderma spp.,

se puede mencionar los siguientes:



3.2.3.1 Antibiosis

Esta ocurre cuando hay produccion de metabolitos toxicos o antibidticos de un
organismo con accion directa sobre otro. Muchos microorganismos tienen la capacidad
de producir antibidticos en cultivos puros, lo cual es la mas fuerte evidencia de la
posible accién de este tipo de compuestos como mecanismo de ataque de Trichoderma
spp., bajo condiciones de campo. No obstante para este hongo en particular la
produccion de metabolitos esta fuertemente ligada a la produccién de enzimas propias

del proceso de micoparasitismo (Hhjeljord y Tronsmo, 1998).

Trichoderma produce sustancias como trichodermina, dermadina, sequisterpeno,
suzukacillina, alamethicina, trichotoxina y acetaldehido, todas con propiedades
antifungosas y antibacteriales; adicionalmente enzimas como B-1,3 glucanasa, quitinasa
y celulasa son producidas por varias especies de Trichoderma que facilitan la habilidad
del antagonista para atacar un amplio rango de patdgenos ejerciendo su efecto sobre las

paredes celulares (Romo y Avila, 2000).

Trichoderma produce una variedad de metabolitos secundarios volatiles Ej:
Trichoderma koningii produce un olor a coco y no volatiles, algunos de los cuales
inhiben a otros organismos con los cuales no establece contacto fisico. Entre las
sustancias inhibidoras se encuentran la gliotoxina, viridina y gliovirina (Howell et al,

2000).

Trichoderma ha sido usado para combatir enfermedades en diversos cultivos
como: algodon, ciruelos, uvas, camotes, lechuga, cebolla, arveja, manzanas y zanahorias

causadas por patdgenos como: Pythium sp., Phytophthora sp., Rhizoctonia sp.,



Sclerotinia sp. , Botrytis sp., y Fusarium sp. Varios aislamientos han demostrado ser

exitosos en invernaderos y campo abierto, en el suelo y la fildsfera (Erazo, 2001).

3.2.3.2 Micoparasitismo

Este mecanismo abarca diferentes interacciones antagonista-patdgeno. Consiste
en que el hongo antagonista enrolla y penetra el micelio del patégeno. Las hifas del
antagonista se multiplican y expanden dentro de las hifas del hospedero, provocando la
pérdida total del protoplasma, dejando solo células vacias. Durante este proceso el
antagonista actla como parasito, forma diferentes estructuras como abrazaderas,
ganchos o apresorios que le permiten adherirse y provocar lisis y huecos en las células
del patogeno. Desde 1932 cuando se reportd a Trichoderma como micoparasito de
Rhizoctonia solani, se ha observado su parasitismo en numerosos hongos fitopatégenos

(Romo y Avila, 2000).

En el mecanismo de parasitacion entre Trichoderma a otros hongos, se distingue
cuatro estados: a) crecimiento quimiotréfico, en el cual, el estimulo quimico proviene
del hongo objeto de control; b) reconocimiento especifico, probablemente mediado por
aglutininas (lecitinas) sobre la superficie celular tanto del hongo antagénico como del
patdgeno; c) union y crecimiento de las hifas alrededor del hospedero y d) secrecion de

enzimas liticas que degradan las paredes celulares del hospedero (Erazo, 2001).

3.2.3.3 Competencia



Se produce cuando dos o mas organismos demandan un mismo

recurso vital. La competencia entre agentes de control biolégico y el

fitopatdgeno puede resultar en control bioldgico por aniquilacion de la poblacién

perjudicial, y que puede favorecer a 7richoderma spp., debido a su alta

frecuencia de crecimiento y desarrollo (Hhjeljord y Tronsmo, 1998).

Trichoderma esta adaptado biolégicamente para una colonizacién

agresiva de nutrientes disponibles y persistencia como clamidosporas y

conidias cuando los nutrientes son escasos. Las caracteristicas saprofiticas de

este género esta reflejado en su uso como agente de biocontrol, cuando es

inducido a comenzar su crecimiento por la presencia de nutrientes, este

coloniza el sustrato rapidamente, algunas veces empleando antibiosis o

micoparasistismo directo contra sus competidores (Erazo, 2001). La

competencia por nutrientes también parece ser aqui el mecanismo mas potente

empleado por algunas razas de 7richoderma para el control de Fusarium

oxysporum (Hhjeljord y Tronsmo, 1998).

3.2.3.4 Induccidn de resistencia secundaria en el hospedero.



Los procesos de induccién de resistencias en los tejidos vegetales son
importantes y susceptibles de manipulacion (Andrews, 1984). Algunos estudios indican
que agentes de biocontrol pueden interaccionar con los tejidos de la planta, y esta
desarrollar mecanismos de resistencia por alteraciones quimicas y/u osmoticas que le
favorezcan en contra del patdgeno (McLaughlin et al., 1990). Ademas la presencia de
metabolitos secundarios producidos por algunos microorganismos, pueden inducir

procesos de resistencia de la planta para la produccion de substancias inhibitorias.

3.2.4 Importancia Biotecnoldgica.

Trichoderma muestra una gran variabilidad genética, muchas razas son
efectivas en una gran variedad de habitats contra diversas clases de patdégenos del suelo.
Se lo ha usado para combatir enfermedades en varios cultivos como algodon, uvas,
camote, lechuga, cebolla, arvejas, ciruelos, manzanas y zanahorias. Trichoderma es
especialmente efectivo en el control de patdgenos del suelo como Pythium,
Phytophthora, Rhizoctonia, Sclerotinia, Botrytis y Fusarium. Trichoderma harzianum,
T. koningii y T. viriens han sido reconocidos como efectivos en el control del nematodo
Meloidogyne javanica en tomate y ocra (Revisado por Erazo, 2001). Evidencia
cientifica ha demostrado que varios aislamientos de Trichoderma son eficientes en
invernaderos, campo abierto, en suelo, la fildsfera, y en almacenamientos frios (Kubicek

y Harman revisado por Erazo, 2001).

3.2.4.1 Control Biologico

Las enfermedades de las plantas pueden ser causadas por un numero de

organismos, incluyendo, bacterias, algas, nematodos, virus y hongos (Kucharek, 1997).



Este Gltimo grupo tiene relevante importancia en la agricultura, debido a que comprende

los principales agentes patdgenos de vegetales (Shivas y Hyde, 1997).

El impacto ambiental negativo resultante del uso irracional de los productos
quimicos sintéticos en los agroecosistemas agricolas ha motivado la blsqueda de
alternativas no quimicas en el control de enfermedades. En los ultimos afios ha cobrado
gran importancia la utilizacion de microorganismos como agentes de biocontrol de los
parésitos de las plantas (Castellanos, 2001). En particular para enfermedades se usa el
control biolégico microbiano, el uso de biocontroladores en el suelo ha comenzado a
utilizarse con el fin de disminuir el uso de agroquimicos altamente contaminantes en la

produccion de hortalizas (Escande A 'y Cols, 1999 revisado por Rodriguez 2002)

Los biocontroladores son selectivos y no dafan los tejidos de la planta, siendo
una alternativa ecolégicamente mas conveniente, evitando problemas de contaminacion
y de residuos quimicos (Loison revisado por Sandoval, 2004). Asi, actualmente se han
transformado en una herramienta de real importancia dentro del manejo integrado de

enfermedades (Bruna revisado por Sandoval, 2004).

El término control bioldégico o biocontrol de enfermedades fungicas ha
experimentado desde sus inicios cambios en cuanto a su contenido y definicién, siendo
la mas aceptada la indicada por Baker (1987), quien define al control biolégico como la
reduccion del indculo o de la actividad productora de enfermedad del microorganismo
patdgeno, debido a uno 0 mas microorganismos incluida la planta hospedera, excluido

el hombre.

Segun Cooke y Baker (1983), control biolégico es la reduccion de patégenos,

causantes de enfermedades, a partir de uno o méas organismos (Hjeljord y Tronsmo,



1998). El uso exclusivo de los agentes de control biolgico es un beneficio tanto para
los que desarrollan esta ciencia, como para la naturaleza. La naturaleza podria
beneficiarse en la valorizacién del habitat y en el mejoramiento de la calidad de vida

(Elad, 2000).

Por otra parte, Snyder (1960) revisado por Mehrotra (1988), defini6 al control
biol6gico como una tactica para interrumpir las actividades del microorganismo
patdégeno, tomando como base la resistencia de la planta, a través del mejoramiento

genético y modificaciones de las practicas culturales para disminuir la infeccion.

En el control biologico microbiano se utilizan las esporas o filtrados de cultivos
de hongos antagonistas que actian por medio de productos metabolicos que ejercen
accion sobre la pared celular, membrana y acidos nucleicos de sus hospederos o por
micoparasitismo matando las estructuras invadidas directamente, reduciendo de esta
manera la concentracion de esporas o la densidad poblacional, por ende el ataque de

muchos hongos fitopatdgenos de importancia economica (Elad y Katan, 1980).

El control biolégico ha sido utilizado por el hombre desde los inicios de la
agricultura. En Europa hace siglos se utilizé el barbecho como la técnica principal de
los sistemas de produccién, posteriormente se introdujeron sistemas de rotacion para
disminuir la incidencia de enfermedades e incrementar la fertilizacion del suelo

(Campbell, 1989).

En las Gltimas décadas el mercado para los productos biolégicos generados para
el control de plagas y enfermedades ocup0 solo el 0,45% del mercado global de los
agroquimicos. Dentro de los agentes bioldgicos mas comercializados se citan: Bacillus

thuringiensis, Beauveria spp., Metharrizium spp., Trichoderma spp., Pseudomonas spp.,



y nematodos del género Steinernema spp. Es importante mencionar que los productos
obtenidos de los agentes antes mencionados presentan limitantes, especificidad,
sensibilidad a factores ambientales, problemas con las dosis de formulacion y algunos
problemas de calidad en la produccion a escala industrial debido a la presencia de

contaminantes (Powell y Jutsum, 1993).

Trichoderma spp., tiene diversas ventajas como agente de control biolégico,
pues posee un rapido crecimiento y desarrollo, ademas produce una gran cantidad de
enzimas, inducibles con la presencia de hongos fitopatdgenos. Puede desarrollarse en
una amplia gama de sustratos, lo cual facilita su produccion masiva para uso en la
agricultura. Su gran tolerancia a condiciones ambientales extremas y habitats donde los
hongos causan enfermedades, le permiten ser eficiente agente de control, de igual forma
puede sobrevivir en medios con contenidos significativos de pesticidas y otros quimicos
(Hhjeljord y Tronsmo, 1998). Ademas, su gran variabilidad se constituye en un
reservorio de posibilidades de control biolégico bajo diferentes sistemas de produccion

y cultivos.

Lewis y Papavizas (1984), sefialan como efecto muy importante en la
esporulacion de Trichoderma spp., su habilidad para producir clamidosporas las cuales
juegan un rol importante en el control biolégico. Las clamidosporas recién formadas
presentan un alto porcentaje de germinacion, aproximadamente 75% bajo condiciones

Optimas, caso contrario entre un 13 y un 31% son viables.

3.24.1.1 Caracteristicas deseables de un agente de conftrol

biologico



En el momento de escoger un agente de control bioldgico se deben

considerar algunas caracteristicas, pero estas particularidades no siempre son

faciles de conseguir debido a la falta de consistencia en la actuacion de los

agentes y el estrecho espectro de accion, consecuentemente son considerados

como los principales limitantes de los productos biologicos. Entre estas

tenemos (Wilson y Wisniewski, 1989): estabilidad genética, efectividad a bajas

concentraciones, capacidad de reproducirse en medios de crecimiento

econdmicos, facilidad de aplicacion, resistencia a los insecticidas y fungicidas

con que pueda entrar en contacto, no patogenecidad para el hospedero,

capacidad de sobrevivir en condiciones adversas, no produccion de metabolitos

secundarios que sean toxicos para las personas y animales.

3.2.4.2 Formulaciones y produccién comercial

La produccion de microorganismos para el control de enfermedades

depende del tipo de microorganismo, de su estabilidad, los requerimientos y de

la factibilidad tecnolégica y econdémica (Yanez, 2003).

3.24.2.1 Produccion Artesanal.



En este método existe un gran manejo manual en los diversos procesos

y dentro de cual hay cuatro formas de produccion:

a). Cultivos sobre soportes sélidos en bandejas, frascos o bolsas. En

este tipo de formulaciones se incluye un soporte solidd, que ocupa el mayor

volumen del recipiente; el proceso de secado se da por diversas técnicas como

congelacion, silicagel y/o liofilizacion. Proporcionan una vida util larga ya que

mantiene las células en estado seco.

b). Cultivos liquidos agitados en zaranda (fermentacion sumergida). Se

desarrolla sobre sustratos solidos a los cuales se les puede afadir agua o

caldo nutritivos que contengan microorganismos antagonistas (Fernandez-

Larrea, 2002a).

c). Cultivos liquidos en condiciones estaticas. Se emplean subproductos

de la industria azucarera y de la agricultura, se lo realiza en frascos que se

colocan en camaras de reposo con temperatura controlada (Fernandez-Larrea,

2002a).



d). Cultivos bifasicos. Se realiza el inoculo en forma liquida agitado o

estatico y posteriormente se pasa a soporte solido (Fernandez-Larrea, 2002a).

Los métodos mas utilizados en el caso de hongos antagonistas son las

formulaciones sobre sustratos solidos y los cultivos bifasicos con una primera

fase liquida para obtener los indculos y una segunda fase de produccion sélida

en la cual se obtienen los conidios que son las principales estructuras

infectivas. En general los productos solidos a partir de hongos tienen mejor

permanencia y se aplican directamente al suelo con buenos resultados. Las

dosis varian con el tipo de cultivo, presencia del patdégeno en el suelo y tipo de

preparado que se utilice.

El almacenamiento de los solidos, después de secos alcanzan hasta 4

meses a temperaturas inferiores a 25°C. Los liquidos son estables hasta un

mes en condiciones iguales de temperatura (Fernandez-Larrea, 2002b).

En las formulaciones solidas las mas conocidas son polvos para

espolvoreo y humedecibles, cebos y granulados. Una de las ventajas que

presentan los hongos pertenecientes al género T7richoderma es que tienen



escaso requisitos nutricionales, lo que permite su produccion masiva en

sustratos que en su mayoria son desechos o subproductos de la produccion

agropecuaria, disponibles en cantidades suficientes en los paises en desarrollo

y ademas muy baratos (Pérez N, 2001).

Entre los medios utilizados para la produccion masiva y liberacion de

Trichoderma spp., se encuentran: salvado de diferentes granos, melaza de

cafha de azucar, paja de trigo, corteza de arboles composteada, paja

humedecida con una solucién mineral acida, salvado de trigo mezclado con

turba, harina de diferentes cereales y arena, salvado de trigo y aserrin, turba

colonizada mezclada con arena o cascara, granos de cebada (Upadhyay y Rai,

1986).

3.24.22 Produccion Industrial.

Va desde la etapa de laboratorio, con el uso de agitadores, hasta

procesos de fermentacion sumergida en equipos industriales de alta capacidad

(Yanez, 2003). En estos equipos industriales se controla la humedad y



temperatura de forma adecuada asi como los requerimientos de intercambio

gaseonso.



3.3 PROBLEMAS FITOSANITARIOS EN EL BABACO

El babaco se ve afectado por varios problemas fitosanitarios y

deficiencias nutricionales que afectan el desarrollo normal de la planta y la

calidad de la fruta. La incidencia y severidad de las enfermedades, asi como

las poblaciones de insectos, acaros, y nematodos puede manejarse de mejor

manera bajo invernadero que a campo abierto, siempre y cuando se tenga un

adecuado control de las condiciones ambientales internas, y se tomen las

necesarias medidas preventivas y de control (Soria y Viteri, 1999).

3.3.1Plagas

Las plagas que mas afectan al cultivo del babaco son: pulgdn (Aphis

sp), acaros (Tetranychus urticae), nematodos (Meloidogyne incognita y M

Jjavanica (AAIC, 2003).

3.3.2 Enfermedades

Dentro de las enfermedades mas representativas en el babaco

tenemos a la lancha temprana (Alternaria sp), cenicilla (Oidium sp),



antracnosis (Mycosphaerella sp), peca (Asperosporium sp), phoma

(Phylosticta sp, Phoma sp), pudricion del fruto (Collefotrichum sp.),

bacteriosis (Erwinia carafovora), pudricion de raices y tallos (Fusarium

oxysporum), (AAIC, 2003).

3.3.3 Enfermedades causadas por virus

Dentro de las enfermedades causadas por virus tenemos el Virus del

mosaico y Virus tipo rugoso (AAIC, 2003).

3.3.4 Marchitez Vascular del Babaco o Fusariosis.

3.3.4.1 Impacto de Fusarium en el cultivo del Babaco y distribucion

geografica.

Los hongos fitopatdgenos en el ambiente causan grandes pérdidas en las
cosechas, deterioro y desmejoramiento de la calidad vegetal. Para solucionar este
problema se utilizan métodos que controlan el crecimiento de estos hongos; siendo el

control quimico uno de los métodos mas utilizados a nivel comercial (Harman, 1996).

Dentro de los hongos fitopatdgenos se encuentra Fusarium que incluye un gran
namero de especies presentes en el suelo, de distribucién cosmopolita conocidas desde
hace muchos afios como importantes patdgenos de plantas (Moss y Smith, revisado por
Pérez, 2002). Recientemente, se ha descrito también a Fusarium como un patdégeno

humano en pacientes inmunodeprimidos (Pérez, 2002).



La especie mas comun, Fusarium oxysporum, causa la marchitez vascular en
una gran variedad de cultivos econdmicamente importantes (Beckman, revisado por

Pérez 2002).

En nuestro pais el babaco es uno de los cultivos que en los ultimos diez afios a
presentado gran interés por su precio en el mercado y su alta productividad, en
condiciones controladas de invernadero y al aire libre. Esto ha propiciado la
multiplicacion masiva de material vegetativo, sin ningin control sanitario. Dentro de
estos problemas fitosanitarios, la marchitez vascular del babaco, causada por Fusarium
oxysporum f.sp caricae, constituye la enfermedad de mayor impacto. Actualmente esta
enfermedad es catalogada como el principal limitante en la produccion de este cultivo
en el Ecuador, llegando a distribuirse en todo el pais, alcanzando una incidencia de

hasta el 100% (Fonseca en Galarza, 2002).

Una de las principales caracteristicas de Fusarium oxysporum, es su
sobrevivencia en el suelo, por medio de esporas de resistencia (clamidosporas), las
cuales germinan cuando el cultivo es establecido en el terreno, ingresando
principalmente por las zonas de crecimiento de la raiz, heridas causadas sea por

nematodos y/o por herramientas de uso agricola.

Fusarium se distribuye ampliamente en el suelo; sobre las partes aéreas y
subterraneas de las plantas. En los desechos y otros sustratos organicos (Nufiez, 2000).
El hecho que este hongo pueda sobrevivir sapréfitamente en el suelo de un terreno de
cultivo casi por tiempo indefinido, hace que su control mediante rotacién de cultivos, y

otras practicas de cultivos sean impracticos e ineficaces (Agrios, 2002).

3.3.4.2 Clasificaciéon taxondmica



Segun Alexopoulos et al (1985,1996) revisado por Yangari, (2001), Fusarium se
clasifica en: Reino: Myceteae, Division: Amastigomycota, Clase: Deuteromycetes,
Subclase: Hyphomicetidae, Orden: Moniliales; Familia: Tuberculiraceae, Género:

Fusarium.

Los marchitamientos vasculares son causados en su mayoria por Fusarium
oxysporum, a diferentes plantas hospedantes que son atacadas por formas especiales o

razas del hongo (Yangari, 2001).

3.3.4.3 Morfologia del Patdgeno

Las colonias de los distintos fusarios crecen de moderada a profusamente, tienen
diversos colores (blanco, rosado palido, rojo, anaranjado, puarpura, celeste, verde
aceituna o pardo), especialmente en el reverso de la colonia. EI micelio es ralo o denso,

ya sea algodonoso, o como una tela (Carrillo, 1991).

Fusarium oxysporum presenta un micelio incoloro al principio, pero conforme
madura adquiere un color crema o amarillo palido y bajo ciertas condiciones adquiere
una coloracion rosa palido o algo purpura (Vizuete, 2000). Produce conidiéforos
alargados en algunos casos sOlo constan de una célula conididégena, otros estan
ramificados, a veces en verticilos, septados, individuales, agrupados en esporodoquios

(Booth 1971).

Presenta conidias hialinas y variables; produce 3 tipos de esporas asexuales

(Vizuete, 2000). Los macroconidios son estructuras largas en forma de media luna o



elipticas, multiseptadas, constituidos de tres a cinco células que se encorvan hacia
ambos extremos, los pices son puntiagudos y en muchas especies con una célula basal
en forma de pie (Vizuete, 2000; Agrios, 2002). Los microconidios, que tienen de una a
dos células y son las esporas que el hongo produce con una mayor frecuencia, su forma
pueden ser: elipsoidal, fusiforme, claviforme, piriforme o subgloboso con una base
redondeada o truncada, por lo general formando cabezuelas, pero en algunas especies

en cadenas basipetas (Carrillo, 1991). No siempre se producen ambos tipos de esporas.

Las clamidosporas son el tercer tipo de espora que produce este hongo.
Constituidas por una o dos células, son de pared gruesa, pueden ser terminales, laterales
o0 intercalares, a veces formando cadenas (Carillo, 1991). Las clamidosporas pueden
permanecer largo tiempo en el suelo debido a que estan adaptadas a condiciones

adversas (Vizuete, 2000).

3.3.4.4 Ciclo de Vida y Sintomas.

Fusarium es un organismo saprofito, alli una vez que se introduce en un terreno
de cultivo, se establecen alli por tiempo indeterminado, aunque su nimero poblacional
varia en forma considerable, dependiendo de la susceptibilidad y tiempo de cultivo de la
planta hospedante en el campo. Los nematodos parasitos del suelo y el uso de
herramientas agricolas, habitualmente incrementan la incidencia de los marchitamientos
debido a que proporcionan un mayor numero de puntos efectivos de penetracion

(Agrios, 2002).

Fusarium se propaga en el suelo en menor grado en forma de micelio que se
desarrolla en las raices o restos de la plantas, lo hace principalmente en forma de

micelio, esporas o esclerocios llevados por el agua del suelo, equipo agricola,



transplantes, esquejes de plantas infectadas y en algunos casos, en forma de esporas o

esclerocios llevados por el viento (Agrios, 2002).

Tan pronto como llega a la raiz de la planta, el micelio del hongo se extiende
hasta los vasos xilematicos, donde forma micronidios, subsecuentemente el micelio y
las esporas del hongo ascienden en la planta a través de sus vasos xilematicos, siendo

llevadas las esporas por la corriente de transpiracion (Agrios, 2002).

En los estados iniciales de la infeccion las hifas se hallan confinadas a los vasos
del potoxilema y metaxilema, para invadir lateralmente de vaso a vaso los elementos
primarios y secundarios del xilema. A continuacion se da un explosivo estado de
invasion hacia arriba (tallos y peciolos), dada principalmente por medio de
microconidias, que son arrastradas por la savia. Las mismas conidias germinan y
penetran los poros de las barreras, esporulando bajo la obstruccion y volviendo a

producir micelio, asi en un proceso repetitivo (citado por Galarza, 2002).

En tallos jovenes recién infectados, el nimero de vasos xilematicos formados
disminuye y sus paredes celulares se adelgazan més de lo normal. Con frecuencia, las
células parenquimatosas entorno a los vasos xiléemicos son estimulados por secreciones
del patdgeno para que se dividan excesivamente y, esto unido a la paredes adelgazadas
y debilitadas de los vasos, da como resultado la disminucion del didmetro o el colapso
total de los vasos. Cuando el hongo llega a la superficie de los tejidos muertos, y
esporula profusamente, las esporas son entonces diseminadas hacia nuevas plantas o

areas por medio del viento, el agua y otros factores (Agrios, 2002).

Las plantas afectadas presentan sintomas como hojas o partes de la planta

pierden su turgencia, se debilitan, adquieren una tonalidad que va del verde claro al



amarillo verdoso, decaen y finalmente se marchitan, se tornan amarillas, empardecen y
mueren. Los retofios tiernos y jovenes también se marchitan y mueren. Al realizar cortes
transversales en los tallos y ramitas infectadas muestran varias zonas cafés decoloradas
dispuestas en forma de un anillo completo o interrumpido que consta de tejidos

vasculares decolorados (Agrios, 2002).

La principal causa por la cual esta enfermedad es dificil de controlar es por la
imposibilidad del babaco para producir semilla (por ser un hibrido natural) y usar como
Unica alternativa la propagacion asexual mediante estacas, con la consecuente pérdida
de variabilidad genética y resistencia a enfermedades. De esta manera algunos
productores para apalear las pérdidas economicas cortan plantas y producen estacas
contaminadas vendiéndolas a otros, propagandose de esta manera la enfermedad en

nuevos terrenos de forma acelerada (Galarza, 2002).

Cuando los productores se percatan de los sintomas de la enfermedad en la
plantas, la pérdida economica es irreversible, ya que la caida de hojas, flores y frutas

trae como consecuencia una drastica disminucién en la produccion.

3.3.4.5 Control

Este fitopatdgeno tiene una gran capacidad de esporulacion, ya que una espora
que ingrese a la planta es suficiente para introducir el patdégeno en ella, asi como

sobrevivir en el suelo, haciendo dificil su control.

Un método efectivo para controlar los marchitamientos ha sido el uso de
variedades resistentes, ya que con el control quimico se ha logrado resultados

inconsistentes.



Las précticas de cultivo tales como el barbecho profundo, la rotacién de cultivos,
el dejar el suelo sin cultivar o la inundacion de los terrenos de cultivo, han sido Utiles
para disminuir poblaciones del patdégeno en el suelo, sin eliminarlo totalmente. La
fumigacién de los suelos ha tenido éxito en algunos casos, pero es demasiado costosa y
su efecto es tan poco duradero que se considera inadecuada. En los invernaderos, la

esterilizacion del suelo proporciona un control eficaz (Agrios, 2002).

Otra buena practica podria ser la produccion de material limpio in vitro, con la
utilizacién del cultivo in vitro de tejidos vegetales. Brevemente, las maltiples
posibilidades de aplicacion de tales cultivos se puede resumir en: estudios basicos de
fisiologia, genética, bioquimica y ciencias afines; bioconservacion y produccion de
compuestos Utiles; incremento de la variabilidad genética; obtencidn de plantas libres de
patdgenos; propagacion de plantas; y conservacion e intercambio de germoplasma

(Roca y Mroginski, 1993).

La micropropagacion a través de meristemas partiendo de plantas enfermas,
permite obtener plantas genéticamente idénticas a la planta madre pero libre de
enfermedades. EI método consiste en obtener bajo condiciones de asepsia, una porcion
microscopica del meristema de la planta a sanear (injerto). Esa porcion se coloca en el
corte de un plantin de semilla decapitado, que se ha criado en condiciones asépticas

(portainjerto) (Roca y Mroginski, 1993).

El conjunto injertado se cultiva en un sustrato compuesto previamente
desinfectado y bajo condiciones ambientales controladas, posteriormente la planta, se

traslada a condiciones de invernadero.



Por su ubicacién en la planta, el tejido meristeméatico de donde se toma el
injerto, tiene una baja probabilidad de estar afectado, pero no absolutamente libre de
virus; por tanto luego de la mini injertacion las plantas deben ser sometidas a pruebas de

diagndstico (Roca y Mroginski, 1993).

En el control quimico se utilizan mezclas de Carbendazim (Bavistin,
Cekudazim, Goldazim) + hidréxido de cobre (Cuadrox, Volcan), en dosis de 200g +

200 g en 200 | de agua.

Se puede también usar productos como: Dazomet (40g/m?., a 20 cm de
profundidad por incorporacion); Carboxin +Captan (2ml/lI de agua.); Benlate (4g/l de

agua) o Busan 30 WB (3 a 4 I/ha), (MAG 2001).

El impacto ambiental del uso irracional de los plaguicidas quimicos en los
agroecosistemas agricolas ha motivado la basqueda de alternativas no quimicas en el

control de plagas. (Castellanos, 2001).

Una alternativa al uso de productos quimicos para el control de la marchitez

vascular del babaco o fusariosis es la utilizacién de microorganismos benéficos.

Dentro de los agentes de control biolégicos mas utilizados para la fusariosis
estdn los hongos antagonicos del género Trichoderma, Gliocladium, el empleo de
bacterias del género Pseudomonas, obteniendo resultados alentadores al inocular

previamente en las plantas (Agrios, 2002).

Las dosis a utilizar de estos organismos antagonistas son: Trichoderma viride
(10° UFC/ml); Trichoderma harzianum (10" UFC/ml) o Gliocladium virens (10°

UFC/mL.), (MAG, 2001).



3.4. CULTIVO DEL PAPAYO (var. hawaiana)

3.4.1 Origen y Distribucion Geogréfica

La papaya es nativa de las planicies de Centroameérica y su cultivo se ha
extendido a lo largo del mundo, especialmente en los tropicos. La fruta tiene una forma
ovalada - redonda, ligeramente filiforme o elongada. Su piel es lisa, ceracea, fina y varia
de color entre amarillo palido y naranja — rojo segun la variedad y nivel de maduracion.

La pulpa, de color amarillo — naranja a rojo, es firme y de sabor dulce (Jiménez, 2002).

El cultivo tradicional de papaya en el Ecuador ha sido de las variedades grandes
del grupo mexicano, de pulpa amarilla y de pulpa roja. La papaya se produce todo el
afio en las diferentes zonas tropicales y subtropicales del Ecuador. En la actualidad se
han establecido plantaciones comerciales de nuevas variedades pequefias de tipo

hawaiana, cuya exportacion es factible durante todo el afio (MAG, 2001).

Las variedades de papaya existentes en el ambito mundial son: Solo y Solo

Sunrise. En Ecuador, la principal variedad de exportacion es la Solo conocida



popularmente como Hawaiana, cuyo fruto tiene forma de pera, con cascara dura y sabor
dulce. Actualmente constituye un rubro de exportacion no tradicional, la inversion por
hectérea se estima en USD$4,000.00 para la plantacion y primer afio de mantenimiento

(MAG, 2001).

Las principales zonas de cultivo de papaya en Ecuador se encuentran en las
provincias de Manabi (San Mateo, EI Carmen, Chone), Los Rios (Quevedo), Pichincha

(Santo Domingo) y Guayas (Peninsula de Santa Elena, Yaguachi, EI Empalme).

3.4.2 Clasificacion Taxonomica
La clasificacion taxonomica es la siguiente: Reino: Plantae, Clase:
Angiospermae, Subclase: Dicotiledonea, Orden: Parietales, Familia: Caricaceae,

Género: Vasconcellea, Especie: papaya (Jiménez, 2002).

3.4.3 Aspectos Botanicos

El papayo es una planta semilefiosa que puede alcanzar de 8 a 10 metros de
altura, es una dicotiledonea de tronco hueco y de madera carnosa. La corteza de la
planta es lisa o ligeramente rugosa y de color parduzco; esta siempre marcada por las
cicatrices que dejan las hojas al caer, cuando se corta y se rasgufia exuda un jugo

lechoso claro (MAG, 2001).

En la parte apical se desarrollan constantemente nuevas hojas, y a medida que el
tallo va creciendo, las hojas viejas maduran y caen, este fendmeno deja libre el espacio
en que ha de desarrollarse el fruto. Las hojas son lisas, palmeadas y normalmente con

siete l6bulos de color verde oscuro en el haz y verde claro en el envés.



Las plantas poseen solo flores hermafroditas que generalmente se autofecundan;
el polen se derrama sobre los estigmas con la corola cerrada, evitando la llegada de
polen extrafio. Esto favorece un mejoramiento eficaz de la variedad mediante la

seleccion de arboles progenitores deseables (MAG, 2001).

El fruto tiende a ser pequefio (450 g.), de forma piriforme a oblonga y de
excelente sabor. Un papayo joven produce de 10 a 20 frutos, luego producira de 50 a 60,

si las condiciones son favorables (Jiménez, 2002).

3.4.4 Manejo del Cultivo

Si el clima y el suelo son propicios dara frutos desde el primer afio. El

rendimiento agricola promedio del papayo es de 35 TM/ha en el segundo afo y

50 TM/ha en el tercer afio (MAG, 2001).

3.4.4.1 Propagaciéon Sexual

En la actualidad el método mas practico y comercial es mediante semilla sexual.

Las estacas enraizan facilmente, pero las plantas obtenidas no son vigorosas y en

cantidad muy limitada debido a que la planta ramifica muy poco (MAG, 2001).

La semilla debe extraerse de frutos sanos y maduros de plantas hermafroditas

3.4.4.2  Micropropagacion



Bajo este método la multiplicacion se obtiene por medio del cultivo de

secciones nodales de la planta con dominancia apical que se han desarrollado

in vitro. Los rebrotes que se desarrollan de estos nudos, se enraizan como

microcortes. Las nuevas plantas se desarrollan a partir de yemas axilares o

yemas apicales (Jiménez, 2002).

3.4.5 Plagasy Enfermedades

La papaya esta afectada por un sinnimero de plagas y enfermedades que afectan
al cultivo desde sus primeras etapas hasta la etapa de poscosecha por lo cual las

pérdidas pueden ser irreversibles sino se da un manejo adecuado dentro de cada etapa.

3451 Plagas
Dentro de la principales plagas tenemos: Afido del melocotero (Myzus persicae),
Mosca blanca (Trialeurades variabilis), Saltahojas de la Papaya (Empoasca papayae),
Escamas (Dysmicoccus sp.), Escama minadora (Howardia biclavis), Gusano cortador
negro (Agrotis ipsilon), Mosca de la papaya (Toxitripana curvicauda), Acaros

(Tetranychus cinnabarinus) y Nematodos (Meloydogine incognita) (Jiménez, 2002).

3.4.5.2 Enfermedades



Dentro de las enfermedades la mas comunes son: Pudricion de la base del tallo
y de raices (Phytophthora palmivora), Antracnosis (Colletothricum gloesporioides),
Arrepollamiento de las hojas (Fusarium moniliforme), Falsa roya (Puccioniopsis
caricae), Cenicilla (Oidium caricae), Manchas foliares (Ascochyta sp.), Mancha negra
(Cercospora papayae o Corynespora sp.), Podredumbre himeda (Mycosphaerella sp.),
Podredumbre seca (Phomopsis sp.), Mancha purpura (Erwinia herbicola),

Amarillamiento interno (Enterobacter cloacae) (Jiménez, 2002).

3.4.5.3 Enfermedades causadas por Virus y Rickettsia
El “bunchy top” o cogollo arrepollado es causado por Rickettsia Bellii, mientras
que para enfermedades causadas por Rhabdovirus son las siguietes: Agobiamiento
mortal (PDNY), Necrosis apical (PANV) y por ultimo el virus de Mancha anular del

Papayo (PRV) (Jiménez, 2002).



4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Caracteristicas del Ensayo

4.1.1 Ubicacién Geogréfica

El proyecto se ejecutd en la Facultad de Ciencias Agropecuarias — IASA de la
Escuela Politécnica del Ejército - ESPE, ubicada en el Barrio Loreto, Canton
Rumifiahui, Provincia de Pichincha, con las siguientes caracteristicas agro-climaticas:
altura aproximada 2760 m.s.n.m., temperatura promedio anual de 13.9 °C, precipitacion
promedio anual de 1280 mm/afio, heliofania promedio de 4.5 HL/dia, humedad relativa

promedio 68%, presencia de vientos débiles 2 m/s.

4.1.2. Caracteristicas del Campo Experimental



La primera fase del proyecto se realizd en el laboratorio del Centro de
Investigaciones de Control Biologico en el IASA, bajo condiciones controladas entre 22
a 28°C de temperatura de incubacion para el desarrollo de los microorganismos y de -

8°C para la preservacion de los mismos.

La segunda fase se realiz6 en un invernadero, del Centro de Investigaciones de
Control Bioldgico la Facultad cuyas medidas son: 12m de largo por 4 de ancho, a una
temperatura maxima: 32 °C, temperatura minima: 8 °C, humedad relativa: 66% Yy riego

por aspersion.

4.2 Materiales

En la fase de laboratorio se utilizaron los siguientes materiales y equipos: cajas
petri plasticas, bisturi, vasos de precipitacion, probetas, botellas de 250 a 100 ml, tubos
de ensayo, bandejas, cubetas, pinzas, mangos de bisturi, asa de platino, cubre y porta
objetos, gradilla, pinzas. sacabocados, asa de Drigalski, puntas de micropipetas,
micropipetas, parafilm, jeringuillas, tijeras, mecheros, papel reciclado, papel aluminio,
papel toalla, papel estéril, guantes quirurgicos, mascarillas, guantes de plastico, fundas
de celofan (9x17), barreno, bandejas plasticas pequefias, cucharas, crioviales de 1.8 ml.,
atomizador, muestras de suelo, muestras de material enfermo, alcohol 70%, detergente,
alcohol potable, agua destilada, agua estéril, Medio de Martin o TSMC citado por Gams
y Bissett revisado por Kubicek y Harman, (1998) (sulfato de magnesio heptahidratado,
fosfato acido de potasio, cloruro de potasio, nitrato de amonio, glucosa, rosa de bengala,
agar-agar), agar papa dextrosa (PDA), hidréxido de potasio, aceite de inmersion,

cloromycetin, cloruro de sodio, silicagel, turba, aceite de vaselina, aceite de cocina,



pomina, melaza, levadura, arroz, camara de flujo laminar, cdmara de neubauer,
microscopio, estereomicroscopio, fotomicroscopio, incubadora, refrigeradora,

esterilizadora, micro ondas, ollas de esterilizacion, vortex, balanza analitica, regla.

Para la fase de campo se utilizé lo siguiente: plantas injertadas, pico, azadon,
pala, regadera, fertilizantes, fundas de palma, regadera, regla, pie de rey, cabetas
plasticas, regadera, turba, tierra negra de paramo, pomina, cuchillo, jeringas,
bioformulados, etiquetas.

La composicién y cantidades de los medios de cultivos se encuentran en la seccion de

ANEXos.

4.3 Métodos

4.3.1  Factores en estudio

Se consideraron 3 factores en estudio:

Factor 1 Cepas de Trichoderma spp., y Fusarium oxysporum f.sp. caricae.

Factor 2 Concentracion de Trichoderma spp., y Fusarium oxysporum f.sp.
caricae.

Factor 3 Efecto de Trichoderma spp., y Fusarium oxysporum f.sp. caricae., en
plantas injertadas y adaptadas en un invernadero, en la Hcda. El Prado-1ASA,;

Sector San Fernando; Valle de los Chillos.

4.3.2 Tratamientos
El estudio fue divido en 2 fases:

Fase de Laboratorio



Al-> Trichoderma koningii. (cepa 1) + Fusarium oxysporum f..sp. caricae.

A2-> Trichoderma album (cepa 2) + Fusarium oxysporum f..sp. caricae.

A3-> Trichoderma viride (cepa 3) + Fusarium oxysporum f..sp. caricae.

A4-> Trichoderma harzianum (cepa 4) + Fusarium oxysporum f..sp. caricae.
A5-> Trichoderma koningii (cepa 5) + Fusarium oxysporum f..sp. caricae.

A6 > AO -> Fusarium oxysporum f.sp. caricae.

Se establecié 6 tratamientos. Las pruebas duales se realizaron en PDA entre las

diversas cepas de Trichoderma v.s. Fusarium oxysporum f..sp. caricae.

Fase de campo
De la fase de laboratorio se eligieron las 2 especies de los antagonistas mas
eficientes, en tres diferentes concentraciones
C1 - concentracion 1 = 10°. + AO
C2 - concentracién 2 = 10°.+ AO

C3 - concentracion 3 =10%, + AO.

Ademas se incluyo un testigo absoluto AO - Fusarium oxysporum f.sp. caricae
(10%.

Los tratamientos se establecieron como se indican en la Tabla 1:

Tabla 1. Tratamientos y concentraciones de las 2 cepas de Trichoderma spp., y
Fusarium oxysporum f.sp. caricae

N° de NOMENCL DESCRIPCION
TRAT.

T1 ClAl Se aplicd 10° UFC/ml, de Trichoderma koningii,
y10* UFC/ml de Fusarium oxysporum f. sp caricae.

T2 C2 Al Se aplico 10° UFC/ml, de Trichoderma koningii, y
10" UFC/mI de Fusarium oxysporum f. sp caricae.

T3 C3 Al Se aplico 10" UFC / ml, de Trichoderma koningii, y
10" UFC/mI de Fusarium oxysporum f. sp caricae.

T4 Cl A2 Se aplico 10° UFC / ml, de Trichoderma album, y
10" UFC/mI de Fusarium oxysporum f. sp caricae.




T5 C2 A2 Se aplico 10° UFC / ml, de Trichoderma album, y
10* UFC/ml de Fusarium oxysporum f. sp caricae.

T6 C3 A2 Se aplico 10° UFC / ml, de Trichoderma album, y
10* UFC/ml de Fusarium oxysporum f. sp caricae.

T7 A0 Se aplic6 10" UFC/ml, de Fusarium oxysporum f.
sp caricae

4.3.3. Disefio experimental
4.3.3.1 Tipo de Disefio
El ensayo se establecio en un disefio completamente al azar (DCA), para
determinar la accion antagonista de Trichoderma spp., sobre Fusarium oxysporum f.
sp. caricae en laboratorio; mientras que para la fase de campo se implant6 un disefio

bloques al azar (DBA).

4.3.3.2 NUmero de Repeticiones

Se realizaron 5 repeticiones para la fase en laboratorio y 3 para la fase de campo.

4.3.3.3 Unidades Experimentales

El ensayo tuvo 30 unidades experimentales en donde cada unidad estuvo

formada por una caja petri de 9.2 cm de diametro, dentro de laboratorio.

En el campo cada unidad estuvo constituida por 5 plantas de babaco injertadas
en papaya, en fundas de 16 x 22 cm y en sustrato constituido por pomina, turba y tierra
negra (2:2:1); la distancia entre fundas en el invernadero fue de 25 cm x 25 cm entre

plantas, con un nimero total de plantas de 105 y un area neta de 7 m.

4.3.4. Anélisis Estadistico.
4.3.4.1 Modelo matematico y Esquema del Analisis de Variancia

El modelo matematico utilizado fue:



Yij =U + T i+ Eij
U= media.
T i = efecto del i-esimo tratamiento.
Eij = error.
El esquema de analisis de variancia para la fase de laboratorio se muestra en la

Tabla 2.

Tabla 2. Esquema del andlisis de variancia para la fase de laboratorio

FUENTE DE VARIACION GRADOS DE LIBERTAD
TOTAL 29
TRATAMIENTOS 5
ERROR 24

4.3.4.2 Analisis Funcional
El analisis funcional para la fase de laboratorio se realizd mediante la prueba de

Duncan al 5% para tratamientos.

4.3.4.3 Modelo matematico y Esquema Analisis de Varianza
Se utilizo el siguiente modelo matematico y anélisis de varianza que se muestra
en la Tabla 3 para la fase de campo:
Yij = U +Bj+T i+ Eij

U= media.

Bj= efecto del i-esimo bloque.

T i = efecto del i-esimo tratamiento.

Eij = error.

Tabla 3. Esquema del Analisis de Varianza para la fase de campo.

‘ FUENTE DE VARIACION | GRADOS DE LIBERTAD




TOTAL 20
REPETICIONES 2
TRATAMIENTOS 6
ENTRE GRUPOS 2
G3vs G1, G2 1
Glvs G2 1
DG1 2
Lineal 1
Cuadratico 1
DG2 2
Lineal 1
Cuadratico 1
ERROR 12

4.3.4.4 Anélisis Funcional

El andlisis funcional para la fase de campo se realiz0 mediante la prueba de

Duncan al 5 % para tratamientos, y concentraciones.

Regresion y correlacion entre las concentraciones con cada variable en estudio

dentro de cada cepa.

4.3.5 Analisis Econdmico

Se realizé el analisis de costos por planta y costos por tratamientos, ya que no se

obtendra produccion.

4.3.6 Datos Tomados

Fase de laboratorio

4.3.6.1 Capacidad antagénica de las cepas de Trichoderma spp., sobre Fusarium

oxysporum f. sp caricae.



Esta variable se midi6 en base a la escala propuesta por Elias y Arcos (1984)
citado por Bernal. A y cols. (1996) para capacidad microbiana antagdnica en
condiciones in vitro, que se muestra en el tabla 4., las evaluaciones se realizaron 2%,
3", 4 y 6" dias posteriores de haber colocado los 2 hongos en cada caja petri. Se

colectaron datos de cada unidad experimental con un total de 30.

Tabla 4. Escala de Capacidad antagonica.

Grado Capacidad antagénica

0 Ninguna invasion de la superficie de la colonia del
hongo patogeno.

1 Invasion de ¥ de la superficie de la colonia del hongo
patogeno.

2 Invasion de ¥ de la superficie de la colonia del hongo
patogeno

3 Invasion total de la superficie de la colonia del hongo
patogeno.

4 Invasion total de la superficie de colonia del hongo
patogeno y esporulacion sobre ella.

4.3.6.2 Eficiencia in vitro de pruebas duales de antagonismo de 6 cepas de

Trichoderma spp versus Fusarium oxysporum f. sp caricae.

Se midi6 en centimetros luego de 24, 48 y 72 horas de colocadas las rodelas con
cada hongo a una distancia inicial de 4,2 cm., entre ellas. Las medidas fueron en dos
direcciones, (D1) desde el antagonista hacia el patdgeno y viceversa en linea recta y
(D2) hacia el borde de la caja tanto para el patbgeno como para el antagonista (Grafico

1). Se evalu6 cada unidad experimental con un total de 30 cajas, méas 5 cajas testigos.

D1

‘ Q PATOGENO



ANTAGONISTA

lm

Grafico 1. Forma de medir para los antagonistas y el patégeno.
Fase de campo

4.3.6.3 Efecto de inoculantes a base de Trichoderma koningii y T. album en el

crecimiento en altura del injerto de babaco en papaya hawaiana.

Se evaluo cada 15 dias después de la aplicacion de Fusarium oxysporum f. sp
caricae y Trichoderma album y koningii., por un lapso de 2 meses. Se tomé como
referencia el punto de injertacion para medir hasta la Gltima hoja formada, para cada

unidad experimental.

4.3.6.4 Efecto de inoculantes a base de Trichoderma koningii y T. album en el
crecimiento del diametro del tallo de plantas de babaco (zona de

injertacion) injertadas en papaya hawaiana.

Se midi6 esta variable cada 15 dias después de la aplicacion de Fusarium
oxysporum f. sp caricae y Trichoderma album y koningii por un lapso de 2 meses. Se

tomo el didmetro en el punto de injertacion.

4.3.6.5 Infeccion del injerto



Para esta variable se colectaron datos a los 30 y 60 dias de la aplicacion de los
hongos. Se observaron signos y sintomas externos de la fusariosis, por cada unidad

experimental para verificar el estado del injerto.

4.3.6.6 Efecto de los inoculantes Trichoderma koningii y T. album en la

variacion de la severidad externa de los injertos de babaco.

Para esta variable se tomaron los datos a los 30 y 60 dias mediante observacion
en cada unidad experimental en base a la escala de severidad propuesta por Vintimilla
(2000), que se muestra en el tabla 5.

Tabla 5. Escala de Severidad Externa

Nivel Sintomas
0 Planta sana.
1 Clorosis inicial de las primeras hojas bajeras.
2 Clorosis intensa de aproximadamente el 50% del follaje.

Defoliacion moderada.

3 Clorosis total de follaje. Defoliacion severa. Bandas
olivéaceas longitudinales y deprimidas en el tallo.

4 Plantas completamente defoliadas. Necrosis descendente
desde el &pice de tallo (muerte de la planta).

4.3.6.7 Escala de Severidad Interna
Se tomaron datos a los 60 dias después de la aplicacion de Fusarium oxysporum
f. sp caricae y Trichoderma album y koningii, mediante observacién de cada planta
fuera del sustrato y haciendo cortes en la planta para detectar infecciones internas
causadas por el patdgeno en el patron e injerto. Se evalud cada unidad experimental

basadndose en la tabla propuesta en Vizuete (2000), tabla 6.



Tabla 6. Escala de Severidad Interna

Grado | Descripcion

0 Raices sanas, ausencia de lesiones. Sistema vascular sano sin
coloracion

1 Lesiones leves en corteza, raiz y/o raicillas.

12 Lesiones pronunciadas en la corteza de la raiz/raicillas y
cuello de la planta patron.

2 Colonizacion vascular limitada a la raiz.

3 Colonizacion vascular significativa de la raiz que progresa
hasta el nivel del cuello del patrén

4 Colonizacion vascular de laraiz, cuello y parte del tallo del
patron.

5 Colonizacion vascular abundante de toda la planta, incluyendo
el injerto.

4.3.6.8 Mortalidad de plantas debido a otros agentes fitopatdgenos diferentes a

Fusarium oxysporum f sp. caricae.

Este variable se la evalué a lo largo del ensayo de campo evaluando planta por
planta y se realizo las respectivas anotaciones.
4.3.7 Métodos Especificos del Experimento
FASE DE LABORATORIO
4.3.7.1 Aislamiento y purificacion de potenciales cepas benéficas de Trichoderma

spp. y Fusarium oxysporum f.sp caricae.

a) Localidades

Se tomaron muestras de suelo a 20 cm., de profundidad con ayuda de un
barreno, en diferentes localidades de productoras de babaco. EI muestreo se hizo en zig-
zag, colectando 1 kg de suelo de cada localidad. Las localidades fueron: San Vicente
ubicado en la parte norte de la ciudad de Loja, zona de clima templado andino a 2135
msnm con temperaturas que oscilan entre los 16 y 21 °C, humedad relativa del 74,6%.
Calvas ubicado a 2200 msnm, de clima templado, temperatura promedio de 16°C.
Vilcabamba valle de la provincia de Loja ubicado a 1500 msnm, donde existe gran

cantidad de cultivos de babaco, clima templado —seco, temperatura promedio de 19°C.



En Penipe, cantdn de la Provincia de Chimborazo, sector de clima templado
frio, temperatura promedio de 13°C, ubicado a 2460 msnm. Las muestras se tomaron de

invernaderos.

En Pichincha; Quito a 2850 metros de altitud, temperatura anual promedio
de 12,8 °C y Papallacta ubicada al noreste de la ciudad de Quito a 3300 msnm, clima
frio y temperatura promedio de 9,4°C. Aqui se recolecto “tierra virgen”, 6 suelos sin

actividad agricola.

b) Aislamiento y Purificacion de Trichoderma spp., en laboratorio

Para el aislamiento de cepas de Trichoderma spp., se usaron los procedimientos
estandarizados reportados por Falconi (1998), y Tuite (1969); para la obtencién de
hongos habitantes del suelo en medios de cultivo in vitro, en Medio de Martin o TSMC
citado por Gams y Bissett revisado por Kubicek y Harman, (1998) y su purificacion en

Agar papa dextrosa (PDA).

b.1) Procedimiento de Laboratorio: De cada muestra se tomaron 100

gramos de suelo y se colocaron en frascos de 1000ml con 900ml de solucion de cloruro
de sodio al 1%. Las muestras se agitaron a 150 rpm, durante 15 minutos, para obtener

una suspensién de flora microbiana.

De esta solucion madre, se tomaron alicuotas de 100ul y se inocularon con una
micropipeta de 100 a 1000 pl., en cajas de petri con medio agar de Martin o TSMC
(Anexos A.1l). Las muestras se incubaron a 26°C, por 6 a 10 dias hasta visualizar

colonias de hongos.



Mediante estereomicroscopio se observo potenciales colonias de Trichoderma.
Se recolectd porciones del micelio del hongo con un asa de platino, y transferié a
placas portaobjetos con una gota de KOH, observando al microscopio para el
reconocimiento de las estructuras con la ayuda de clave de Barnett (1972). Entonces se
purificaron las cepas de Trichoderma spp., en agar papa dextrosa PDA y agar- agua
mediante un estriado simple, e incubando por cuatro dias a 26°C. Esto permiti6 obtener

cultivos puros activos.

La cepa de Trichoderma spp encontrada en Penipe y denominada R-A
(Trichoderma harzianum) para su purificacion se realizd cultivos monospdricos
siguiendo la técnica revisada por Falconi (1998) con una ligera modificacion. En una
caja petri estéril, vacia se colocd una gota de una solucion de cloruro de sodio al 0.99%
con ayuda de un capilar. Luego, con un asa de platino se recogié una porcion del
micelio y se colocd en la gota y se dispersé por la caja. Poco a poco se vertio el agar
PDA a una temperatura de 50 a 40°C, se homogenizé y sello con parafilm. Por 48 horas

se incubd y procedio a observar la presencia de colonias aisladas puras.

C) Aislamiento de Fusarium oxysporum

La cepa patogénica de Fusarium oxysporum se obtuvo del cepario del Centro de
Investigaciones de la Facultad de Ciencias Agropecuarias-lIASA que se encontraba
conservada en cajas petri con agar PDA, a 4°C, aislada del invernadero de Produccion

de Frutales del IASA, de plantas de babaco con fusariosis.

c.l ) Activacion y Purificacién de la cepa patogénica de Fusarium

oxysporum: Una vez obtenido micelio en cajas petri que contenian muestras de



material enfermo se procedié a purificar mediante la siembra en cajas petri con agar
PDA, tomando con un asa de platino un poco de micelio del hongo esporulado y

realizando un estriado simple.

Para la activacion de la cepa de Fusarium oxysporum, se procedid a la
inoculacion de Fusarium oxysporum siguiendo los postulados de Koch (Revisado por
Falconi, 1998) mediante la injertacion de pedazos cuadraditos de agar PDA de 6mm X
6mm de micelio del hongo en cortes laterales en brotes de las estacas de babaco de 3
meses de edad. Cada estaca tuvo de 2 a 3 brotes. La inoculacion se realiz6 en la parte

superior e inferior de los brotes.

- Con parafilm se sellaron los cortes. Las plantas se colocaron dentro de
una cadmara de humedad a una temperatura de 28°C y 60% de humedad, por

aproximadamente 25 dias 0 hasta que se observaron signos y sintomas de fusariosis.

- Para confirmar la presencia del hongo se procedié a reaislarlo,

mediante cortes de los brotes siguiendo el método sugerido por Falconi (1998).

- Se partieron las muestras de babaco sobre papel estéril, con una hoja de
bisturi, en fragmentos de 5mm de largo y ancho. Se colocaron en hipoclorito al 10% por
1 minuto, se enjuagaron con agua estéril y secaron los fragmentos en papel estéril. Dos
a cuatro fragmentos se colocaron en cajas de petri con agar papa dextrosa PDA. Las
muestras se incubaron a 26°C, durante 3 a 4 dias hasta observar crecimiento de micelio

y esporulacién de F. oxysporum.

- Con un sacabocados de 1 cm didmetro se tomaron rodajas del aislado y

se transfirieron a cajas con medio PDA para purificacion.



4.3.7.2 Conservacién de cepas del género Trichoderma spp., Yy Fusarium

oxysporum en silica gel y cultivos en PDA+aceite de vaselina.

Para realizar la conservacion de cepas del género Trichoderma y Fusarium en
silica gel se utiliz6 una modificacion de la metodologia disefiada por Perkins (1962) en
el manual de Tuite (1969) para conservacion de cultivos de Neurospora en silica gel.

- A partir de cada aislado puro obtenido de Trichoderma spp., y Fusarium
oxysporum en cajas de petri con agar PDA se realizd un raspado con un bisturi del
micelio del hongo y se coloc6 en tubos con solucidn de cloruro de sodio esteéril al 1%.
Asi se obtuvo una suspension concentrada de cada aislado de Trichoderma spp., y

Fusarium oxysporum

- Por separado se prepararon 35 crioviales de 1.8ml de volumen con 0.5g de
silica gel 'y turba estéril, se inoculd 200 ul de suspension de cada aislado de

Trichoderma spp y Fusarium oxysporum., en cada criovial.

- Se colocaron los crioviales en una campana de desecacion a temperatura
ambiente, por 3 a 5 dias y se almacenaron en cajas de criocultivo etiquetadas y selladas

a -8°C.

- Los aislados de Trichoderma spp., y Fusarium oxysporum por separado

fueron inoculados mediante una asa de transferencia en una camara de flujo laminar, en



tubos con agar PDA inclinado. Se dejé crecer por 7 dias a 26°C, hasta observar
crecimiento y esporulacién del hongo en el tubo. Aparte se esterilizo aceite de vaselina
a 121°C por 15 minutos y se dejo enfriar. Se cubrié con aceite de vaselina estéril los

tubos y se conservaron bajo refrigeracion con tapa a una temperatura de 4°C.

- Se conservaron las muestras de cada aislado de Trichoderma spp., y
Fusarium oxysporum por duplicado en tubos con PDA mas aceite de vaselina como

respaldo de muestras para transferencia y activacion inmediata de cada cultivo.

4.3.7.3 Caracterizacion de cepas del género Trichoderma spp.

- Para la identificacion de las cepas en el género Trichoderma spp., se uso
las claves taxondmicas de Gilman (1956); Harman, G y Kubicek, C (1998), clave
interactiva de la APS de Samuels et al (2006), Barnett y Hunter (1972). Se
complementd con los diagramas descritos por Ainsworth (1971) en el Diccionario de

hongos para términos micologicos y el reconocimiento de estructuras fungosas.

- Los resultados de las medidas tomadas a las esporas y cuerpos fructiferos
fueron registrados en tablas de caracterizacion con los siguientes parametros: conidias
(forma, largo, ancho, radio, ornamentacion, color); fialides (Largo, punto medio, base,
soporte de célula, radio de largo del punto mas ancho, radio largo del soporte celular,
radio del punto mas ancho para el ancho del soporte de la célula, fidlides intercaladas) y

clamidospora (presencia, ancho, forma).

- Se tomaron fotografias mediante un fotomicroscopio Olympus Ch30 y

sistema microfotografico PKCHS3.



4.3.7.4 Caracterizacion de cepa de Fusarium oxysporum.

Para la caracterizacion de la cepa y su forma especial se consideraron
caracteristicas de color, forma y crecimiento de micelio y de esporas con las
descripciones realizadas por Yangari (2001). Se tom¢ fotografias mediante un

fotomicroscopio Olympus Ch30 y sistema microfotografico PKCHS3.

4.3.7.5 Pruebas de eficiencia in vitro entre Fusarium oxysporum f. sp. caricae y

las diversas cepas de Trichoderma spp.

Las cepas de Trichoderma spp y Fusarium oxysporum f. sp. caricae., crecieron
en agar PDA por 5 dias a una temperatura de 26°C previamente. Para luego determinar
la eficiencia de las diversas cepas de Trichoderma spp., se usaron pruebas duales
(gréfico 2). Se confrontaron dos hongos, un antagonista con un patégeno colocados a
una distancia ya establecida. Se elabor6 una plantilla en la cual ubicaron las rodelas de
0.9 cm de diametro con un sacabocados #6 llenas de micelio, tanto de Trichoderma
spp., como de Fusarium oxysporum f. sp. caricae., en linea recta, a una distancia de

4.2 cm., entre ellas.
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Grafico 2. Prueba Dual entre hongos antagonistas (Trichoderma spp.) y el patoégeno
(Fusarium oxysporum f. sp. caricae).
4.3.7.6. Produccion de inoculantes a base de Trichoderma album (IQP) y Trichoderma

koningii (C-19).

Con las mejores cepas por lo cual se procedid a realizar bioformulados
siguiendo la metodologia citada por Yanez para la Produccion de Trichoderma spp.
(2003) con algunas modificaciones para cada cepa 'y como soporte se uso solo arroz.

a) Produccion de inoculantes a base de Trichoderma album (IQP).- para

esta cepa se uso el Caldo Nutritivo “B” (anexo A3). Se efectuaron las siguientes

actividades.

- Se lav6 1000 g., de arroz, se dejo remojar por 30 minutos, luego se elimind
el agua y se procedio a colocar 6 cucharadas de aceite vegetal y 8 cucharadas de pomina

molida para evitar que el arroz se apelmace, y se mezclo todo.



- Enun vaso de precipitacion se preparé el caldo de nutritivo “B” (260 ml.) y
se dejo hervir por 10 minutos, luego se dejo enfriar y se agrego cloranfenicol para evitar

la presencia de bacterias.

- Se coloco el arroz en vasos de precipitacion de 1000 ml con el caldo
nutritivo B, se mezclé y se tapo con papel aluminio y se esterilizd a 118°C por 5

minutos y se retird para dejar enfriar.

- Luego se desinfecto las tarrinas plasticas transparentes pequefias con una

solucion de cloro al 10% y se dejan secar.

- Una vez que se haya enfriado el arroz se transporta junto con las tarrinas a la

camara de aislamiento y se dispensa en cada tarrina 80g., de arroz.

- En tubos se prepar6 40ml de una solucién salina al 0.9%, se esterilizan a
121°C por 15 minutos, una vez fria dicha solucion; con un bisturi se realizé un raspado
de la caja petri que tiene el hongo ya esporulado, se lo adiciono a los tubos y se agita
por 2 minutos en el vortex a velocidad moderadamente alta para que haya una buena

suspension de esporas.

- En cada tarrina se coloc6 10 ml de suspension concentrada de esporas con
una jeringa y se dejo semi-tapada cada tarrina, se mezclo y se almacena a 28°C con una
humedad del 56% durante 7 dias. Se agito frecuentemente cada tarrina para favorecer la

aireacion y evitar que se comprima el arroz.

- Una vez crecido el hongo en el arroz se traspaso a fundas de celofan y se

cello para etiquetarlas y almacenarlas a 4°C.



b) Produccion de inoculantes a base de Trichoderma koningii (C-19).-

para esta cepa se uso el Caldo Nutritivo “B” (anexo A3). Se efectuaron las siguientes

actividades.

- Se realiz6 de igual manera los dos primeros pasos anteriores de la cepa

Trichoderma album (IQP) para la formulacion de Trichoderma koningii (C-19).

- En fundas de celofan (9x17) se colocé 80 g., de arroz y 20 ml., de
caldo nutritivo “B” y se mezcld todo para luego cerrar las fundas dejando una pequefia
abertura en una esquina. Las fundas se introdujeron en fundas de papel periddico y se
esterilizaron a 121°C por 15 minutos. Se deja enfriar para transportarlas a la camara de

aislamiento.

Se prepard en tubos 40ml de una solucion salina al 0.9%, se esterilizan
a 121°C por 15 minutos, una vez fria dicha solucidn con un bisturi se realiza un raspado
de la caja petri que tiene este hongo ya esporulado y se lo adiciona a los tubos y se agita
por 2 minutos en el vortex a velocidad moderadamente alta para que haya una buena

suspension de esporas.

- En la cdmara de aislamiento se inocula con una jeringa 10ml., de
suspension concentrada de esporas por funda y se mezcla para luego cellar las fundas
completamente llendndolas previamente de aire. Se almacena a 28°C con una humedad
del 56% durante 7 dias. Agito frecuentemente cada funda para evitar que se comprima

el arroz. Se almaceno las fundas en el refrigerador a 4°C.



FASE DE CAMPO

43.7.7 Determinacion de la eficiencias de inoculantes a base Trichoderma album
(1QP) y Trichoderma koningii (C-19) de en plantas injertadas de babaco

en papaya hawaiana.

Se tom6 una funda de inoculante (bioformulado) y se colocé en 200ml
de agua destilada y se agit6 por 15 minutos a 125 r.p.m., para que haya una adecuada

suspension de esporas.

- Se filtré por medio de una gasa y se realiza un conteo en a camara de
neubauer para determinar la cantidad de UFC (esporas) x ml™. Para verificar la pureza

se realizo resiembras en agar PDA.

- Obtenida una solucién madre y mediante disoluciones, se logro las
concentraciones requeridas que fueron de 1x10%, 1x10° y 1x10%, estas concentraciones
fueron las ocupadas en los distintos tratamientos bajo invernadero para lo cual se hizo

controles de calidad de cada inoculante (las tres concentraciones).

- Luego se inoculo 30ml por planta, de cada concentracion de acuerdo a

los tratamientos ya establecidos.

4.3.7.8. Inoculacion de Fusarium oxysporum f. sp. caricae. , en plantas injertadas

de babaco en papaya hawaiana.

- Se hizo crecer a F. oxysporum f. sp. caricae. , en cajas petri con agar PDA,
una vez que el micelio haya crecido y sea de un color rosado palido, con un bisturi se

hizo un raspado y se coloco 5 ml de agua estéril en la caja petri.



- Con una jeringa se recogid el agua y se la afiadié a 200ml de agua destilada
estéril, con la camara de neubauer se determino la cantidad de esporas x ml™* y por

medio de disoluciones se obtuvo la concentracion requerida que fue de 1x 10%.

- Seinocul6 15 dias después de haber afiadido el antagonista, 30ml de la

suspension del patégeno por planta.



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Fase de Laboratorio

5.1.1. Cepas del género Trichoderma spp., usadas para el estudio.

De las muestras de suelo tomadas en tres provincias del pais en seis localidades,
se aislaron y purificaron tres diferentes tipos de cepas pertenecientes al género
Trichoderma spp. En el cuadro 1, se muestra las localidades de las que se obtuvieron los
aislados.

Cuadro 1 Provincias y localidades muestreadas para la obtencién de cepas del
género Trichoderma spp.

Provincia Localidad N° Aislados Denominacion
Pichincha e R I [ —
Quito 1 IQP
Chimborazo Penipe 2 R-B y R-A
Vilcabamba | = - | e
Loja San Vicente |  cooemem | oo
Calvas | == | e

Adicionalmente, cuatro cepas de Trichoderma sp., procedentes de la provincia
de Pichincha y pertenecientes al cepario de los laboratorios de Manejo de
Microorganismos benéficos y Fitopatologia de la Carrera de Ciencias Agropecuarias
(IASA-1) fueron seleccionadas para el estudio. EI manejo de las cepas se realizo en base
a los codigos asignados en el cepario segun se siguen: IASA-A, IASA-B, C-19, TH. En
ambos casos el mantenimiento posterior de las cepas in vitro en agar PDA durante el
periodo de estudio demostrd ser una técnica eficiente para mantener la viabilidad y

pureza de los aislados obtenidos.



5.1.2 Aislados in vitro y pruebas de patogenicidad de Fusarium oxysporum f sp.

caricae.

A partir de muestras mantenidas en el cepario de los laboratorios de Manejo de
Microorganismos benéficos y Fitopatologia de la Carrera de Ciencias Agropecuarias
(IASA 1) se obtuvieron aislados in vitro de Fusarium oxysporum f. sp. caricae. Cultivos
in vitro de Fusarium oxysporum f. sp. caricae presentaron caracteristicas de crecimiento
del micelio de aspecto blanco algodonoso y tornando a una coloracion rosado palido
tipico de la especie cuando esporulé (Foto 1A). Ademas, al analizar bajo microscopio se
observo la presencia de microconidias, hialinas y oblongas (Foto 1B). Al comparar las
caracteristicas macroscépicas (cultivo in vitro) y microscépicas de los aislados
obtenidos con las descripciones por Yangari (2001) para razas patogénicas de F.
oxysporum f sp caricae se encontraron idénticas especificaciones en crecimiento de
micelio de color, forma y esporas. Bajo esto se confirmé el uso de aislados patogénicos

pertenecientes a la especie Fusarium oxysporum.

Foto 1. A) Micelio de Fusarium oxysporum f. sp caricae después de cinco dias de
incubacion a 28°C. B) Esporas de Fusarium oxysporum f. sp caricae.



En base a pruebas de patogenicidad de los aislados in vitro de Fusarium
oxysporum en agar PDA inoculados en plantas de babaco se determind que era un F.
oxysporum de forma especial (f. sp. caricae). El proceso de infeccién causado por la
inoculacion artificial del patdgeno coincidié con los signos y sintomas de marchitez
vascular o fusariosis en plantas de babaco segun las descripciones realizadas por Agrios
(2002) quien sefala que las plantas afectadas presentan los primeros sintomas como una
ligera aclaracion de las nervaduras en los foliolos jovenes externos, esta ligera
aclaracién va del verde claro al amarillo verdosos, las hojas decaen, finalmente se
marchitan y tornan amarillas, empardecen y mueren. Las hojas marchitas pueden estar
extendidas o bien enrollarse. Ochoa y Fonseca (1998) y Yangari (2001) al comparar con
los resultados obtenidos en las pruebas de patogenicidad de F. oxysporum f. sp caricae
sobre plantas de babaco se confirma que la cepa de F. oxysporum f sp caricae es
patogénica y los sintomas registrados corresponden a la infeccién causada por el

patogeno sobre el hospedero.

Al inocular el patdgeno en plantas de babaco se observd la presencia de los
primeros sintomas a los 10 dias (Foto 2A), con el amarillamiento de las hojas bajeras y
a los 20 dias el necrosamiento de estas hojas, luego presencia de micelio blanquecino en
la parte superior del tejido necrosado (Foto 2B). A los 32 dias hubo una defoliacion
completa de las plantas, lo que comprueba la alta capacidad infectiva con la presencia
de micelio en las hojas necrosadas de babaco (Foto 2C) causado por Fusarium

oxysporum f. sp. caricae .



Foto 2. Plantas de babaco inoculadas con F. oxysporum f.sp. caricae, A) planta
infectada después de 12 dias. B) planta infectada después de 22 dias. C)
planta infectada después de 32 dias.

Adicionalmente los aislados obtenidos en cajas de petri con agar PDA a partir de

plantas infectadas demostraron que los aislados patogénicos de F. oxysporum f. sp.

caricae., causaron la enfermedad en plantas inoculadas (Foto 3A 'y 3B).

Foto 3. A) Material vegetal de plantas infectadas con F. oxysporum f sp caricae B)
reaislamiento de F. oxysporum f. sp caricae proveniente de plantas de
babaco sometidas a pruebas de patogenicidad.



5.1.3. Caracterizacion de las cepas de Trichoderma spp.

Los resultados de las caracteristicas morfoldgicas y mediciones de las
estructuras macro y microscopicas de las seis cepas del género Trichoderma spp,
(cuadro2). Al confrontar los resultados obtenidos con las claves taxonomicas de
Gilman (1956); Kubicek, C y Harman, G (1998), clave interactiva de la APS de
Samuels et al (2006), para especie y la clave de identificacion de géneros de
Deuteromicetes de Barnett y Hunter (1972) y los diagramas descritos por Ainsworth
(1971) en el Diccionario de hongos para términos micoldgicos y estructuras fungosas.
Se identificaron los 6 aislados como: dos especies pertenecientes a Trichoderma
koningii (Foto 4 y 8), una especie a T. viride (Foto 5), tres especies a T. harzianum
(Fotos 6, 7 y 9) y una especie a T. aloum (foto 10). En el cuadro 3, se muestran los
resultados obtenidos de las claves taxondmicas.

Cuadro 2. Cuadro de caracteristicas morfologicas (microscépicas) y medidas de
seis cepas de Trichoderma spp.

Estructuras Caracteristicas | IASA-A | IASA-B B-R R-A C-19 1QP

Forma Oblonga Eliptica globosa | globosa a sub Eliptica glob a subgl
Largo 3,25um. 3,75 um. 2,5 um. 3 um. 3 um. 2,5 um.
Ancho 1,75 um. 2,5 um. 2,5 um. 2,5 um. 2,5 um. 3,75 um.
Radio 1,625 um. | 1,875 um. 0,5 um. 1,25 um. 1,25 um. 1,25 um.

M ornamentacion Lisa liso liso liso Liso liso

| Conidi Col verde
onidia olor fuerte verde verde verde verde oscuro | verde claro

C

R

(0] Largo 10,75 um. 10.5 um. 7,5 um. 11,25 um. 8,75 um. 10 um.

S pto mas ancho 3 um, 3.0 um. 3 um, 3 um, 3 um. 2,5 um.

c Base 2,5 um. 2.3 um. 2,5 um. 2,5 um. 2,25 um. 1,25 um.

8 Soport de celu 0,75 um. 1.0 um. 1,25 um. 2 um. 2 pm. 1,25 um.

| radio largo h 5 um. 3.0 um. 5 um. 7,5 pm. 2,5 pm. 4,5 um.

C radio largo/cell 5,5 um. 4.0 um. 2,5 um. 3,75 um. 5 um. 5,5 um.

A radio/ancho 5,5 um. 4.0 um. 2,5 pm. 3,75 pm. 5 um. 5,5 um.

S Fialides Intercaladas presente | presente | intercalada presente ausente ausente
Presencia ausente ausente ausente presente ausente ausente
Ancho 6,25 um.

Clamidosporas | forma multicell




Cuadro 3. Caracterizacion de especies de Trichoderma spp.

Denominacion Anterior Especie de Trichoderma spp
IASA-A Trichoderma koningii
IASA-B Trichoderma viride

R-A Trichoderma harzianum
R-B Trichoderma harzianum
C-19 Trichoderma koningii
T-H Trichoderma harzianum
IQP Trichoderma album

Foto 4. Microfotografia del cuerpo fructifero y conidias de Trichoderma koningii
(IASA-A) con lente 400 veces.

Foto 5. Microfotografia del cuerpo fructifero de Trichoderma viride (IASA-B)

aumento 1000 veces.




Foto 6. Microfotografias. A) Cuerpo fructifero. B) clamidospora terminal. C)
clamidospora central de Trichoderma harzianum (R-A) aumento de 1000
Veces.

Foto 7. Microfotografia del cuerpo fructifero y esporas de Trichoderma
harzianum (R-B) aumento 1000 veces.



Foto 8. Microfotografias. A) cuerpo fructifero. B) esporas de Trichoderma koningii
(C-19) aumento de 1000 veces.

Foto 9. Microfotografia del cuerpo fructifero de Trichoderma harzianum (T-H)
aumento 1000 veces.



Foto 10. Microfotografia del cuerpo fructifero y esporas de Trichoderma album
(1QP) aumento 1000 veces.

Conservacion de aislados puros de 6 cepas del género Trichoderma spp. y

Fusarium oxysporum f. sp caricae.

Las técnicas de conservacion en silica gel y tubos con agar PDA mas aceite de
vaselina demostraron ser eficientes para conservar las 6 cepas del género Trichoderma
spp., Yy Fusarium oxysporum f. sp. caricae en términos de viabilidad y pureza,
verificando mediante controles de calidad de los respaldos almacenados realizando

resiembras en cajas con agar PDA.

Sin embargo, para la realizacion de las pruebas de antagonismo la cepa de
Trichoderma harzianum (R-A) no se purificd en cajas petri con agar PDA, a pesar de
haber realizado cultivos monospdricos ya que luego del segundo dia de incubacion se
mezclaba con la cepa Trichoderma harzianum (R-B). La diferencia entre estas dos
especies de Trichoderma radica en que la cepa denominada R-A, libera un pigmento de

color amarillo encendido en el medio agar PDA de color amarillo encendido (Foto



11A), mientras que la denominada R-B mantenia el medio de agar PDA blanquecino

(Foto 11B).

Foto 11. A) Trichoderma harzianum (R-A). B) Trichoderma harzianum (R-B).

5.1.5. Eficiencia in vitro (pruebas de antagonismo) de seis cepas de Trichoderma

spp., para el control de Fusarium oxysporum f. sp. caricae.

Al establecer el analisis de variancia para el crecimiento radial de Trichoderma
spp., y evaluar asi su capacidad de antagonica, se detectaron diferencias estadisticas del
1% entre tratamientos. Dentro de tratamientos los antagonistas se diferenciaron al
mismo nivel, Unicamente los antagonistas que se diferenciaron estadisticamente en
direccion hacia el hongo patogeno (D1) y hacia el borde la caja petri (D2) fueron G2
T. koningii (C-19) a las 24 horas inhibio significativamente el micelio de Fusarium
oxysporum f. sp caricae. A las 48 horas G2 T. koningii (C-19) y G6 T. album mostraron
diferencias inhibitorias al 5% a las, mientras que a las 72 horas todos las cepas de
Trichoderma mostraron diferencias significativas al 1% (Cuadro 4). Los promedios
generales del crecimiento radial fueron de 0.451, 2.114 y 2.680 cm para las
evaluaciones a las 24, 48 y 72 horas respectivamente, con coeficientes de variacion de

25, 12y 8 %, lo que indica que hubo un adecuado crecimiento de Trichoderma.



Cuadro 4. Andlisis de variancia del crecimiento radial de micelio de 6 cepas de
Trichoderma spp frente a F. oxysporum f. sp caricae, luego de 24, 48y 72
horas de incubacién a 26°C.

FUENTES DE VARIACION | GL | EVALUACIONES PARA EL  ANALISIS DE
VARIANCIA DEL CRECIMIENTO RADIAL DEL
MICELIO DE SEIS CEPAS DE TRICHODERMA spp.
24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
TOTAL 69
TRATAMIENTOS 13 | 0.318** 4.281** 7.901**
ANTAGONISTAS 6 | 0.598 ** 9.072 ** 14,109 **
DG1 IASA-A (T. koningii) |1 0.025 ns 0.100 ns 4.624 **
DG2 C -19 (T. koningii) 1 0.441 ** 0.400 * 2.116 **
DG3 IASA- B (T. viride) 1 0.025 ns 0.100 ns 1.225 **
DG4 R-B (T. harzianum) 1 0.036 ns 0.256 ns 2.401 **
DG5 T-H (T. harzianum) 1 0.004 ns 0.009 ns 3.721 **
DG6 1QP (T. album) 1 0.009 ns 0.361 * 3.969 **
DG7 (testigo) 1 0.000 ns 0.000 ns 0.000 ns
ERROR 56 | 0.013 0.072 0.048
X(cm) 0.451 2.114 2.680
CV(%) 25.19 12.68 8.20
* Diferencias significativas (p>0.05) ** Diferencias significativas (p>0.01)

En el cuadro 5 se puede apreciar que T. koningii (C-19) presenta una notoria
diferencia entre la medida del didmetro en direccion al patdégeno (D1) y hacia el borde
de la caja (D2) después de 24 horas. A las 48 horas la diferencia mas relevante se
produjo para Trichoderma album, a las 72 horas T. album manifestdé mejor inhibicion
en direccion al patdgeno presentd un alto crecimiento radial quiza debido a su capacidad
de competir por nutrientes y espacio, asi como un aprovechamiento de los metabolitos
producidos por F. oxysporum f. sp. caricae. IASA-A (Trichoderma koningii) y T-H
(Trichoderma harzianum) fueron las otras cepas que tuvieron un crecimiento mayor
hacia el patdgeno lo que indica su alta capacidad inhibitoria in vitro. Humeres (2004),
demostro el efecto de Trichoderma harzianum y koningii para controlar patdgenos como
Sclerotium rolfsii, Fusarium sp, y Verticillium dahlie entre otros, sin embargo no hay
reportes anteriores acerca del efecto de Trichoderma album sea eficiente en el control

de hongos fitopatdgenos como Fusarium oxysporum f. sp caricae.



De los resultados anteriores se desprende que la cepa de Trichoderma album
constituye el antagonista con mayor capacidad antagonica in vitro ya que anula el
crecimiento de Fusarium oxysporum f. sp caricae. Este tipo de Trichoderma se
encuentra en la Coleccion Nacional de Microorganismos cultivados en el Instituto
Pasteur en Paris considerado que es un microorganismo excelente para ser reproducido
en medio solidos y liquidos lo que demuestra que la cepa nativa obtenida posee
potencial de control a Fusarium oxysporum f. sp. caricae.

Cuadro 5. Datos del promedio del crecimiento radial de seis cepas de Trichoderma

spp frente a F. oxysporum f. sp. caricae luego de 24, 48 y 72 horas de
incubacion a 26°C.

TRATAMIENTOS EVALUACIONES EN EL TIEMPO DEL
CRECIMIENTO RADIAL (cm) EN
24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS
T. koningii 1ASA-A (D1) 0.320 ef 2.360 bcd 3.720 ab
T. koningii 1ASA-A (D2) 0.220 f 2.560 bcd 2.360 e
T. koningii C-19 (D1) 0.700 ab 2.660 bc 3.540 bc
T. koningii C-19 (D2) 0.280 ef 2.260 d 2.620 de
T. viride IASA-B (D1) 0.620 abc 2.520 bcd 3.360 ¢
T. viride IASA - B(D2) 0.520 cd 2.320 bcd 2.660 de
T. harzianum R-B(D1) 0.540 bcd 2.500 bcd 3.580 bc
T. harzianum R-B (D2) 0.420 d 2.180d 2.600 de
T. harzianum T-H (D1) 0.600 abc 2.280 cd 3.780 ab
T. harzianum T-H (D2) 0.640 abc 2.220d 2.560 de
T .album 1QP (D1) 0.700 ab 3.060 a 4.000 a
T. album 1QP (D2) 0.760 a 2.680 b 2.740d
Testigo (Fusarium oxysporum f sp caricae) 0.000 g 0.000 e 0.000 f
Testigo (Fusarium oxysporum f sp caricae) 0.000 g 0.000 e 0.000 f

Medidas seguidas por la misma letra son estadisticamente iguales, segin Duncan (p>0.05)

Al establecer el analisis de variancia del crecimiento radial para conocer la
capacidad patogénica de Fusarium oxysporum se detectaron diferencias estadisticas al
5% a las 24 y 48 horas y al 1% a las 72 horas para los tratamientos. Dentro de
tratamientos los antagonistas se diferenciaron al mismo nivel, Unicamente a las 24 horas
fueron DG1 IASA-A (T. koningii) al 5% y DG2 C-19 (T. koningii) al 1%, mientras que
a las 48 horas no hubo diferencias significativas entre los tratamientos. A las 72 horas se

produjeron diferencias significativas al 1% DG6 1QP (T. album) y para el testigo al se



produjeron diferencias a nivel 5% ya que Fusarium oxysporum f sp caricae no se

encontraba frente a las cepas de Trichoderma (Cuadro 6).

Los promedios generales del crecimiento radial fueron de 0.186, 0.829, 1.041
cm para las evaluaciones a las 24, 48 y 72 horas respectivamente, con coeficientes de
variacion de 30, 31, 17%.

Cuadro 6. Analisis de variancia dentro de grupos del crecimiento radial del
micelio perteneciente a F. oxysporum f. sp. caricae frente a seis cepas

de Trichoderma spp luego de 24, 48 y 72 horas de incubacién a 26°C.
IASA-ECUADOR, 2006.

FUENTES DE GL EVALUACIONES PARA EL ANALISIS DE

VARIACION VARIANCIA DEL CRECIMIENTO RADIAL DEL
MICELIQO DE F. oxysporum f. sp. caricae .
24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS

TOTAL 69

TRATAMIENTOS 13 0.008 * 0.153 * 0.201 **

ANTAGONISTAS 6 0.009 * 0.156 * 0.263 **

DGL1 (T. koningii) 1 0.016 * 0.025 ns 0.025 ns

DG2 (T. koningii) 1 0.025 ** 0.081 ns 0.064 ns

DG3 (T. viride) 1 0.001 ns 0.196 ns 0.000 ns

DG4 (T. harzianum) 1 0.001 ns 0.121 ns 0.064 ns

DGS5 (T. harzianum) 1 0.001 ns 0.484 ns 0.016 ns

DG6 (T. album) 1 0.000 ns 0.049 ns 0.676 **

DG?7 (testigo) 1 0.004 ns 0.100 ns 0.196 *

ERROR 56 0.003 0.068 0.033

X(cm) 0.186 0.829 1.041

CV(%) 30.87 31.47 17.37

* Diferencias significativas (p>0.05) ** Diferencias significativas (p>0.01)

En el cuadro 7 se puede apreciar que Fusarium oxysporum f. sp. cariace frente
a T. koningii (IASA-A) presenta una marcada diferencia entre la medida de crecimiento
hacia el borde de la caja que en la direccion al antagonista sin embargo T. viride
(IASA-B) seguido por T. album tienen un mayor crecimiento hacia el patégeno que en
direccion al borde de la caja a las 24 horas por lo que inhibicion fue mayor ; a las 48
horas lo més relevante se produjo dentro del T. koningii (IASA-A'y C-19) y T. album
(IQP), a las 72 horas Trichoderma viride y T. harzianum (T-H) marco un alto

crecimiento hacia el patégeno , al igual que el testigo ya que el crecimiento de F.



oxysporum f. sp caricae., fue bueno debido a que no estaba sometido a la presencia de
un antagonista, para el caso de Trichoderma album su eficiencia es excelente ya que su
notoria capacidad antagdnica para inhibir el crecimiento radial del patégeno esta resalta
a las 96 horas.

Cuadro 7. Datos del promedio del crecimiento radial de F. oxysporum f. sp.

caricae. Frente a seis cepas de Trichoderma spp., luego de 24, 48 y 72
horas de incubacion a 26°C. IASA-ECUADOR, 2006.

TRATAMIENTOS EVALUACIONES EN EL TIEMPO DEL
CRECMIENTO RADIAL DE F. oxysporum f.
sp. caricae.

24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS

T. koningii 1ASA-A (D1) 0.160 c 0.680 bc 1.080 abc

T. koningii 1ASA-A (D2) 0.240 ab 0.780 bc 1.180 ab

T. koningii C-19 (D1) 0.260 a 0.900 abc 1.060 bc

T. koningii C-19 (D2) 0.160 c 0.720 bc 1.220 ab

T. viride IASA-B (D1) 0.160 ¢ 1.020 ab 0.820 cd

T. viride IASA - B(D2) 0.140 ¢ 0.740 bc 0.820 cd

T. harzianum R-B(D1) 0.220 abc 0.940 abc 1.040 bc

T. harzianum R-B (D2) 0.240 ab 0.720 bc 1.200 ab

T. harzianum T-H (D1) 0.200 abc 1.240 a 0.760d

T. harzianum T-H (D2) 0.180 bc 0.800 bc 0.840 cd

T .album 1QP (D1) 0.160 ¢ 0.700 bc 1.340a

T. album 1QP (D2) 0.160 ¢ 0.560 ¢ 0.820 cd

Testigo D1 (Fusarium oxysporum f sp caricae) 0.180 bc 1.000 ab 1.340a

Testigo D2 (Fusarium oxysporum f sp caricae) 0.140c 0.800 bc 1.060 bc

Medias seguidas por la misma letra son estadisticamente iguales, segin Duncan (p>0.05).

5.1.6 Capacidad antagonica de seis cepas de Trichoderma spp., versus Fusarium
oxysporum f. sp. caricae.

Al analizar los resultados obtenidos en funcion de la escala de capacidad
antagénica propuesta por Elias y Arcos (1984) citado por Bernal. A y cols. (1996) vy al
establecer el analisis de variancia para seis cepas de Trichoderma spp frente a Fusarium
oxysporum f. sp. caricae, se encontraron diferencias estadisticas luego del segundo dia
de incubacién al 5% de significancia, mientras que para evaluaciones posteriores al
tercer, cuarto y sexto dia no se determinaron diferencias estadisticas (Cuadro 8).

Los promedios generales en base a la escala de capacidad antagdnica fueron: de

0.067, 2.067, 2.667 y 3.333 cm para las evaluaciones al segundo, tercero, cuarto y sexto




dia respectivamente, con coeficientes de variacién de 335, 24, 19, 12%. El coeficiente
de variacion alto al segundo dia se debe a que Unicamente T. album manifestd capacidad
antagonica, en tres de las 5 repeticiones.

Cuadro 8. Andlisis de variancia de la capacidad antagénica de 6 cepas de

Trichoderma spp, frente a F. oxysporum f.sp. caricae en medio PDA,
luego de 6 dias de incubacion a 26°C. IASA-ECUADOR.

FUENTES DE GL EVALUACIONES BAJO LA ESCALA DE CAPACIDAD
VARIACION ANTAGONICA.
2° dia 3° dia 4° dia 6° dia
TOTAL 29
TRATAMIENTOS 5 0.133 * 0.293 ns 0.053 ns 0.453 ns
ERROR 24 | 0.050 0.267 0.267 0.183
S((escala) 0.067 2.067 2.667 3.333

CV(%) 335.41 24.99 19.36 12.85

* Medias significativas al 5%

En el cuadro 9 se presentan los promedios de la capacidad antagdnica de los seis
antagonistas. Se puede apreciar que T. album manifestd una mayor agresividad inicial
fue el Unico que en el segundo dia se diferencio estadisticamente. Su capacidad
antagonica fue consistentemente mayor en comparacion con los otros aislamientos

durante los seis dias de evaluacidn, sin embargo su diferencia no fue significativa.

Al sexto dia en cuatro de las cinco evaluaciones T. album invadié totalmente la

colonia del hongo patogeno, incluso esporulo sobre ella. (Foto 12).




Foto 12. Capacidad antagdnica de la cepa Trichoderma album, al segundo dia (A)
y al sexto dia (B).

Cuadro 9. Promedios de la capacidad antagénica de seis cepas de Trichoderma
spp., frente a Fusarium oxysporum f. sp caricae, luego de seis dias de
incubacion a 26°C. IASA-ECUADOR.

EVALUACIONES BAJO LA ESCALA DE

ANTAGONISTAS CAPACIDAD ANTGONICA EN EL TIEMPO
2° dia 3° dia 4° dia 6° dia

T. koningii (IASA-A) 0.000 b 1.800 2.600 3.000
T. koningii (C-19) 0.000 b 2.200 2.600 3.600
T.viride (IASA-B) 0.000 b 2.000 2.800 3.200
T. harzianum (R-B) 0.000 b 2.200 2.600 3.200
T. harzianum (T-H) 0.000 b 1.800 2.600 3.200
T. album (IQP) 0.400 a 2.400 2.800 3.800

Igual letra para tratamientos iguales. Duncan (p>0.05)
5.2 Fase de Campo

5.2.1. Concentracion de biomasa y viabilidad (control de calidad) de inoculantes a
base de Trichoderma koningiiy T. album.

En base a la capacidad inhibitoria y colonizacion sobre el patogeno, se
selecciono a T. koningii (C-19) y T. album como los mas eficientes y se formularon en
arroz para pruebas posteriores. En los inoculantes (bioformulados) a base de
Trichoderma koningii y T. album se observo la presencia de micelio verde sobre los
granos de arroz y se almacenaron en fundas selladas herméticamente durante 30 dias en
refrigeracion a 4°C por cinco meses. Se extrajeron las esporas con agua destilada, se
realizd un conteo de suspension madre en una cdmara de Neubauer y se obtuvieron los
siguientes resultados: Trichoderma koningii oscil6 entre 1 a 1.06x10"° UFC(esporas)/ml
0 1.28 x10%ufc/g de inoculante y Trichoderma album 2 a 2.9x10'® UFC (esporas)/ml o

3.06 x108ufc/g de inoculante, lo que indica que poseen una alta capacidad de esporular



en arroz. También se sembrd granos de arroz en agar PDA, se visualizo el crecimiento y
desarrollo normal del hongo sobre el medio de cultivo. Para aplicar en el campo las
diversas concentraciones se realizaron disoluciones de la suspensiébn madre a
concentraciones de 1x10%, 1x10° y 1x10'° esporas/ml realizando conteos en la camara de

neubauer (Foto 13).

2004101/11 21:20:15

Foto 13. Conteo de Trichoderma en una camara de Neubauer, hematocitémetro de
0.001mm3 (A). Suspensién de esporas de Trichoderma koningii en las tres
concentraciones requeridas (B).

5.2.2. Efecto de inoculantes a base de Trichoderma koningii y T. album en el

crecimiento en altura del injerto de babaco en papaya hawaiana.

Es importante indicar que para evaluar esta variable, se tomo el promedio de
plantas vivas hasta el final. Al establecer el analisis de variancia para la altura de
plantas, se encontraron diferencias estadisticas a los 0, 30, 45 y 60 dias a nivel del 5%,
mientras que a los 15 dias después de la inoculacion del antagonista y el patdgeno se
encontraron diferencias estadisticas al 1% de significancia, dentro de las repeticiones.

Mientras que para tratamientos y entre grupos no se encontraron diferencias estadisticas.



Dentro del grupo dos G2 (Trichoderma album en las diversas concentraciones)
se encontraron diferencias estadisticas a los 30 y 45 dias a nivel de 5%; sin embargo a

los 60 dias se encontraron diferencias significativas al 1% para este grupo (Cuadro 10).

Los promedios generales de altura del injerto fueron 6.66, 7.2, 7.92, 8.74 y
9.6cm., para las evaluaciones a los 0, 15, 30, 45, y 60 dias, respectivamente, con

coeficientes de variacion del 24, 19, 21,20y 18 %

Cuadro 10. Analisis de Variancia para la altura del injerto de babaco en papaya
hawaiana bajo el efecto de inoculantes a base de T. koningii y T. album.
. IASA-ECUADOR; 2006.

Fuentes de Variacion | GL Evaluaciones
Odia | 15 dias | 30dias | 45dias | 60dias
TOTAL 20
REPETICIONES 2 12.85* | 14.55** | 16.89* |1458* |1456*
TRATAMIENTOS 6 232ns | 218ns |2.77ns |2.85ns |8.40ns
ENTRE GRUPOS 2 |401ns|3.30ns |2.10ns |4.05ns |6.44ns
G3vs G1, G2 11157ns|{0.73ns [0.01ns |0.62ns | 0.66 ns
G1vs G2 110.12ns | 0.14ns | 0.46ns | 0.07ns | 3.54ns
DG1 (7. koningii 2 [218ns |(2.19ns |1.83ns | 0.17ns | 0.05ns
7. koningiflineal 347ns |435ns [ 2.75ns |0.15ns | 0.09 ns
1
T. koningii cuadratico 0.89ns | 0.04ns [0.92ns [ 0.20ns | 0.02ns
1
DG2 (7. album) 2 |0.77ns |1.03ns |4.37* 431* 18.69 **
7. album lineal 012ns | 0.22ns | 1.87ns |3.78ns | 24.12
1 ns
T. album cuadratico 142ns | 1.84ns | 6.88ns |4.85ns | 13.26
1 ns
ERROR 12 | 2.63 1.97 2.78 3.08 3.20
X(cm) 6.66 7.2 7.92 8.74 9.6
CV(%) 2436 | 19.50 21.05 20.07 18.63

* Diferencias significativas (p>0.05) ** Diferencias significativas (p>0.01)



En el cuadro 11 al analizar la altura del injerto por grupos de tratamientos (G1 T.
koningii, G2 T. album con sus dosis respectivas y G3 testigo) se destacan las plantas
bajo la aplicacion de Trichoderma album debido a que alcanzaron los promedios mas
altos, en cada una de las evaluaciones establecidas, mientras que la menor altura dentro
de cada evaluacién correspondié al testigo inoculado Unicamente con Fusarium
oxysporum f sp caricae, el cual afecta al crecimiento de las plantas debido a su
capacidad de colonizar las raices lo que impide la adecuada nutricion de la planta.
(Figural). Al comparar estos resultados con los que obtuvo Chavez 2006 donde su
crecimiento fue de 1.13 cm a los 28 dias bajo invernadero tomando en cuenta que no
evaluo con respecto al patdgeno ni en presencia de Trichoderma.

Cuadro 11 Promedio de altura por grupos en plantas de babaco injertadas en

papaya hawaiana bajo el efecto de inoculantes a base de T. koningii,
T. album y F. oxysporum f.sp caricae. IASA-ECUADOR; 2006.

Grupos Evaluaciones
0 15 dias | 30dias | 45dias | 60dias
dias

G1 (7. koningii bajo tres concentraciones) 6.99 | 7.52 7.94 8.93 9.43

G2 (7. album bajo tres concentraciones) 6.83 | 7.34 8.26 9.06 10.31

G3 (Testigo-F. oxysporumf sp caricae 516 | 5.84 6.89 7.23 7.96
1x70¥)

10 -

8 1 / —e— GL (T. koningii bajo tres
concentraciones)

—8— G2 (T. albumbajo tres

Promedio (cm)

4 4 concentraciones)
G3 (Testigo-F. oxysporum
2 A f sp caricae 1x104)
0
0 15 30 45

Dias

Figura 1. Representacion grafica de los promedios de altura por grupos en plantas
de babaco injertadas en papaya hawaiana bajo el efecto de Trichoderma
koningii, T. album y F. oxysporum fsp. caricae en el tiempo de
evaluacion. IASA-ECUADOR, 2006.



En la Figura 2 y Cuadro 12 se observa la evolucion del crecimiento de las
plantas por grupo a los 0, 15, 30, 45, 60 dias, ajustado para cada grupo en una regresion
lineal. Dentro del Grupo 2 G2 (T. album y sus tres concentraciones) se encuentra el
mayor incremento diario que es de 0.06 cm. Chavez (2006) obtuvo un crecimiento de
1.13 c¢cm., a los 28 dias lo que implica que el incremento diario es de 0.04 cm,
comparado con el incremento diario obtenido en esta investigacion se destaca que
algunas cepas de Trichoderma tienen un efecto positivo en el crecimiento vegetal.
Galindo (2006) aislé y seleccion6 cepas de Trichoderma harzianum, un eficiente
antagonista de varios hongos fitopatdgenos y productor de factores de crecimiento
vegetal. Cuando se aplico el hongo Trichoderma harzianum en belenes y nochebuenas,
se presentd un menor indice de las enfermedades que afectan tipicamente a éstos
cultivos, se logrando disminuir el tiempo de cultivo de las plantas hasta enun 30 % y e
incrementando el tamafo y la floracion de las plantas. Trichoderma koningii, T. viride,
T. harzianum, T. hamatum 'y otras cepas, presentan algunos atributos como incrementar
el porcentaje de crecimiento y el desarrollo, incluido la habilidad de producir raices
robustas y profundas, mecanismos que estan siendo recién conocidas. Las raices
profundas causan que plantas ornamentales, maiz y césped sean mas resistentes a la

sequia Harman (2000).
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Figura 2. Regresiones lineales en el tiempo de altura del tallo por cada grupo en
plantas de babaco injertadas en papaya hawaiana bajo el efecto de
inoculantes a base de Trichoderma koningii, T. aloum y F. oxysporum
f.sp. caricae. IASA-ECUADOR, 2006.

Cuadro 12. Ecuaciones de regresion para la altura de plantas de cada grupo, en
plantas de babaco injertadas en papaya hawaiana bajo el efecto de
Trichoderma koningii, T. aloum y F. oxysporum f.sp. caricae. IASA-
ECUADOR, 2006.

GRUPO ECUACION DE C. DETERMINACION
REGRESION

G1 (T. koningii y sus tres concentraciones) Y=6.90+0.04X 0.98

G2 (T. album y sus tres concentraciones) Y=6.62+0.06X 0.98

G3 (Testigo-F. oxysporum 1x10%) Y=5.52+0.05X 0.98

No hubo diferencias significativas a los 0, 15, 30, 45, dias entre los diferentes
tratamientos, aunque a los 60 dias en el cuadro 13 se muestra que el tratamiento T4 (T.
album 1x10°) se diferenci6 al 5% de los demas tratamientos, con un promedio de 13. 18
cm, mientras que los demas no sobrepasaron los 10 cm (figura 3).

Cuadro 13. Promedio de altura por tratamientos en plantas de babaco injertadas

en papaya hawaiana bajo los efectos del antagonista y el patdgeno.
IASA-ECUADOR; 2006.

Tratamientos Evaluaciones

0 15 dias | 30dias | 45dias | 60dias
dias

T1 (T, koningii 1x108+ F. oxysporum 1x104) | 7.53 |832 |839 |898 |952 a

T2 (T. koningii 1x10°+ F. oxysporum 1x10¢) | 7.43 | 7.61 8.39 9.14 9.49 a

T3(T. koningii 1x1079+ F. oxysporum 1x1¢#) | 6.01 | 6.62 7.03 8.67 9.27 a

T4 (T. album 1x105+ F. oxysporum 1x10¢) 725 |7.85 9.43 10.37 13.18
b

T5 (T. album 1x10°+ F. oxysporum 1x1(%) 6.27 | 6.70 7.02 8.02 8.60 a

T6 (7. album 1x1079+ F. oxysporum 1x10#) 6.97 | 7.47 8.32 8.78 9.17 a

T7 (F. oxysporum 1x10#) 5.16 | 5.84 6.89 7.23 7.96 a
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Figura 3. Representacion gréfica de los promedios de altura por tratamientos de
plantas de babaco injertadas en papaya hawaiana bajo inoculantes a
base Trichoderma koningii, T. aloum y F. oxysporum f.sp. caricae . IASA-
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Figura 4. Regresion lineal de la interaccion de los antagonistas (Trichoderma
koningii y T. album) y el pat6geno, en base a los datos del promedio de
altura por cada tratamiento en plantas de babaco injertadas en papaya
hawaiana IASA-ECUADOR, 2006.

En la Figura 4 y Cuadro 14 se presenta la ecuacion de regresion entre el tiempo de
evaluacion y la altura del injerto de babaco con el fin de determinar el crecimiento
diario, detectandose que el mayor crecimiento diario se presento bajo el tratamiento de
T. album 1x108 esporas/ml con un crecimiento de 0.1 cm por dia mientras que el menor
crecimiento correspondi6 a T. koningii 1x108.

Cuadro 14. Ecuaciones de regresion para la altura por tratamiento en plantas de
babaco injertadas en papaya hawaiana bajo los efectos de los

antagonistas (Trichoderma koningii y T. aloum) y el patégeno durante
el tiempo de evaluacion. IASA-ECUADOR, 2006.

TRATAMIENTOS ECUACION DE COEFICIENTE
REGRESION DETERMINACION
T1 (T. koningii 1x10°+ F. oxysporum 1x10%) Y=7.62+0.03X 0.96
T2 (T. koningii 1x10°+ F. oxysporum 1x10%) Y=7.28+0.04X 0.96
T3(T. koningii 1x10™+ F. oxysporum 1x10% Y=5.81+0.06X 0.95
T4 (T. album 1x10°+ F. oxysporum 1x10%) Y=6.74+0.10X 0.94
T5 (T. album 1x10°+ F. oxysporum 1x10%) Y=6.13+0.04X 0.97
T6 (T. album 1x10™+ F. oxysporum 1x10% Y=7.00+0.04X 0.98
T7 (F. oxysporum f sp caricae 1x10%) Y=5.22+0.05X 0.98

5.2.3. Efecto de inoculantes a base de Trichoderma koningii y T. aloum en el
crecimiento del didmetro del tallo de plantas de babaco (zona de

injertacion) injertadas en papaya hawaiana



Al establecer el andlisis de variancia para el diametro del tallo de babaco se
encontraron diferencias estadisticas al 1% para las repeticiones a los 15 dias, mientras
que a los 30 y 45 dias se diferenciaron al 5%. No se detectaron diferencias estadisticas
para tratamientos, entre grupos, y concentraciones dentro de cada grupo (cuadro 15).

Los promedios generales para el didmetro de planta fueron 0.767, 0.803, 0.863,
0.926 y 0.96 cm para las evaluaciones a los 0, 15, 30, 45, y 60, respectivamente, con
coeficientes de variacion del 8, 8, 12, 14, 15%

Cuadro 15 Analisis de Variancia para el diametro del tallo de plantas de babaco

injertadas en papaya hawaiana bajo el efecto de los inoculantes a base
de T. alboumy T. koningii. IASA-ECUADOR; 2006.

Fuentes de Variacion | GL Evaluaciones
0 15 dias | 30dias | 45dias | 60dias

TOTAL 20

REPETICIONES 2 0.02 0.05* |0.07* |0.08 * |0.07ns
ns

TRATAMIENTOS 6 0.01 0.01ns | 0.02ns |0.02 0.02 ns
ns ns

ENTRE GRUPOS 2 |0.0 0.01ns | 0.01ns |0.02 0.02 ns
ns ns

G3vs G1, G2 1 10.01 00 ns |00 ns|0.0 0.0 ns
ns ns

G1vs G2 1 10.0 00 ns|0.01ns | 0.0 0.0 ns
ns ns

DG1 (7. koningii) 2 0.005 0.01ns |0.02ns | 0.015 0.0 ns
ns ns

7. koningiilineal 1 10.01 0.01ns | 0.03ns | 0.02 0.0 ns
ns ns

T. koningii cuadratico 110.0 0.01ns | 0.01ns | 0.01 0.0 ns
ns ns

DG2(T. album) 2 10.005 0.01 ns | 0.015 0.035 0.05 ns
ns ns ns




T. album lineal 0.0 0.0 ns|0.0 0.04 0.06 ns
ns ns ns
T. album cuadratico 0.01 0.02ns | 0.03 ns | 0.03 0.04 ns
ns ns
ERROR 12 |0 0 0.01 0.02 0.02
X(cm) 0.767 0.803 0.863 0.926 0.96
CV(%) 8.62 8.78 12.26 13.57 15.03

* Diferencias significativas (p>0.05)

** Diferencias significativas (p>0.01)

Sin embargo de no diferenciarse estadisticamente los diametros por grupos G1

(T. koningii y sus diversas concentraciones) y G2 (T. album con sus diversas

concentraciones) presentaron mayores promedios en relacion al Grupo G3 testigo (F.

oxysporum f. sp. carice 1x10%) en cada una de las evaluaciones realizadas a los 0, 15,

30, 45 y 60 dias (Cuadro 16). En el Figura 5 se observan los promedios del diametro de

tallo y su evolucion a lo largo de la investigacion de campo, hasta los 60 dias, en donde

objetivamente se aprecia la diferencia con el testigo.

Cuadro 16. Promedio de diametros de tallo por grupos en plantas de babaco
injertadas en papaya hawaiana bajo el efecto de los inoculantes a
base de T. album y T. koningii. IASA-ECUADOR; 2006.

Grupos Evaluaciones

Odia | 15 dias | 30dias | 45dias | 60dias
G1 (7. koningii con sus tres concentraciones) | 0.77 | 0.83 0.90 0.94 0.99
G2 (7. album con sus tres concentraciones) | 0.77 | 0.80 0.85 0.94 0.99
G3 (Testigo- F. oxysporum f.sp caricae 0.71 | 0.74 0.79 0.83 0.86
Ix10¢)
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Figura 5. Representacion grafica de los promedios de didmetros del tallo por
grupos de tratamientos de plantas de babaco injertadas en papaya
hawaiana bajo el efecto de los inoculantes a base de T. aloum y T.
koningii. IASA-ECUADOR, 2006.

En la figura 6 y cuadro 17 se observa la evolucion del crecimiento diametral de
las plantas a los 0, 15, 30, 45, 60 dias para cada grupo, ajustado en una regresion lineal,
el incremento diario en los tres grupos es insignificativo.
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Figura 6. Regresiones lineales en el tiempo del didmetro de tallo por cada grupo en
plantas de babaco injertadas en papaya hawaiana bajo el efecto de los
inoculantes a base de T. album y T. koningii y F. oxysporum f.sp. caricae.
IASA-ECUADOR, 2006



Cuadro 17. Regresion para el didametro del tallo de cada grupo, en plantas de
babaco injertadas en papaya hawaiana bajo el efecto de los
inoculantes a base de T. album, T. koningii y F. oxysporum f.sp.
caricae. IASA-ECUADOR, 2006.

GRUPO ECUACION DE COEFICIENTE
REGRESION DETERMINACION

G1 (7. koningii con sus diversas Y= 0.78+0.00X 0.99

concentraciones)

G2 (7. album con sus diversas Y= 0.75+0.00X 0.97

concentraciones)

G3 (Testigo- F. oxysporumf.sp caricae 1x10¢) | Y= 0.71+ 0.00X 0.99

Todos los tratamientos en base a T. koningii y T. album superaron al tratamiento

testigo T7 (F. oxysporum f sp caricae 1x10%) en cada una de las cinco evaluaciones

establecidas, pero sin diferenciarse estadisticamente (Cuadro 18). En la figura 7 se

muestra el promedio del didametro del tallo por efecto de las dos cepas de Trichoderma

usadas bajo las diversas concentraciones en todos los tratamientos.

Cuadro 18. Promedio del diametro del tallo de plantas de babaco injertadas en
papaya hawaiana por tratamientos bajo el efecto de los inoculantes a
base de T. album y T. koningii. IASA-ECUADOR; 2006.

Tratamientos

Evaluaciones

Odia | 15 dias | 30dias | 45dias | 60dias

T1 (7. koningii 1x108+ F. oxysporum 1x10%) 0.79 | 0.83 0.94 0.97 1

T2 (7. koningii 1x10°+ F. oxysporum 1x10%) 0.79 | 0.88 0.95 0.98 1.01
T3 (T. koningii 1x1079+ F. oxysporum 1x10#) 0.72 | 0.77 0.81 0.87 0.95
T4 (T. album 1x108+ F. oxysporum 1x10%) 0.78 | 0.83 0.91 1.06 1.13
T5 (T. album 1x10°+ F. oxysporum 1x1(¥) 0.71 | 0.74 0.77 0.86 0.90
T6 (7. album 1x71070+ F. oxysporum 1x10%) 0.80 | 0.84 0.88 0.90 0.93
T7 (F. oxysporumf. sp caricae 1x10%) 0.71 | 0.74 0.79 0.83 0.86
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Figura 8. Regresion lineal de la interaccion de los antagonistas (T. koningii y T.
album) y el patdgeno, en base a los datos del promedio del diametro de
plantas por cada tratamiento en plantas de babaco injertadas en papaya
hawaiana IASA-ECUADOR, 2006.

En la Figura 8 y Cuadro 19 se presenta la ecuacion de regresion entre el tiempo
de evaluacion y el didametro del tallo de plantas de babaco con el fin de determinar el
crecimiento diario, detectdndose que el mayor crecimiento diario se presento bajo el
tratamiento de T. album 1x10° con un crecimiento de 0.01 cm, en los demas
tratamientos el crecimiento no fue significativo. Chavez (2006) obtuvo un incremento
de 0.08 cm a los 28 dias sin uso de inoculantes, mientras que el tratamiento T4 (T.
album 1x10® + F. oxysporum 1x10%) fue de 0.28 cm., lo que corrobora que Trichoderma
album tiene un efecto positivo sobre el crecimiento con respeto al testigo.

Cuadro 19. Regresion para el diametro de tallo por tratamiento en plantas de

babaco injertadas en papaya hawaiana bajo el efecto de los

inoculantes a base de T. album y T. koningii y el patégeno durante el
tiempo de evaluacién. IASA-ECUADOR, 2006.

TRATAMIENTOS ECUACION DE C. DETERMINACION
REGRESION




T1 (T. koningii 1x108+ F. oxysporum 1x1(%) Y= 0.79+0.00X 0.94
T2 (T. koningii 1x10°+ F. oxysporum 1x1(%) Y= 0.81+0.00X 0.94
T3 (T. koningii 1x1079+ F. oxysporum 1x10#) | Y= 0.71+0.00X 0.98
T4 (T. album 1x108+ F. oxysporum 1x1(%) Y=0.76+0.01X 0.97
T5 (T. album 1x10°+ F. oxysporum 1x1(¥#) Y= 0.70+0.00X 0.96
T6 (T. album 1x1079+ F. oxysporum 1x10#) Y= 0.81+0.00X 0.98
T7 festigo (F. oxysporum 1x10¢) Y= 0.71+0.00X 0.99

5.2.4. Efecto de los inoculantes Trichoderma koningii y T. aloum en la variacion

de la severidad externa de los injertos de babaco.

La evaluacion de estos datos se hizo en base a la escala propuesta por Vintimilla
(2000), para lo cual se conté la cantidad de plantas que alcanzaron las diversas
calificaciones tanto a los 30 y 60 dias, respectivamente. Por tanto se transformo dichos

valores del nimero de plantas de cada categoria a porcentaje por categoria.

A los 30 dias solamente el testigo T7 (F. oxysporum 1x10%) alcanzé un
porcentaje del 50% para la calificacion de 1 (Figura 9), ya que las plantas presentaron
una clorosis inicial en hojas bajeras y un ligero arrugamiento de las hojas lo que indica
la patogenicidad de Fusarium oxysporum f sp caricae, Agrios (2002) menciona que los
tejidos pierden turgencia y las hojas que adquieren una tonalidad amarillo verdoso
(Foto14). En los demaés tratamientos no hubo plantas que presentaran algin sintoma por
lo que todas alcanzaron un 100% para la escala de 0. Esto indica que Trichoderma

koningii y album controlaron eficientemente a Fusarium oxysporum f sp caricae.
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T1 (T. koningii 1x10%+ F. oxysporum 1x10%).T2 (T. koningii 1x10°+ F. oxysporum 1x10%). T3 (T. koningii 1x10'%+ F.
oxysporum 1x10%).T4 (T. album 1x10%+ F. oxysporum 1x10%).T5 (T. album 1x10°+ F. oxysporum 1x10*).T6 (T. aloum
1x10'"+ F. oxysporum 1x10%).T7 (Testigo-F. oxysporum 1x10%).

Figura 9. Porcentaje de plantas de babaco injertadas en papaya hawaiana en las
diferentes categorias de la Escala de Severidad Externa a los 30 dias.
IASA-ECUADOR, 2006.

Fotol4. Planta de babaco injertada en papaya hawaiana perteneciente al
Tratamiento T7 (testigo F. oxysporum 1x10%) después de la inoculacién del
patogeno (F. oxysporum) a los 30 dias. IASA-ECUADOR, 2006.

A los 60 dias el Tratamiento T1 (T. koningii 1x10%) y Tratamiento T4 (T.
album 1x10®) a pesar de su menor concentracion, se obtuvo un 14% con el Tratamiento

T1 se situandose bajo la escala de 1 mientras que con el Tratamiento T4 el 20%. Esto

demuestra que Trichoderma con una concentracion baja realizo un control eficiente solo

hasta los 30 dias, aunque el porcentaje de sintomas externos fue minimo.

Para el tratamiento T7 (Testigo F. oxysporum 1x10%) se determiné que el

12.5% de las plantas evaluadas se encuentran en la en la categoria 0 en la escala, el



75% en la clase 1, mientras que el 12.5% alcanzd la clase 2 que indica una clorosis del
50% en hojas bajeras y defoliacion moderada (Figura 10). Agrios (2002) y Cafizares
(1998), mencionan que al aumentar el crecimiento del patégeno dentro de la planta se
produce un decaimiento, asi como el encogimiento de las hojas por pérdida de
turgencia (Foto 15). Posteriormente a partir del &pice se observd un necrosamiento

descendente del tallo debido al ataque y movimiento vascular de la enfermedad.

Foto 15. Planta de babaco injertada en papaya hawaiana perteneciente al
Tratamiento T7 despues de 60 dias de la inoculacion con F. oxysporum
1x10* UFC/ml. IASA-ECUADOR, 2006.
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Tratamientos

T1 (T. koningii 1x10%+ F. oxysporum 1x10%).T2 (T. koningii 1x10°+ F. oxysporum 1x10%) .T3(T. koningii 1x10°+ F.
oxysporum 1x10%).T4 (T. album 1x10%+ F. oxysporum 1x10%).T5 (T. album 1x10°+ F. oxysporum 1x10*.T6 (T. aloum
1x10™+ F. oxysporum 1x10*).T7 (Testigo-F. oxysporum 1x10%.

Figura 10. Porcentaje de plantas de babaco injertadas en papaya hawaiana en las
diferentes categorias de la Escala de Severidad Externa a los 60 dias



después de la inoculacion de Trichoderma koningii y T. album. 1ASA-
ECUADOR, 2006.

5.2.5. Infeccién del Injerto

Se evaluaron los signos externos del injerto, luego de 30 dias. En todos los
tratamientos se obtuvo una calificacion de 0 en la escala, esto corresponde a un 100%
sanas (Figura 11). A los 60 dias con el tratamiento T7 (F. oxysporum 1x10%) segun la
escala de infeccién del injerto, el 50% presentd sintomas como amarillamiento de
hojas, decaimiento mientras que el resto de tratamientos no presentaron ningan tipo de

signos (Figura 12).

Todo demuestra que Trichoderma koningii y T. album realizaron un buen
control. T. koningii es un excelente controlador biolégico para fitopatégenos al igual
que otras especies de Trichoderma como: T. harzianum, T. hamatum, T. polyspermun
(Citado por Rodriguez V, 2002). No existen reportes acerca de Trichoderma album
como controlador biolégico sin embargo en esta investigacion se comprobd su

eficiencia para controlar Fusarium oxysporum tanto en pruebas duales como in-vivo.
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T1 (T. koningii 1x10%+ F. oxysporum 1x10%).T2 (T. koningii 1x10°+ F. oxysporum 1x10%) .T3(T. koningii 1x10%°+ F.
oxysporum 1x10%).T4 (T. album 1x10%+ F. oxysporum 1x10%).T5 (T. album 1x10°+ F. oxysporum 1x10*.T6 (T. aloum
1x10™+ F. oxysporum 1x10*).T7 (Testigo-F. oxysporum 1x10%.

Figura 11. Porcentaje de plantas de babaco injertadas en papaya hawaiana en las
diversas categorias de la Escala de Infeccion del Injerto 30 dias de la
inoculacion de Trichoderma y Fusarium oxysporum. [ASA-
ECUADOR, 2006.
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T1 (T. koningii 1x10%+ F. oxysporum 1x10%).T2 (T. koningii 1x10°+ F. oxysporum 1x10%). T3(T. koningii 1x10"°+ F.
oxysporum 1x10%).T4 (T. album 1x10%+ F. oxysporum 1x10%).T5 (T. album 1x10°+ F. oxysporum 1x10*).T6 (T. aloum
1x10™+ F. oxysporum 1x10*).T7 (Testigo-F. oxysporum 1x10%.

Figura 12. Porcentaje de plantas de babaco injertadas en papaya hawaiana en las
diversas categorias de la Escala de Infeccion del Injerto luego de 60 dias
de la inoculacion de Trichoderma y Fusarium oxysporum en plantas.
IASA-ECUADOR, 2006.

5.2.6. Escala de Severidad Interna

La evaluacion de estos datos se hizo en base la escala propuesta por Vizuete
(2000), para lo cual se corto transversalmente y se contabilizé la cantidad de plantas que
alcanzaron las diversas calificaciones a los 60 dias. ElI numero de plantas enfermas se

eXpreso en porcentaje.

El 57% de plantas del tratamiento T1 (T. koningii 1x10%) alcanzé en la escala el
valor de 0, el 28,41% el valor de 1 y el 14.59% el valor de 12 Para el tratamiento T4 (T.
album 1x10%), el 80% se ubicé en la escala de 0 y el 20% en el valor de 1; siendo los de
menor concentracion (Figura 13). Al cortar las plantas se encontraron leves lesiones en

la corteza y raicillas de la planta, asi como en algunas lesiones mas pronunciadas en la



corteza y una ligera colonizacion del patogeno en el cuello de la raiz. Estas lesiones
fueron de color café lo que indican que el patdgeno ha ingresado a la raiz (Foto 16).
Estos hechos demuestran que el mejor controlador es T. album ya que solo cierto

porcentaje de plantas llego a la categoria de 1 en la escala.

Foto 16. A). Lesiones causadas por F. oxysporum en plantas de babaco injertadas
en papaya hawaiana pertenecientes al Tratamiento T1 (T. koningii 1x10°).
B) Plantas sanas Tratamiento T6 (T. album 1x10'%). IASA-ECUADOR,
2006.

En el Tratamiento 7 testigo (F. oxysporum 1x10* UFC/mI) el 87.5% alcanzé la
calificacion de 1 y el 12.5% de 1? esto prueba la patogenicidad F. oxysporum y el
cierto grado de tolerancia dada por el patrén como lo registra Galarza y Ochoa (2001).
Ninguna planta murié a causa del patdgeno, esto se debe a que en Vasconcellea papaya
la colonizacién se produjo a nivel de cuello, sin embargo los sintomas de la enfermedad
se observaron ya que las raices fueron afectadas. Ochoa y Fonseca (1998) afirman que

la mayoria de los sintomas se presentan en una porcion longitudinal de la planta que

corresponde a la raiz afectada, para luego involucionar a toda la planta.

Agrios (1995 y 2002) indica que al ingresar el patdgeno a la raiz el micelio se

extiende por los vasos xilematicos, al realizar cortes se muestran zonas cafés decoloras



dispuestas en anillo o incompletas que constan de tejidos vasculares decolorados. Con
frecuencia, las células parenquimatosas entorno a los vasos xilémicos son estimuladas
por secreciones del patdgeno para que se dividan excesivamente, esto, unido a las
paredes adelgazadas y debilitadas de los vasos. La Foto 17 muestra al tratamiento T7

testigo (F. oxysporum 1x10%) y las manchas cafés a los lados de la corteza de la raiz.

A

Foto 17. A). Lesiones y decoloracion en la raiz de plantas del T7 (F. oxysporum
1x10%). B) Reaislamiento en PDA de Fusarium oxysporum del material
vegetal enfermo de los testigos.
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T1 (T. koningii 1x10%+ F. oxysporum 1x10%).T2 (T. koningii 1x10°+ F. oxysporum 1x10%).T3 (T. koningii 1x10'°+ F.
oxysporum 1x10%).T4 (T. album 1x10%+ F. oxysporum 1x10%).T5 (T. album 1x10°+ F. oxysporum 1x10*.T6 (T. aloum
1x10™+ F. oxysporum 1x10*).T7 (Testigo-F. oxysporum 1x10%.

Figura 13. Porcentaje de plantas de babaco injertadas en papaya hawaiana
representadas en la Escala de Severidad Interna luego de la



inoculacion de Trichoderma album y T. koningii y Fusarium oxysporum
a los 60 dias. IASA-ECUADOR, 2006.

Al comparar los registros de la escala de Severidad interna con la de Severidad
externa a los 60 dias después de la inoculacion de Trichoderma y Fusarium se observo
que solo un porcentaje minimo de plantas demostré sintomas en sus hojas bajeras, pero
al realizar cortes transversales en muchas de las plantas que no presentaban sintomas
externos se constato que hubo una colonizacién ligera en las raiz del patégeno debido a

la presencia de manchas cafes.

5.2.7. Mortalidad de plantas debido a otros agentes fitopatogenos diferentes de

Fusarium oxysporum f sp. caricae.

Esta variable se la evaluo a lo largo del ensayo y se contabilizé al final. Del total
de plantas muertas bajo invernadero se obtuvo que el 27.08% murieron debido a

Phytophthora palmivora y el 72,92% debido a bacterias como Erwinia sp., (Figura 14).

MORTALIDAD

27,08%

O Phytophthora palmivora

B Bacterias

72,92%




Figura 14. Porcentaje de mortalidad a causa de Bacterias y Phytophthora
palmivora en plantas de babaco injertadas en papaya. IASA-
ECUADOR, 2006.

Se comprob6 que papaya hawaiana fue susceptible a Phytophthora palmivora.

Se hizo un aislamiento del material vegetal enfermo y se obtuvo en PDA un hongo de

micelio blanquecino algodonoso (Foto 18A). Se observod en el microscopio estructuras

de fructificacién esporangioforos (Foto 18B) y mediante la clave de hongos Oomycetes
de los géneros Pythium y Phytophthora (voxArx 1974). Los sintomas que presentaron
las plantas fueron ablandamiento de tejidos, pudricién acuosa sin olor y al final las

plantas aparecieron con un tallo agrietado (Foto 18C) y se dobld facilmente (Jiménez,

2002).




Foto 18. A) Micelio blanquecino y algodonoso perteneciente a Phytophthora
palmivora B) Esporangioforo de Phytophthora palmivora. C) planta
afectada de babaco injertada en papaya hawaiana por Phytophthora
palmivora. IASA-ECUADOR, 2006.

Las bacterias como Erwinia sp provocaron pudriciones a nivel de la zona de
injerto provocando pudricion blanda y posterior necrosamiento del tejido en la zona de
cambium lo que provocd mortalidad en el injerto y la contaminacién del patrén. La
presencia de dicha bacteria afectd la zona de injerto. Chavez (2006) después de la
injertacion al termino de los 21 dias obtuvo un porcentaje de mortalidad en los injertos
de babaco realizados sobre papaya hawaiana del 15% debido a bacterias como Erwinia
sp., y hongos como Botrytis sp., en la zona del injerto, provocando pudriciones acuosas

lo que caus6 mortalidad de los injertos en la fase de laboratorio.

5.3 Analisis Econémico.

Se realizo un analisis de costos por planta y costos por tratamientos debido a que
no se obtuvo produccion, siendo Util para las fases experimentales en la obtencion de
material vegetal certificado (Cuadro 20). Los costos por planta corresponden al valor
del bioformulado, mano de obra, planta. El costo por planta varia dentro de cada
tratamiento debido a que el valor de bioformulado disminuye de acuerdo a la
concentracion ocupada. El costo por tratamiento comprende al nimero total de plantas

enviadas al invernadero mas el fertilizante.

Cuadro 20: Costos de plantas y tratamientos. IASA-ECUADOR, 2006.

Costo por | Costo por Cst. Por planta.
TRATAMIENTOS plantas Tratamiento | Al Final
T1 (T. koningii 1x10°+ F. oxysporum 1x10%) 1.802 23.56 3.48
T2 (T. koningii 1x10°+ F. oxysporum 1x10%) 1812 23,69 484
T3(T. koningii 1x10™+ F. oxysporum 1x10%) 197 25,74 4.36




T4 (T. album 1x10°+ F. oxysporum 1x10%) 18 2353 4,81
T5 (T. album 1x10%+ F. oxysporum 1x10") 1.809 23,65 349
T6 (T. album 1x10™+ F. oxysporum 1x10%) 1,99 26 5,30
T7 (F. oxysporum 1x10%) 1,85 24,18 3,14

El costo por tratamiento al final de la investigacion varia debido a que hubo un
porcentaje de mortalidad muy alto de 52.74%, lo que ocasiona que en los tratamientos
donde hubo un mayor numero de plantas muertas, el costo al final por planta para cada

tratamiento se incrementa



6. CONCLUSIONES.

Las seis cepas de Trichoderma spp y Fusarium oxysporum f sp caricae
mantuvieron a lo largo del estudio, optimas caracteristicas de viabilidad y pureza ya que
al efectuar resiembras en agar PDA se obtuvo un adecuado crecimiento de los
antagonistas y del patdégeno libre de contaminantes externos lo que determind su
viabilidad por lo que la metodologia y medios de cultivo in vitro utilizados fueron

adecuados.

Las seis cepas Trichoderma spp probadas frente a Fusarium oxysporum f. sp.
caricae, demostraron capacidad antagonica. De las seis cepas, Trichoderma koningii y
Trichoderma album demostraron actividades inhibitorias mayores que las otras para las
pruebas in vitro, ya que al sexto dia alcanzaron la categoria 4 dentro de la escala de

capacidad antagonica.

Los sintomas de Marchitez vascular del babaco se presentaron en los
Tratamientos T1 (T. koningii 1x10%ufc/ml + F. oxysporum 1x10%ufc/ml), T4 (T. album
1x10%ufc/ml + F. oxysporum 1x10%ufc/ml) luego de 60 dias, mientras que en el T7
(Testigo F. oxysporum 1x10*ufc/ml) se presentaron a los 30 y 60 dias. Por lo tanto de
los resultados obtenidos demuestran que existe tolerancia en papaya hawaiana como en
otras especies de Vasconcelleas. Los resultados obtenidos constituyen informacion

nueva para esta especie, a nivel de pais.

En invernadero las plantas que fueron inoculadas con Trichoderma album
tuvieron un mayor incremento en altura comparado con aquellas tratadas con
Trichoderma koningii. El incremento diario de la altura del injerto fue de 0.06 cm lo

que indica que esta cepa tiene un efecto positivo en el crecimiento vegetal.



Las plantas inoculadas con concentraciones de 1x10® ufc/ml de Trichoderma
koningii y Trichoderma album presentaron luego de 60 dias la categoria de 1 dentro de
la Escala de Severidad Interna, sin embargo la colonizacién de Fusarium oxysporum f.
sp. caricae se presentd solo a nivel de raiz. Esto implica que el patrén usado otorgo

cierto grado de tolerancia al patégeno.

Papaya hawaiana es susceptible a Phytophthora palmivora por lo cual el
porcentaje de mortalidad fue de 27% y el 73% debido a bacterias como Erwinia sp.,
esto determind que a pesar de su buena afinidad con el injerto no es un patron aceptable

bajo condiciones de invernadero.



6. RECOMENDACIONES

Hacer un estudio sobre el comportamiento de Trichoderma album en
formulaciones liquidas y del metabolito activo mediante espectro infrarrojo u

caracterizacion a nivel bioquimico, por ser la cepa mas eficiente.

Realizar tratamientos preventivos de semilla seleccionada de papaya con
Trichoderma para evitar la presencia de hongos y bacterias fitopatdgenas en la etapa de

semillero e invernadero en los portainjertos

Evaluar por lapsos mayores de tiempo en el campo, el comportamiento de las
plantas injertadas de babaco en papaya hawaiana frente a Trichoderma mediante
variables como: conteo del namero de raices, indice plastocromico, tasa de fotosintesis,

para determinar el efecto del antagonista sobre el crecimiento y fisiologia de la planta.

Para nuevas investigaciones que persigan objetivos similares, incluir varias
cepas de Fusarium oxysporum f. sp. caricae procedente de diferentes localidades con
las que se haya previamente verificado su patogenicidad; a fin de establecer su

comportamiento ante la accidn antagonista de las diversas cepas de Trichoderma spp.

Realizar estudios morfologicos y moleculares de Fusarium oxysporum f. sp.

caricae para determinar nuevas razas Yy estudios en funcién del tiempo.

Las posibles interacciones antagonista defensas secundarias de la planta, tienen

que ser estudiadas mas a fondo con base a los resultados obtenidos.

Realizar analisis econdmicos en base a la produccion para determinar el

Costo/Beneficio, demostrando asi cuan rentable puede resultar para el agricultor.






