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Resumen
El moho gris causado por el fitopatdgeno Botrytis cinerea, es las enfermedades mas destructivas
del cultivo de cafiamo (Cannabis Sativa L.), la cual su control esta basado en la aplicacion de
agroquimicos. La presente investigacion, se realizdé en el Departamento de Proteccion Vegetal
de la EESC-INIAP. El objetivo es evaluar mediante pruebas de antagonismo in vitro, empleando
seis cepas de Trichoderma spp. frente al fitopatdgeno Botrytis cinérea, se realizaron bajo un
disefio completamente al azar, se evalud el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR).
Todas las cepas de Trichoderma spp., mostraron un rapido crecimiento, sin embargo, se observé
gue la cepa 1,3 mostraron mayor diferencia significativa seguido por la cepa 6 Trichoderma
virens. Una vez concluida la fase de laboratorio, se seleccionaron las cepas mas eficaces como
controladores y un testigo, fueron aplicados en las plantas de cafiamo para evaluar bajo
invernadero el potencial de las tres cepas de Trichoderma spp. Al evaluar las variables
agrondémicas, el rendimiento no se present6 diferencias significativas entre tratamiento aplicados
con Trichoderma, sin embargo, el tratamiento 1 (Cepa 1 Trichoderma spp), tratamiento 2 (Cepa
6 Trichoderma virens) presentaron un mayor promedio del peso de los cogollos, ademas que el
tratamiento 2 (Cepa 6 Trichoderma virens), presentd ser mas efectivo para el crecimiento de las
plantas y en la biomasa de las raices. Referente a la incidencia y severidad se determin6 que no
se encontraron diferencias significativas para los tratamientos aplicados con Trichoderma spp.

sin embargo, los tratamientos 1 y 3 presentaron promedios mejores para control.

Palabras clave: CONTROL BIOLOGICO, CANNABIS SATIVA, TRICHODERMA SPP.,

BOTRYTIS CINEREA.
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Abstract
The gray mold caused by the phytopathogen Botrytis cinerea, is the most destructive disease of
the hemp crop (Cannabis Sativa L.), whose control is based on the application of agrochemicals.
The present investigation was carried out in the Plant Protection Department of the EESC-INIAP.
The objective is to evaluate through in vitro antagonism tests, using six strains of Trichoderma
spp. against the phytopathogen Botrytis cinerea, they were carried out under a completely
randomized design, the percentage of radial growth inhibition (PICR) was evaluated. All
Trichoderma spp. strains showed rapid growth, however, it was observed that strain 1.3 showed
the greatest significant difference followed by strain 6 Trichoderma virens. Once the laboratory
phase was completed, the most effective strains were selected as controllers and a control were
applied to the hemp plants to evaluate the potential of the three Trichoderma spp. strains under
greenhouse conditions. When evaluating the agronomic variables, the yield did not present
significant differences between treatments applied with Trichoderma, however, treatment 1
(Strain 1 Trichoderma spp), treatment 2 (Strain 6 Trichoderma virens) presented a higher average
weight of the buds, in addition than treatment 2 (Strain 6 Trichoderma virens), presented to be
more effective for plant growth and root biomass. Regarding the incidence and severity, it was
determined that no significant differences were found for the treatments applied with Trichoderma

spp. however, treatments 1 and 3 presented better averages for control.

Keywords: BIOLOGICAL CONTROL, CANNABIS SATIVA, TRICHODERMA SPP.,

BOTRYTIS CINEREA.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION
Antecedentes

La produccién de cafiamo (Cannabis sativa L.) a nivel mundial ha tenido un gran avance
tras la reciente legalizacion debido a que presenta compuestos vegetales de alto valor
convirtiéndose en unos de los mas importantes. Generando interés no solo en el sector
académico, hacedores de politica y representantes de la sociedad civil sino también en
inversionistas y empresarios (Angeles et al. 2014). En el Ecuador, la actividad de la produccion
de cafiamo se presenta como una potencial alternativa para la economia del pais (Fuentes et
al. 2020).

El cultivo de Cannabis sativa L. en el Ecuador, cuenta con el apoyo de las vigentes
reformas de Codigo Organico Integral Penal en cuanto al uso autorizado del caflamo con fines
de produccion, industrializacién y comercializacién; las cuales han provocado la expansién del
sector; ademas que el cultivo cuenta con condiciones ambientales éptimas para su
establecimiento, no obstante estas mismas condiciones son propicias para el desarrollo de
fitopatdgenos que son una limitante para la produccién de cafiamo (Coba, 2020).

Una de las enfermedades mas importantes en el cultivo de cafiamo es causado por el
hongo Botrytis cinerea, que ha ocasionado graves pérdidas en mas de 200 especies de cultivos
en el mundo (Williamson et al. 2007); este hongo tiene la capacidad de afectar sus flores o
cogollos y los tallos. Las infecciones en las flores suelen ocurrir debido a que estan cubiertas
por tricomas que contienen a los metabolitos secundarios llamados cannabinoides (Sanchez y
Rincén, 2021) ocasionado graves pérdidas.

Por esta razén en la actualidad se buscan nuevas alternativas con sustancias no
contaminantes y de rapida biodegradacion, las cuales tengan la capacidad de controlar al
fitopatdgeno de interés (Camacho, 2021). Dentro de este género se encuentra Trichoderma

spp., que ha demostrado ser eficiente por sus diversas capacidades metabdlicas, destacando
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su capacidad para producir antibiéticos, competencia por nutrientes y espacio, parasitismo,
promocién de crecimiento vegetal y respuestas de defensa de las plantas (Brotman et al. 2010).

En contexto es la razdn por la cual se propone evaluar la actividad de las cepas del
género Trichoderma spp., con el propdsito de brindar una nueva estrategia que logre controlar
eficazmente a Botrytis cinerea, permitiendo la reduccion del uso y aplicacién de agroquimicos,
ya gue estos controladores biologicos al ser biodegradables y no tdéxicos constituyen una
alternativa sostenible para el manejo de los cultivos, minimizando los dafios al medio ambiente
y permiten la reduccion de recursos econdémicos para el agricultor, con producciones de mejor
calidad.

Justificacion e Importancia

El Ecuador presenta condiciones climaticas y una ubicacién favorable para realizar
instalaciones de cultivos de cafiamo, permitiendo ser factible y tener un mayor rendimiento.
Actualmente en el pais ya existen empresas formales y legales que han optado por la siembra
de esta planta, siendo localizadas principalmente en Tabacundo, Pichincha. Por primera vez en
febrero del 2021, se emitieron siete licencias para trabajar en esta industria que fueron
otorgadas por el Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG), permitiendo el desarrollo del
cultivo (Labomersa, 2022). Segun el grupo Cannamerica y las cifras del Ministerio de
Produccién, Comercio Exterior y Pesca, esta industria va en auge, donde hasta octubre del
2022 existian 150 productores las cuales generan nuevas fuentes de empleo y equilibran la
economia (El Universo, 2023).

La planta de cannabis es un cultivo rustico que a pesar de tener pocas plagas y
enfermedades, estas pueden afectar de manera significativa la productividad, entre las
enfermedades més importantes que perjudican los racimos florales y a los tallos de la planta
esta Botrytis cinerea (Punja, 2018); este patdbgeno provoca amenazas en todas las etapas de
produccion, poscosecha y su almacenamiento, causando pérdidas economicas significativas, al

mismo tiempo al aplicar productos quimicos se corre el riesgo de que se puedan contaminar
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minimamente el producto final y por tanto no cumplir con requisitos de calidad, para su
comercializacién (Punja et al. 2019). Este patégeno es mas destructivo en tejidos maduros o
senescentes sin embargo este hongo puede ingresar en tejidos jovenes en etapas tempranas
del desarrollo del cultivo, permanecer inactivo durante algin tiempo, y causar la pudricion
cuando las condiciones ambientales sean propicias (Williamson et al. 2007).

En la actualidad, existen productores que aplican fungicidas estan dirigidos a otros
cultivos agricolas con ingredientes activos que contienen metalaxil, estrobilurinas, fludioxonil,
fluopiram y pirimetanil para brindar un control efectivo para moho gris (Punja, 2021). Sin
embargo, el producto destinado para fines médicos y alimenticios deben cumplir con practicas
agroecoldgicas para cumplir con los requisitos que exige el mercado internacional, segun la
legislacion ecuatoriana de la Agencia Nacional de Regulacion, Control y Vigilancia Sanitaria
(ARSCA) los productos terminados de uso y consumos humano que contengan cannabis no
psicoactivo o caflamo no podran contener residuos de plaguicidas Agencia Nacional de
Regulacién, Control y Vigilancia Sanitaria (ARSCA, 2021). Para lo cual se debe realizar la
prevencion del desarrollo de la enfermedad se requiere aplicar manejo de buenas préacticas
agricolas, las cuales permiten prevenir grandes dafios por el patégeno, sin embargo, el uso del
control biolégico permite inhibir de manera significativa el crecimiento del patégeno y asi de
ofrecer una alternativa a la utilizacion de fungicidas sintéticos (Punja, 2021).

Con la aplicacién del control biologico, se fomenta el uso de medidas alternativas
sostenibles, eficaces y de baja toxicidad, asegurando al productor obtener materia prima libre

de agroquimicos y conservando el medio ambiente.
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Objetivos
Objetivo general
Evaluar cepas de Trichoderma para el control moho gris (Botrytis cinerea) en el cultivo
del cafiamo (Cannabis sativa L.) variedad Cherry Oregon Hemp.
Objetivos especificos

o Evaluar mediante pruebas de antagonismo in vitro, empleando seis cepas de
Trichoderma spp. frente al fitopatdgeno Botrytis cinerea.

o Evaluar bajo invernadero el potencial de las tres cepas de Trichoderma spp.
selecionadas para el manejo de B. cinerea en el cultivo de cdfiamo, variedad Cherry
Oregon Hemp.

Hipotesis

¢ Hoi: Ninguna cepa de Trichoderma spp. presenta antagonismo estadisticamente
significativo sobre Botrytis cinerea, bajo condiciones de laboratorio.

¢ H1:: Al menos una cepa de Trichoderma spp. presenta antagonismo estadisticamente

significativo sobre Botrytis cinerea, bajo condiciones de laboratorio.

¢ Hoz: Ninguna cepa de Trichoderma spp. es eficaz para el manejo de Botrytis cinerea en

condiciones de invernadero.
e H1,: Al menos una cepa de Trichoderma spp. es eficaz para el manejo de Botrytis

cinerea en condiciones de invernadero.
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CAPITULO I
FUNDAMENTACION TEORICA Y REFERENCIAL
Marco Referencial
Cafamo (Cannabis sativa L.)

Cannabis sativa L., es una planta anual herbacea originaria de Asia, ampliamente
extendida por regiones templadas y subtropicales del mundo. Es una de las fuentes mas
antiguas de fibra textil, ademas posee propiedades medicinales y alimenticias. De acuerdo al
conocimiento popular, se le han atribuido propiedades analgésicas, relajantes musculares,
antidepresivas, hipnéticas, inmunosupresoras, antiinflamatorias, ansioliticas, broncodilatadoras,
entre otras, ademas esta planta es la mas antiguas que producen efectos psicotrdpicos
(Angeles et al. 2014).

La diferencia entre el cAfiamo y la marihuana es la morfologia y composicion. El
cafiamo produce tetrahidrocannabinol (TCH) inferior al 1%, ademas tiene otras substancias no
psicoactivas como cannabidiol (CBD), principal producto de comercializaciéon para la medicina,
cosmeéticos, alimentos e higiene domeéstica (Coba, 2021).

En la actualidad se acepta que el género Cannabis esté formado Unicamente por
Cannabis sativa L. y de aqui se derivan tres subespecies el Cannabis Sativa Sativa, el
Cannabis Sativa ruderalis y el Cannabis Sativa Indica (Colodron, 2019).

Clasificacién taxonémica

Pertenece al reino Plantae, a una superdivisién espermatofita (plantas con semilla),
division Magnoliophyta (plantas con flores), clase Magnoliopsida (Dicotiled6neas), orden
Urticales, familia Cannabaceas, género Cannabis, especies Cannabis sativa Carlos Linneo
1753 (Thomas y EISohly, 2016).

Requerimientos del cultivo

e El cafnamo requiere periodos exentos de heladas de cinco meses o mas para producir
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semillas y cuatro meses para la produccion de fibra (Fassio et al. 2013).

e Temperatura: los rangos para un desarrollo 6ptimo del cultivo se encuentran entre 20 a
25°C durante el diay de 13 a 21°C durante la noche.

e Humedad relativa: debe estar entre un 60 a70% dentro de este rango se favorece el
desarrollo.

e Fotoperiodo: Requiere suficiente luz durante su primera y segunda etapa de crecimiento
entre 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad (Angeles et al. 2014), no obstante, en la
tercera etapa que es la floracién requiere menos horas de luz entre 12 horas de luzy 12
horas de oscuridad (Fassio et al. 2013).

e Suelo: tiene un mejor desarrollo en suelos de estructura franco-limosa, franco arcilloso o

arcillo limosa, con un pH entre 5y menor a 7,5 (Fassio et al. 2013).

Desarrollo del cultivo

El ciclo de vida de C. sativa tiene cuatro fases: germinacion y emergencia, crecimiento
vegetativo, floracién y senescencia.

Germinacion y emergencia: la temperatura 6ptima es de 24°C y sin presencia de luz, el
proceso dura aproximadamente entre tres a siete dias (Fassio et al. 2013), en el caso de que
el cultivo sea a campo abierto es recomendable germinar en macetas o semilleros, y el
trasplante debe realizarse cuando las plantas midan 20 cm de alto (Palma, 2020).

Crecimiento Vegetativo: Su crecimiento es lento al principio hasta que tienen sus 5
pares de hojas verdaderas, sin embargo, después el tallo crece rapidamente formando entre 7
a 12 pares de hojas en cual el primer par de hojas tiene un foliolo, el segundo tiene tres, el
tercero cinco y asi sucesivamente hasta alcanzar los once foliolos (Fassio et al. 2013). En esta
etapa dependera de la variedad y suele comprender entre 3 a 16 semanas, ademas cuando el

cultivo se encuentra en el interior es recomendable exponer a la luz por 18 horas al dia 'y
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controlar la humedad (mayor a 40%) y una temperatura que oscile entre 20°C a 30°C (Venini,
2022).

Floracion: Es la etapa mas larga puede durar entre 8 a 11 semanas, en esta se debe
tener precaucion debido a que se encuentra en crecimiento, ademas en esta etapa las hojas
cambian de opuestas a alternadas, al mismo tiempo permite diferenciar las plantas hembras y
masculinas donde las plantas hembras poseen una elongacion y tienen un caliz tubular
simétrico (Fassio et al. 2013), en caso de las plantas masculinas se presenta en forma de garra
curva, otro punto es que la floracién en los machos es antes que de las hembras
aproximadamente dos semanas (Palma, 2020).

Senescencia: Cuando las plantas maduran se cortan en la base o se cortan las ramas
principales por separado, también se realizan cortes de las hojas permitiendo un secado rapido
gue requiere de menos espacio y almacenamiento, teniendo en cuenta que los cogollos deben
ser tratados con cuidado, evitando tocarlos debido a que estas pueden estallar sus glandulas
de resina malogrando la buena conservacion de esta (Palma, 2020).

Variedad Cherry Oregon Hemp

Es un cultivar que contiene un alto contenido de CBD (Cannabidiol), ademas que
proporciona niveles bajos de THC (Tetrahidrocanabiol), asimismo es conocida por su tamafio
compacto y poseer buen rendimiento de aceite de CBD (Rhizo Sciences, 2021).

Cherry Oregon es una variedad del cafamo que puede medir alrededor de 1,21 a 1,60
metros de altura en interiores y en exteriores hasta 3 metros. Produce hasta 480 gramos por
metro cuadrado en interiores y en exteriores 950 gramos por planta (Silver river seeds, 2023).
Las plantas tienen buena resistencia a la intemperie y a las plagas, y crecen bien sin soportes
(Rhizo Sciences, 2021).

Botrytis cinerea
Es un hongo macrdfito que causa pérdidas severas a una gran variedad de cultivos.

Conocido como el moho gris, o podredumbre gris la cual causa destruccién en tejidos maduros
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0 senescentes, se reproducen a través de conidios o esporas asexuales que se dispersan
facilmente a través del agua, viento o cualquier actividad fisica (Williamson et al. 2007).

Este patégeno puede ingresar a los tejidos en etapas tempranas del desarrollo del
cultivo y permanece inactivo hasta que las condiciones ambientales permitan desarrollarse, no
solo produce dafios en cultivos a campo abierto o en invernadero, sino que ademas puede
causar pérdidas en postcosecha (Williamson et al. 2007).

Este hongo ataca principalmente en los racimos florales y tallos. Debido a que en los
racimos florales retienen humedad, lo que provoca un dafiando al cultivo, ocasionado pérdidas
en el caso de producir sustancias no psicoactivas o semillas y el segundo lugar en afecta a los
tallos, causando dafios en la produccién en variedades para fibra (Fassio et al. 2013). Este
patégeno al infectar los racimos florales destruyen directamente las yemas, causando pérdidas

de hasta un 20% en su rendimiento (Punja, 2021).

Clasificacién taxonémica de Botrytis cinerea

Este patdégeno pertenece al reino Fungi, filo Ascomyceta, clase Leotiomycetes, orden
Helotiales, familia: Sclerotiniaceae, género: Botrytis y a la especie: Botrytis cinerea Pers., 1801
(Vazquez, 2020).
Caracteristicas morfoldgicas

Botrytis cinerea se caracteriza por poseer una gran cantidad de conidios. Los
conidi6foros se originan principalmente de la masa hifal aunque puede producirse de
esclerocios (Romero y Granados, 2018).

Conidios: son la estructura principal para la dispersion, asi como una de las estructuras
gue presentan resistencia sobre superficies vegetales, manteniendo su viabilidad y su

capacidad infectiva durante el desarrollo del cultivo (Romero y Granados, 2018)
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Clamidosporas: se forman a partir de la transformacion del micelio y son liberados por la
disgregacion de las hifas, regularmente aparecen en cultivos envejecidos (Romero y Granados,
2018).

Esclerocios: son 6rganos pluricelulares que durante temperaturas bajas el hongo
permanece en hibernacion, cuyas dimensiones oscilan entre 1-5 mm de seccién transversal y
1-5 mm de secciodn longitudinal (Romero y Granados, 2018).

Figura 1

Conidios sobre conidiéforos libres de Botrytis cinerea observadas en microscopio

° Ing, Agr, Francisco Sautua >

Nota. Recuperado de (Sautua, 2023).

Ciclo bioldgico y aspectos epidemioldgicos
Las condiciones propicias para la enfermedad son temperaturas alrededor de los 18°C,
con una humedad relativa superior al 90% (Koppert, 2022). El ciclo de infeccion puede ser
dividido en seis etapas (Figura 2):
1. Se inicia con la adhesion de los conidios que se encuentran sobre la superficie del
huésped.
2. La germinacion si las condiciones son favorables
3. La penetracion al tejido, esta puede ser a través de heridas o aberturas naturales,
en la cual participan distintas enzimas.

4. La excrecion de toxinas o la combinacion de las mismas continuando con la muerte
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de las células adyacentes dando lugar a una lesioén primaria, sin embargo, en
algunos casos aparece la fase de latencia en la cual la planta logra controlar al
patogeno.
5. Diseminacién en el tejido vegetal, originando la colonizacién.
6. Finalmente realizan la esporulacion del hongo sobre el tejido necrosado, iniciando
una nueva generacion de conidios (Romero y Granados, 2018).
Figura 2

Representacion del ciclo de la vida de Botrytis cinerea
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Nota. Recuperado de (Lumbreras, 2017).

Sintomas de la enfermedad

Botrytis cinerea se puede presentar desde los semilleros ocasionado necrosis de los
tejidos mas débiles, asimismo se presenta en hojas donde se observa una necrosis que se
secara rapidamente y se desvanecen al minimo roce, mientras que, en el tallo el hongo hara
gue éste tenga un color marrén, se encuentre fragil y ulcerado (Arcuma, 2016). En los cogollos

se presenta aspecto palido, con tonalidad gris, en algunos casos el color sera verde-azulada.
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La textura del cogollo también se volvera mas seca y en etapas mas avanzadas se observa
una especie de capa de algodon (Figura 3) (Arcuma, 2016).
Figura 3

Sintomas de Botrytis cinerea en la planta de Cannabis Sativa L.

Nota. a) Hoja afectada por B. cinerea, b) Tallo
afectado por B. cinerea, c) Cogollo afectado por

B. cinerea. Recuperado de (Arcuma, 2016)

Manejo convencional
Las maneras de prevenir la proliferacion del hongo Botrytis cinerea son:
Controlar la humedad: El hongo B. cinerea se ve favorecido por la humedad alta, se

procura que la humedad ambiental se mantenga por debajo del 50% (Mar, 2023).

Limpiar el cultivo frecuentemente: eliminar materia organica en descomposicion o agua

estancada para prevenir su desarrollo, ademas se debe eliminar los brotes infectados (Mar,
2023).

Riego matutino: Se lo debe realizar en la mafiana ya que comienza su actividad

metabdlica las plantas, ademas si se lo realiza por la tarde incrementa demasiado la humedad

durante la noche, de igual manera el riego excesivo en floracion es muy peligroso(Mar, 2023).
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Sistema de ventilacion: procurar que los cultivos de invernadero estén suficientemente
ventilados y evitar altas densidades de plantaciones (Mar, 2023).

Control biolégico

El prolongado aumento de la poblacién humana requirié la busqueda de nuevos
caminos para incrementar la produccion de alimentos; en el cual los agricultores usan
plaguicidas sintéticos de forma indiscriminada, afectando de manera significativa la salud
humana, el medio ambiente y la biodiversidad, esto ha provocado en la poblacion un rechazo al
uso del control quimico en la produccion agricola (Viera et al. 2020), debido a esto surgié
investigaciones sobre el uso de controladores bioldgicos benéficos, que permiten reducir los
efectos negativos de los patdgenos y generar respuestas positivas en las plantas (Vinale et al.
2008).

El control biol6gico es una préactica agricola que se basa en la utilizacién de organismos
naturales (depredadores, parasitoides, entomopatdégenos y antagonistas) con el fin de reducir la
densidad de poblaciones de plagas (Senasa, 2016). Este método ha sido reconocido como una
de las visiones a largo plazo mas efectivas y rentables para el manejo de plagas invasoras
(Motta y Murcia, 2011).

Existen dos tipos de control biolégico los cuales son: clasico y aumentativo. El control
biolégico clasico es cuando se introducen enemigos naturales seguros para la fauna o flora
local para el control de una plaga, con el objetivo de reducir permanentemente la densidad del
patdégeno en un area grande (Van y Abell, 2008); mientras que, el control biolégico aumentativo
consiste en incrementar los enemigos naturales existentes mediante crias en laboratorio para
luego ser liberados varias veces en el afio, siendo més efectivo en cultivos de invernadero (Van

y Abell, 2008).
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Trichoderma
Generalidades

Las especies pertenecientes al género Trichoderma spp., son hongos saprofitos los
cuales se caracterizan por ser agentes de control biolégico, se encuentran distribuidos en
material celulésico y la rizéfora de las plantas (Osorio, 2017) Este tipo de hongo se pueden
aislar de bosques o suelos agricolas y se pueden cultivar facilmente in vitro (Brotman et al.
2010). Las colonias tienen una coloracion blanca-verdosa-amarillenta en el medio de cultivo,
sin embargo, en el anverso presenta una coloracién amarilla, ambar o amarilla-verdosa
(Osorio, 2017). Entre sus caracteristicas microscopicas se observan tres tipos de propagulos
como son las hifas, clamidosporas y conidios hialinos no verticilados (Osorio, 2017).
Clasificacion taxondmica de Trichoderma

Pertenece al reino Fungi, division Mycota, clase Hyphomycetes, orden Moniliales,

familia Moniliaceae, género: Trichoderma Persoon, 1801 (Infante et al. 2009)

Caracteristicas morfoldgicas

Conidioforos: Tienen la forma de arbol mas o menos piramidal, atenuada hacia arriba,
ramas en su mayoria emparejadas y aumentando en longitud de arriba hacia abajo, ramas
sustituidas por fialides (Siddiquee, 2017).

Conidios: Presentan una forma ovoidal o globosa, de color verde claro y los bordes
lisos. Se encuentran incrustadas en las fialides a manera de un racimo bien definido (Acurio y
Espafia, 2016). Permitiendo asegurar la generacion del hongo durante gran parte del periodo
vegetativo (Infante et al. 2009).

Clamidosporas: Tienen una apariencia globosa o subglobosas que se encuentran en la
parte terminal o intermedio de las hifas y pueden llegar a medir 15 um de didmetro (Castro y
Rivillas, 2012). Son estructuras que toleran condiciones adversas permitiendo la supervivencia

del hongo (Infante et al. 2009).
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Figura 4

Caracteristicas morfologicas representativas de Trichoderma spp.

Nota. (a) Fialides y conidios; (b) conidios; y (c,d) Se

observaron conidi6foros con un aumento de
400X.Recuperado de (Siddiquee, 2017).

Mecanismos de accion del Trichoderma spp.

El género Trichoderma tiene varios modos de accién o mecanismos para controlar los
patdégenos de las plantas, que incluyen:

Competencia: Se define como el comportamiento desigual de dos o mas organismos
ante un mismo requerimiento (sustrato, nutrientes), presentando plasticidad ecoldgica,
velocidad de crecimiento y desarrollo, asimismo posee una colonizacion agresiva en
condiciones adversas para sobrevivir, principalmente, en forma de clamidosporas (Infante et al.
2009). Tiene capacidad de movilizarse y tomar los nutrientes del suelo como es el carbono y
nitrégeno permitiendo al hongo colonizar mas rapido, segun el reporte de (Anke et al. 1991).

Micoparasitismo: Es el proceso en la interaccion entre el antagonista — patégeno, ocurre
en cuatro etapas que son: 1) crecimiento quimiotréfo, 2) reconocimiento,3) adhesion y

enrollamiento y 4) la actividad litica (Zamudio, 2016). En esta Ultima etapa degradan las

30



paredes celulares del patégeno y posibilitan la penetracién de las hifas de Trichoderma (Castro
y Rivillas, 2012).

Antibiosis: Tiene la capacidad de generar compuestos organicos volatiles y no volatiles
téxicos los cuales juegan un papel importante en la inhibicion y desarrollo de fitopatégenos con

los que hacen contacto fisico (Infante et al. 2009).
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CAPITULO Ill
MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se realiz6 en dos etapas, conforme a los objetivos especificos
planteados. En la primera etapa (fase de laboratorio), se obtuvo un aislado del hongo
fitopatdgeno y de las cepas de hongos benéficos, los cuales se identificaron morfolégicamente
previo a la evaluacion de pruebas de antagonismo en laboratorio; posteriormente, en la
segunda etapa (fase de invernadero), se realizaron evaluaciones en el invernadero del al hongo
benéfico seleccionado en la fase de laboratorio.

Ubicacién de lainvestigacion

La presente investigacion se llevé a cabo en las instalaciones de la Estacion
Experimental Santa Catalina (EESC) del INIAP, en el laboratorio de Control Biolégico del
Departamento de Proteccidn Vegetal y en el invernadero automatizado del INIAP en la
Hacienda el Prado, Selva alegre, Sangolqui.

En la primera etapa se realizé en los laboratorios del Departamento de Proteccion
Vegetal de la EESC, ubicada en el cantén Mejia a una altitud de 3064 m.s.n.m. Las condiciones
ambientales que se manejan son: temperatura promedio de 12,2°C y Humedad relativa 77,3%
Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia (INAMHI, 2022) .

Para la segunda etapa se llevd a cabo en el invernadero automatizado INIAP, ubicado
en la Hacienda el Prado, Sangolqui a una latitud de 0°23°21.69”S, longitud de 78°24’50.89”0 y
a una altitud de 2745 m.s.n.m. Las condiciones ambientales que se manejan son: Temperatura
promedio 20,55°C y humedad relativa de 62,99% (Espin, 2021).

Metodologia
Primera etapa: Prueba de antagonismo in vitro, entre seis cepas de Trichoderma spp. frente al
fitopatdgeno Botrytis cinerea.

En esta etapa se desarroll6 en laboratorio, en la que se realizé las pruebas de

antagonismo para evaluar seis cepas de Trichoderma spp. frente a B, cinerea aislado de
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plantas enfermas de cafiamo para posteriormente realizar su purificacion en medios de cultivo
PDA, ademas se realiz6 la multiplicacion de las cepas de Trichoderma spp. pertenecientes al

area de control Biologico del EESC-INIAP.

Manejo del experimento
Obtencidén de aislamiento de B. cinerea

Para el aislamiento de fitopatdgeno B. cinerea, se recolectaron muestras de cogollos de
Cannabis Sativa variedad Cherry Oregon Hemp., que presentaron la enfermedad. Las
muestras se transportaron al laboratorio en fundas plasticas. Con las muestras obtenidas se
realizé la limpieza de hojas senescentes, se procedié a preparar las cAmaras hiumedas y se
dej6 en incubacién a temperatura ambiente por 8 dias.

En la cdmara humeda los cogollos presentaron la formacion de un micelio grisaceo en
su superficie, la cual con ayuda de una aguja de diseccion se tomé el micelio y se sembr6 en
medio de cultivo PDA a una temperatura de 18 °C, durante 5 dias (Larios et al. 2020); donde se
obtuvo un rapido crecimiento inicialmente del micelio presentandose de un color café claro y
con el tiempo se volvié un color pardo, ademas que la colonia presentd a nivel macroscopico en
su exterior un micelio de color blangquecino y en el interior un color negruzco (Figura 5), luego
se realizé la observacion en el microscopio 6ptico donde se permitié diferenciar las estructuras

de los conidiéforos y conidios.
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Figura 5
Caracteristicas del aislamiento de Botrytis cinerea obtenidas de cogollos de cafiamo que

presentaron la enfermedad. ESCC-Cutuglagua-Mejia 2022

Nota. Botrytis cinerea en a) cAmara hiumeda b) microscopio éptico (Conidiéforo y

conidios) c¢) Crecimiento en el cultivo PDA (micelio algodonoso).

Multiplicacion de Trichoderma spp.

Del cepario perteneciente al area de Control bioldgico de la ESCC se tomaron cepas de
Trichoderma spp., y se realizé la multiplicacién en condiciones asépticas en el medio de cultivo
PDA, se incub6 a 25°C durante 3 dias desde la siembra o hasta el aparecimiento de las
colonias (Gams y Bissett, 2002), y se realizaron 10 repeticiones de cada una de las cepa de
Trichoderma spp.

Figura 6
Multiplicacion de cepas de Trichoderma spp. en medio de cultivo PDA en la EESC-Cutulagua-

Mejia 2022.

Nota. Autoria propia.
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Factores en estudio
e Se evaluaron seis cepas de Trichoderma spp.

Unidad Experimental

La unidad experimental estara representada por una caja Petri con PDA donde se
realizara el enfrentamiento de Botrytis cinerea con cada una de las cepas de Trichoderma spp.
Tratamientos para comparar

Se utilizaron seis cepas de Trichoderma spp. Tabla 1.
Tabla 1

Tratamientos para comparar en la etapa de laboratorio

Tratamiento Cepa Cddigo
1 Cepa 1 Trichoderma spp. C1
2 Cepa 2 Trichoderma spp. Cc2
3 Cepa 3 Trichoderma spp. C3
4 Cepa 4 Trichoderma spp. C4
5 Cepa 5 Trichoderma spp. C5
6 Cepa 6 Trichoderma virens C6

Nota. Autoria propia.

Anélisis estadistico

Los tratamientos fueron dispuestos bajo un disefio completamente al azar con 10
repeticiones, cuyo modelo matematico es:

Yij= u+ Ti + &ij

Donde:
Yij= Efecto del antagonismo
U = media general
Ti= efecto de la i-ésima cepa de Trichoderma

&ij= error experimental
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El analisis estadistico se realiz6 en el programa INFOSTAT versién 2020, se obtuvo el
andlisis de varianza y para la separacion de medias se realiz6 la prueba de Tukey 5%.
Variable a evaluar
Porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial

Las pruebas se realizaron en cajas Petri con PDA, cada hongo (B. cinereay
Trichoderma spp.) se colocaron en un extremo (aproximadamente de 2 cm del borde),
empleando discos de 5 mm de didmetro que provinieron de cajas de cultivos monospadricos
(Figura 7) (Pincay et al. 2021) Ademas, se sembraron testigos tanto las cepas de Trichoderma
spp. y Botrytis cinérea las cuales se incubaron a una temperatura de 25°C y se midieron con
una frecuencia de 24 horas hasta las 72 horas, en donde el crecimiento radial fue medido con
un calibrador(Larios et al. 2020).

Figura 7
Esquema general para los enfrentamientos duales entre las cepas antagonistas y el hongo

fitopatdgeno

Hangs Hanga
filapatégeno antagonista

Nota. Distancia del crecimiento del micelio (D),

Adaptado de (Samaniego et al. 2018).

Para la evaluacion del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial (PICR), se

adoptd la férmula propuesta por Fokkema (1973), citado por (Larios et al. 2020).
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D1—-D2

Donde:
%I= porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial
D1= didmetro del crecimiento micelial del testigo (mm);
D2= diametro del crecimiento micelial del influenciado (mm).

Adicionalmente, con la escala propuesta por Bell citado por (Ferrer et al. 2021) en la
Tabla 2, sirve de referencia para determinar el antagonismo al evaluar la competencia por
sustrato, con dicha escala se toma en cuenta la invasién de la superficie, colonizacién y
esporulacién de las cepas de Trichoderma spp. sobre Botrytis cinerea.
Tabla 2

Escala de antagonismos propuesta por Bell et al. (1982)

Clase Caracteristicas

Crecimiento de Trichoderma spp., que cubri6 toda la
superficie del medio y redujo el crecimiento del patégeno.

Crecimiento de Trichoderma spp., que cubrié al menos %
partes del medio.

Trichoderma spp., y fitopatégenos crecieron %2y % la

1] - .
superficie del medio, uno no se sobrepuso al otro.

Hongo patégeno crecié al menos % partes del medio y

v 2 - g .
resistio a la invasion de Trichoderma spp.

Crecimiento del patégeno que cubrié toda la superficie

v del medio.

Nota. Recuperado de (Ferrer et al. 2021).

Segunda etapa: Evaluacion bajo invernadero, el potencial de las cepas de Trichoderma spp.
para el manejo de B. cinerea en el cultivo de cafiamo.
En las plantas de cafiamo se evaluaron las tres cepas de Trichoderma spp,

seleccionadas en la etapa anterior, debido a su respuesta in vitro frente a B. cinerea. Entre las
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variables evaluadas fueron la altura y el diametro del tallo las cuales se midieron cada ocho
dias después de ser trasplantadas hasta su cosecha. La incidencia y severidad se evalu6 cada
ocho dias desde que la planta presento signos de la enfermedad hasta su cosecha.
Manejo del experimento
Trasplante de las plantulas de cafiamo

Se realiz6 la siembra de las plantulas de cafiamo en macetas, usando como sustrato

turba, pomina y humus en una relacion 3:2:1, para garantizar el buen desarrollo radicular y

foliar.
Figura 8
Trasplante de las plantulas de caflamo en el invernadero automatizado INIAP Hacienda el

Prado, Sangolqui 2022

Nota. a) Plantulas de cafiamo b) Siembra en macetas c) Colocacion de lineas

de riego por goteo.

Multiplicacion masiva de cepas de Trichoderma en sustrato de arroz

Previo a la aplicacion de los tratamientos, se partié de la multiplicacion masiva de las
cepas de Trichoderma en sustrato de arroz. Se pesaron 200 gramos de arroz y se colocaron 80
ml de agua destilada, seguidamente se colocé en la autoclave para su esterilizacion durante 15

minutos (Covacevich y Consolo, 2014).
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Para la inoculacién del sustrato arroz se colocaron cinco pedazos de 1 cm?
aproximadamente del agar colonizado con el hongo seleccionado. Las bolsas inoculadas se
incubaron a 24°C durante 6 dias, luego se colocaron en luz indirectamente por 6 dias.

La multiplicacién masiva se realizé 2 semanas antes de la aplicacion de los tratamientos
en las plantas (Figura 9).

Figura 9

Multiplicacion masiva de las cepas de Trichoderma 1, 3, 6 en sustrato de arroz. EESC 2022

Nota. Autoria propia.

Preparacion del inéculo de Botrytis cinerea en las plantas de cafiamo

La preparacion del inéculo se realiz6 a partir de los aislamientos obtenidos en la
purificacion de B. cinerea, en la que se realizé un lavado con agua destilada estéril. Se
procedi6 a realizar una cdmara humeda, en donde con la ayuda de una pipeta se colocé el
inoculo y se dejaron reposar 5 dias, en donde se realiz6 la activacion del fitopatégeno.
Posteriormente se realizé el lavado con agua destilada estéril a los cogollos infectados con B.
cinerea para obtener la suspensién de conidios, se ajusté a una concentraciéon de 1x10°
conidios ml', mediante el conteo en la cAmara de Neubauer (Mercader et al. 2006). La
aplicacion de la suspensién de conidios se realiz6 via foliar mediante un compresor de aire y se

aplicé una vez en horas de la tarde.
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Aplicacion de los tratamientos

Para realizar la aplicacion de cada tratamiento, se obtuvo las esporas de Trichoderma
lavando con agua destilada estéril el sustrato de arroz. La suspension de conidios obtenida se
ajusté a 1x10° conidios ml, mediante el conteo en la cdmara de Neubauer (Valenzuela et al.
2019). La aplicacion de la suspension de esporas se realizé via foliar mediante un compresor
de aire y via drench, se aplicé cada 20 dias en horas de la tarde.
Figura 10
Aplicaciéon de tratamientos en plantas de cafiamo en la evaluacion de cepas de Trichoderma
spp. para el manejo Botrytis cinerea bajo invernadero. Invernadero automatizado INIAP

Hacienda el Prado, Sangolqui, 2022

Nota. Autoria propia.

Factores de estudio

Tres cepas de Trichoderma spp. seleccionadas.
Distribucién de los tratamientos

En este estudio, en el cultivo de cafiamo se aplicaron 4 tratamientos, en ella se
probaron tres cepas de Trichoderma spp. seleccionadas en la fase de laboratorio, ademas se

incluy6 un testigo enfermo sin control Tabla 3.
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Tabla 3
Distribucion de los tratamientos en la etapa de campo en el cultivo de cdfiamo para el manejo

de B. cinerea

Tratamiento Cepa Cddigo
1 Cepa 1 Trichoderma spp. T1
2 Cepa 6 Trichoderma virens T2
3 Cepa 3 Trichoderma spp. T3
4 Testigo enfermo sin control T4

Nota. Autoria propia.
Figura 11

Croquis experimental

T2

T3

Nota. T1 (Cepa 1 Trichoderma spp.); T2 (Cepa 6 Trichoderma virens); T3 (Cepa

3 Trichoderma spp.); T4 (Testigo enfermo con Botrytis cinerea).

Analisis estadistico
Se realiz6 un andlisis estadistico descriptivo. Los tratamientos fueron dispuestos bajo un
disefio completamente al azar cuyo modelo matematico es el siguiente:
Yij= u+ Ai + &ij
Donde:
Yij= Efecto del biocontrolador

U = media general
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Ti= efecto de la i-ésima cepa de biocontrolador
&ij= error experimental

Posteriormente, obtenidos los datos se realizé la prueba de Tukey 5% para separacion
de medias. Los analisis se realizaron en el programa INFOSTAT version 2020.
Variables a evaluar

Se evaluaron para esta fase:
Altura de la planta

Se midié con un flexémetro, desde el cuello de la planta hasta el 4pice del tallo, se
registré en centimetros, esta medicion se realizé cada 8 dias después del trasplante obteniendo
15 evaluaciones.
Figura 12
Evaluacién de altura de planta de cafiamo en la evaluacion de cepas de Trichoderma spp. para

el manejo de Botrytis cinerea bajo invernadero. Hacienda el Prado, Sangolqui, 2022

Nota. Autoria propia.

Diametro del tallo de las plantas
Con la ayuda de un calibrador se realizé la medicion en tres secciones tanto en la parte
baja, media y alta de la planta y se registré en centimetros, esta medicion se realizé cada 8

dias después del trasplante obteniendo 15 evaluaciones.
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Porcentaje de materia seca radicular

Al realizar la cosecha también realiz6 la toma de las raices de cada planta, se obtuvo el
peso fresco en gramos para posteriormente colocarlas en fundas de papel, debidamente
etiquetadas para ser llevadas al laboratorio para un secado a temperatura ambiente durante 20
dias para determinar el porcentaje de materia seca.
Figura 13

Evaluacion de peso de la raiz en el laboratorio de control Biolégico EESC.

Nota. Autoria propia.

Peso de inflorescencias (cogollos)

Una vez realizada la cosecha se llevaron al laboratorio para un secado a temperatura
ambiente, durante 41 dias, después se obtuvo el peso en gramos para determinar el
rendimiento de la planta.

Figura 14

Peso de cogollos en el laboratorio de control Bioldgico EESC

Nota. Autoria propia.
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Incidencia

Para la evaluacion de la incidencia se procedi6 a observar todos los cogollos (flores) de
cada tratamiento. La evaluacion de esta variable se realizé a la onceava semana del inicio del
ensayo hasta la cosecha obteniendo 5 lecturas. El porcentaje de incidencia se calcul6 con la
formula citada por (Villacis, 2021):

o Incid . n® de plantas u 6rganos afectados 100
_ *
o [nclaencia total de plantas analizadas

Severidad

Para la severidad de igual manera se midié6 semanalmente desde la onceava semana
del inicio del ensayo hasta la cosecha obteniendo 5 lecturas. En donde se realizé de manera
minuciosa la observacion a los cogollos de cada una de las ramas para la identificacion de B.
cinerea (Figura 15) la cual se realiz6 una apreciacion visual del porcentaje del area afectada.
Ademas, se utilizé la férmula citada por (Villacis, 2021) .
Figura 15
Esquema visual de la segmentacion del cogollo para la identificacion del grado de severidad
donde cada cuadrante representa el 5 % del area del cogollo, suponiendo que la suma de las

dos caras del cogollo forma el 100%

Nota: Recuperado de (Sanchez y Rincon, 2021).
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. area de tejido afectado
% severidad = — — * 100
area total del tejido

Tabla 4

Escala de severidad de Botrytis cinerea en el cultivo de Cannabis sativa L.

Grado Severidad
0 Planta sin evidencia sintomatolégica de Botrytis cinerea
1 Aparicion de sintomatologia de Botrytis cinerea afectando al menos

al céliz floral y/u hoja.

Presencia de sintomas de Botrytis cinerea del 1 al 5% del cogollo.
Presencia de sintomas de Botrytis cinerea del 5% al 20% del
cogollo.

4 Presencia de sintomas de Botrytis cinerea mayor al 20% del cogollo

Nota. Recuperado de (Sanchez y Rincon, 2021).

Para comparar las diferencias entre los tratamientos se calculé el area bajo la curva del
progreso de la enfermedad (ABCPE) a partir del porcentaje del area de la planta afectada por el
patdgeno, la primera lectura se realizé desde que se presente la enfermedad, con lecturas
obtenidas durante la etapa de floracion hasta su cosecha y se utilizé la siguiente férmula para
calcular ABCPE propuesta por (Yuen y Forbes, 2009).

ABCPE = [L1 42 (L2 + L3+ LN —1) + Ln] *t/2
Donde:
L1 (%) = primera lectura
Ln (%) = dltima lectura
Ln-1 (%) = pendltima lectura

T=tiempo entre lecturas
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSIONES
Resultados
Primera etapa: Prueba de antagonismo in vitro, entre seis cepas de Trichoderma spp. frente al
fitopatdgeno Botrytis cinerea.
Porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial
El analisis de varianza respecto a la capacidad antagonica de seis cepas de
Trichoderma spp. vs Botrytis cinerea, evaluadas a las 72 horas, se determind que existen
diferencias significativas entre cepas (Tabla 5; Figura 16). La cepa 1 Trichoderma spp obtuvo
27,97 % de inhibicién y la cepa 3 Trichoderma spp. obtuvo 26,08 % de inhibicién, seguida por
la cepa 6 Trichoderma virens con un 21,52 % de inhibicién, mientras que la cepa 2 Trichoderma
spp. presento un menor porcentaje de inhibicién del 11,90%.
Tabla 5
Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de las cepas de Trichoderma spp., para el

control in vitro de B. cinerea. EESC- Cutuglagua-Mejia 2022

_ % de
Tratamientos gl o F p-valor
inhibicion

Cepa 2 Trichoderma spp. (T2) 1 11,90+ 2,17 c
Cepa 4 Trichoderma spp. (T4) 1 18,86 +2,83 b
Cepa 5 Trichoderma spp. (T5) 1 18,23 +3,28 b

_ ) 37,94 <0,0001
Cepa 6 Trichoderma virens (T6) 1 21,52+3,63b
Cepa 3 Trichoderma spp. (T3) 1 26,08 £ 2,00 a
Cepa 1 Trichoderma spp. (T1) 1 27,97 £ 3,60 a

Nota. Promedio = desviacion estandar, F, p-valor; medias de letras diferentes en la misma

columna, son estadisticamente diferentes (p>0,05).
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Figura 16

Prueba de antagonismo de Trichoderma spp., frente a B. cinerea, EESC 2022
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Prueba de antagoniemo
Nota. Autoria propia.

Segunda Etapa: Evaluacion bajo invernadero, el potencial de las cepas de Trichoderma spp.
para el manejo de B. cinerea en el cultivo de cafiamo.

Variables agrondmicas

Altura de las plantas

Los resultados de altura de planta mostraron diferencias significativas con un coeficiente
de variacion de 18,59%. En el que se destact el tratamiento 2 (Cepa 6 Trichoderma virens) con
una altura de 67,36 cm en comparacion al tratamiento 4 (Testigo sin control) que tuvo una
altura de 54,64 cm (Tabla 6).
Diametro de las plantas

Los resultados de diametro del tallo de la planta no fueron significativos con un
coeficiente de variacion del 12%. Sin embargo, el tratamiento 2 (Cepa 6 Trichoderma virens)
presento un mayor diametro de tallo de 0,86 cm seguido por el tratamiento 3 (Cepa 3
Trichoderma spp.) con diametro de tallo de 0,84 cm, con respecto al tratamiento 4 (Testigo sin
control) que presento un diametro de tallo de 0,78 cm (Tabla 6).
Biomasa radicular

Al realizar el ANOVA se registraron diferencias significativas tanto para el peso fresco,

peso seco, y porcentaje de materia seca de las raices. En peso fresco el tratamiento 1 (Cepa 1
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Trichoderma spp.) presento un peso de 34 gramos seguido por el tratamiento 2 (Cepa 6
Trichoderma virens) con peso de 31 gramos. En el peso seco de las raices dos tratamientos
tuvieron el mismo rango de significancia, en el que consta el tratamiento 1 (Cepa 1
Trichoderma spp.) presento un peso de 14,60 gramos seguido por el tratamiento 2 (Cepa 6
Trichoderma virens) con peso de 18,84 gramos. En el porcentaje de materia seca de las raices
el tratamiento 2 (Cepa 6 Trichoderma virens) obtuvo un 59,26% de materia seca a diferencia

del tratamiento 4 (Testigo sin control) con un 41,34% de materia seca (Tabla 6).

Rendimiento

Al efectuar el ANOVA no se registré diferencias estadisticas entre los tratamientos
aplicados con Trichoderma spp. Sin embargo, se destaca el tratamiento 1 (Cepa 1 Trichoderma
spp.) con un peso de 55,06 gramos y el tratamiento 2 (Cepa 6 Trichoderma virens) con un peso
de 55,04 gramos, mientras que el tratamiento 4 (Testigo sin control) presento un peso de 37,1
gramos (Tabla 6).
Tabla 6
Variables agronémicas por efecto de la aplicacién de cepas de Trichoderma spp., para el

cultivo de cafamo

Fuentes de Altura Didmetro del Biomasa radicular Rendimiento
variaciéon tallo

Peso fresco Peso seco %Materia seca
P-valor * - * * * *
F 3,87 2,25 6,52 10,42 9,01 6,59
T1 63,75+7,26ab 0,79+0,08 a 34+2351la 14,60+ 9,95 a 44,18+9,21b 55,06 +4,77 a
T2 67,36 +11,13a 0,86+0,13a 31+10,3ab 18,84+ 8,16 a 59,26 +11,74 a 55,04+11,18 a
T3 58,39+9,52ab 0,84 +0,08 a 1443+7,87c 589+280b 42,85+10,77 b 50,52 +7,36 a
T4 54,64 +13,86b 0,78+0,09 a 17,41 +954bc 7,43+511b 41,34 £9,57 b 37,1+£17,99 b

Nota. Promedio *+ desviacion estandar, F, p-valor; Tratamiento 1 (Cepa 1 Trichoderma spp.);
Tratamiento 2 (Cepa 6 Trichoderma virens); Tratamiento 3 (Cepa 3 Trichoderma spp.);
Tratamiento 4 (Testigo sin control). Los valores en la columna seguidos por una letra presentan

diferencias significativas (P>0,05).
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Figura 17
Plantas de caflamo después de ser tratadas con diferentes cepas de Trichoderma spp. bajo

invernadero. Invernadero automatizado INIAP Hacienda el Prado, Sangolqui, 2022

Nota. Autoria propia.

Incidenciay severidad

Al realizar el andlisis de varianza para incidencia y severidad mostraron diferencias
significativas para las diferentes cepas de Trichoderma spp. Con respecto a la incidencia el
tratamiento 3 (Cepa 3 Trichoderma spp.) presento una reduccion obteniendo 0,51% de
incidencia respecto al tratamiento 4 (Testigo sin control) que fue de 3,74 %. Mientras que la
severidad de igual manera el tratamiento 3 (Cepa 3 Trichoderma spp.) se destacoé al tener 1,37
% respecto al tratamiento 4 (Testigo sin control) que fue de 9,49 % (Tabla 7) (Figura 20).

Tabla 7

Incidencia y severidad de B. cinerea por efecto de las cepas Trichoderma evaluadas entre

tratamientos

Fuentes de variacion Incidencia Severidad
P-valor * *
E 13,64 5,55

T1 (Cepa l Trichodermaspp.) 1,11+1,14b 3,21+5,04b
T2 (Cepa 2 Trichoderma virens) 1,12+ 1,19b 7,12+ 7,39 ab
T3 (Cepa 3 Trichoderma spp.) 0,51+091b 1,37+290b
T4 (Testigo sin control) 3,74+237a 9,49+7,63a

Nota. Promedio + Desviacion estandar, F y p-valor; letras distintas

indican diferencia significativa (p>0,05).
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Figura 18

Porcentaje de incidencia de B. cinerea por efecto del uso de cepas de Trichoderma evaluada

entre tratamientos por semana
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Nota. Tratamiento 1 (Cepa 1 Trichoderma spp.); Tratamiento 2 (Cepa 6 Trichoderma virens);

Tratamiento 3 (Cepa 3 Trichoderma spp.); Tratamiento 4 (Testigo sin control).
Figura 19

Porcentaje de severidad de B. cinerea por efecto de las cepas Trichoderma evaluada entre

tratamientos por semana
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Nota. Tratamiento 1 (Cepa 1 Trichoderma spp.); Tratamiento 2 (Cepa 6 Trichoderma virens);

Tratamiento 3 (Cepa 3 Trichoderma spp.); Tratamiento 4 (Testigo sin control).
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Figura 20
Incidencia de la enfermedad de B. cinerea comparado con los tratamientos de las cepas de

Trichoderma en las plantas de cafiamo

Nota. Tratamiento 1 (Cepa 1 Trichoderma spp.); Tratamiento
2 (Cepa 6 Trichoderma virens); Tratamiento 3 (Cepa 3
Trichoderma spp.); Tratamiento 4 (Testigo sin control).

Area bajo la curva del progreso de la enfermedad

En la figura 21 se observa los promedios de cada uno de los tratamientos en donde el

tratamiento sin control (T4) presenta 9,49% con respecto al Tratamiento 3 (Cepa 3 Trichoderma

spp.) presento 1,13%.
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Figura 21
Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE) por efecto de las cepas

Trichoderma en los tratamientos
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Nota: Tratamiento 1 (Cepa 1 Trichoderma spp.); Tratamiento 2 (Cepa 6 Trichoderma
virens); Tratamiento 3 (Cepa 3 Trichoderma spp.); Tratamiento 4 (Testigo sin control).

Discusién

Botrytis cinerea es una enfermedad que en Cannabis Sativa puede arruinar la cosecha
tanto en floracion como durante el almacenamiento. Al utilizar las cepas de Trichoderma contra
el fitopatdgeno Botrytis cinerea nos permitié conocer los mecanismos de accion que tiene para
competir el espacio, nutrientes y el micoparasitismo.

En el presente ensayo el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial (PICR) de las
cepas de Trichoderma spp., estudiadas a las 72 horas se observa que la cepa 1y la cepa
3,0btuvieron el mayor PICR, con 27,97% y 26,08%, respectivamente; las cuales presentaron el
mismo rango de significancia; mientras que el menor porcentaje de inhibicion lo obtuvo para el
tratamiento 2 (Cepa 6 Trichoderma spp.), con un porcentaje de 11,90%, lo que concuerda con

el estudio realizado por (Acosta et al. 2021) en donde realizaron cultivos duales con cepas
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nativas Trichoderma spp. frente a Botrytis sp. mostrando diferencias altamente significativas,
sin embargo, nos indica que una cepa presenté un menor grado de inhibicion como fue el caso
de T. harzianum (MCHTQ7) con 6.81 % inferior al resto; con esto se afirma que no todas las
cepas de Trichoderma spp. tienen el mismo mecanismo de competencia, micoparasitismo y
antibiosis siendo estas menos eficientes para el control de Botrytis cinerea.

Las confrontaciones realizadas entre cepas de Trichoderma y B. cinerea se observo el
mecanismo de accidén micoparasitismo, donde (Infante et al. 2009) afirma que durante este
proceso las hifas de Trichoderma se adhieren, se enrollan y penetran lo cual conlleva al
debilitamiento del patégeno, llegando a tener crecimiento directamente hacia el patégeno, de
acuerdo con los resultados obtenidos en este ensayo en donde pudo observar que las cepas
1,3 realizaron el mismo proceso debido a que hubo un crecimiento hacia el patégeno.

En el presente ensayo al usar las cepas de Trichoderma nos permitié conocer cémo
influye en la altura y diametro del tallo de las plantas de cafiamo. Se report6é que el tratamiento
2 (Cepa 6 Trichoderma virens) presentd una altura promedio de 67,36 cm, mientras el
Tratamiento 4 (Testigo sin control) presentd 54,64 cm de altura, y a su vez para el diametro del
tallo el tratamiento 2 (Cepa Trichoderma virens) presentd ser mayor con un 0,86 cm con
respecto a las tratadas con las cepas 1, 3.

Se conoce que al usar cepas del género de Trichoderma como biocontrolador también
tiene la capacidad de producir metabolitos como el &cido-3-indolacético (AlA) una hormona
inductora del crecimiento. Al observar las diferencias entre los tratamientos inoculados con
Trichoderma spp.; el tratamiento 2 (Cepa 6 Trichoderma virens) se destac6 con una altura
superior, lo que concuerda con estudio de (Candelero et al. 2015) en donde estudia diferentes
especies de Trichoderma como promotoras de crecimiento en plantulas de Capsicum chinense
Jacq., en la que usan Trichoderma virens obtuvieron promedios mayores en el crecimiento de

la planta.
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Igualmente, en otro estudio menciona que existen especies de Trichoderma que no
producen metabolitos promotores de crecimiento como lo afirma (Hoyos et al. 2009) en su
trabajo sobre el crecimiento y estimulacion en frijol (Phaseolus vulgaris L.) con Trichoderma
donde evaluaron 101 cepas en la que mostrd que este género de hongos puede producir
efectos positivos, nulos o incluso negativos sobre el crecimiento en las plantas, lo que
concuerda con el tratamiento 3 (Cepa 3 Trichoderma spp.) present6 una altura igual al del
testigo sin control.

El presento ensayo mostr6 dos rangos de significacion en el porcentaje de materia
seca, en que el tratamiento 2 (Cepa 6 Trichoderma virens) mostraron tener mayor porcentaje
con 59,26 % respectivamente, mientras que, el tratamiento 1 (Cepa 1 Trichoderma spp.),
tratamiento 3 (Cepa 3 Trichoderma spp.) y el tratamiento 4 (Tratamiento sin control)
presentaron el mismo rango de significacion con un porcentaje de 44,18; 42,85; 41,34%
respectivamente.(Contreras et al. 2009), en su estudio muestra que la cepa de Trichoderma
virens presento caracteristicas fenotipicas relacionadas con las auxinas, que permiten un
desarrollo de las raices laterales y produccién de biomasa, como se presentd en este ensayo
donde el Tratamiento 2 perteneciente a Trichoderma virens tuvo mayor porcentaje de raices
secundarias lo cual queda demostrado que al aplicar microrganismos benéficos ayudan a la
estimulacion del crecimiento de las raices.

En el presente ensayo mostr6 dos rangos de significacion en el rendimiento donde el
tratamiento 1 (Cepa 1 Trichoderma spp.), tratamiento 2 (Cepa 6 Trichoderma virens) y
tratamiento 3 (Cepa 3 Trichoderma spp.), se encuentran en el mismo grupo en la cual tienen un
promedio de 55,06; 55,04; 50,52 gramos respectivamente, con respecto al en el tratamiento 4
(tratamiento sin control) con 37,10 gramos, lo que concuerda con (Kakabouki et al. 2021), en su
estudio sobre la colonizacion de Trichoderma harzianum sobre el desarrollo, crecimiento y el
contenido de CBD del cafiamo ( Cannabis sativa L.), en la cual nos presenta que no hubo

diferencias significativas en el rendimiento; sin embargo, obtuvo diferencias entre variedades,
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en la que la variedad Felina presento un 61,70 g/planta mayor a la variedad Fedora 17 con un
valor de, 55,19 g/planta; no obstante en otro estudio evaluaron el efecto Trichoderma aplicando
de manera foliar sobre Passiflora caerulea L. la cual presento diferencias significativas en el
rendimiento aplicando diferentes dosis en la que el T1 con 10° UFC ml! tiene el mismo
rendimiento que el control y que el tratamiento T2 con 108 UFC ml* tiene un mayor rendimiento
(Sesan et al. 2020), con lo que concuerda con el ensayo realizado donde el tratamiento 1,2 y3
comparten rango de significancia.

En el presente ensayo con respecto a la incidencia de B. cinerea el tratamiento con
menor porcentaje fue el T3 (Cepa 3 Trichoderma spp.) con 0,51%, en comparacion al T4
(Tratamiento sin control) que presenté un mayor porcentaje de incidencia con un 3,74%;
mientras que para la severidad el tratamiento 1 (Cepa 1Trichoderma spp.) y el tratamiento 3
(Cepa 3 Trichoderma spp.) obtuvieron un porcentaje de severidad menor con un 2,21; 1,37%.
(Silva y Sandoval, 2004) en su estudio menciona que utilizé diferentes tipos de cepas
Trichoderma spp. para controlar a B. cinerea en Leucadendron, algunas de las cepas no
presentaron ser un buen biocontrolador como es el caso de la cepa de Trichoderma virens que
mostré un menor control, lo que coincide con el ensayo donde el tratamiento 2 (Cepa 6
Trichoderma virens) presento el mismo efecto en las plantas de cafiamo.

Cabe mencionar que en la figura 18 y 19 podemos observar que al iniciar la enfermedad
en los diferentes tratamientos esta va incrementando en el tiempo, no obstante, al examinar
entre tratamientos existe una diferencia en el desarrollo en el grado de severidad en el cual el
T3y T1 en donde no redujo la tasa infeccidn, sin embargo, ayuda a la disminucion de la
esporulacion. (O’Neill et al. 1996). Asimismo, en otro estudio indicaron que al emplear cepas de
Trichoderma harzianum y lignorum en fresa tuvieron una incidencia menor sobre B. cinerea en
comparacion con el tratamiento quimico.

Asimismo podemos mencionar que al realizar aplicaciones tanto foliares como drench

permite que la enfermedad no progrese con la misma intensidad como lo hace el tratamiento 4
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(Testigo sin control) que los tratamientos aplicados con Trichoderma que presentaron un menor
grado de severidad respectivamente, como lo menciona (Lee et al. 2006), en donde realizaron
aplicaciones de formulacion granular de mezcla en la siembra y una pulverizaciones foliares en
la cual obtuvieron una reduccion del patégeno B. cinerea en el cultivo de pepino, debido a que

se present6 la inhibicion directa del patdégeno.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
Conclusiones

e Al evaluar las cepas de Trichoderma mostraron un efecto antagénico sobre B. cinerea,
destacando las cepas C1, C3 quienes registraron un indice de antagonismo tipo 1
cubriendo toda la superficie del medio y reduciendo el crecimiento del patégeno,
mientras que para las cepas C4, 5, 6 presentaron un indice de antagonismo tipo 2
cubriendo 2/3 del medio y finalmente con menos efecto fue la cepa C2 que crecio la
mitad de la superficie sin sobreponerse al patégeno.

¢ De las cepas seleccionadas la incidencia y severidad de B. cinerea en cafiamo se
encontré una disminucion con respecto al testigo, en el grado de incidencia no se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos aplicados con Trichoderma
spp. Sin embargo, con respecto a la severidad se destaco el tratamiento T3 (Cepa 3
Trichoderma spp.), presentando un grado 2 con una disminucion de sintomas de
Botrytis cinerea entre 1 al 5% en el cogollo.

e Las plantas de cafiamo aplicadas, con los tratamientos de Trichoderma no presentaron
diferencias significativas con respecto al rendimiento, sin embargo, los tratamientos 1, 2
alcanzaron los mejores promedios de peso de cogollos.

e Eltratamiento T2 (Cepa 6 Trichoderma virens), presentdé una mayor altura, asi como
también en el peso fresco, peso seco y porcentaje de materia seca de raiz que los

tratamientos T1 (Cepa 1 Trichoderma spp.) y T3 (Cepa 3 Trichoderma spp.).
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Recomendaciones

Se recomienda para el control de Botrytis cinerea en caflamo el tratamiento 3 (Cepa 3
Trichoderma spp.) ya que disminuyo la incidencia y severidad de la pudricién del
cogollo.

Se recomienda realizar otro tipo propagacion para Trichoderma, las cuales cumplan con
los requerimientos nutricionales para su crecimiento y desarrollo.

Se recomienda evaluar el uso del tratamiento 3 (Cepa 3 de Trichoderma spp.) con
diferentes concentraciones, durante las etapas de prefloracion y floracion.

Se recomienda realizar una combinacién de los tratamientos 3, 2 debido a que el
tratamiento 3 mostré gran capacidad para control de Botrytis cinerea y el tratamiento 2

mejoro las caracteristicas agronémicas de la planta de cafiamo.
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