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RESUMEN

Trichoderma spp. es un microrganismo que comprende una gran cantidad de especies con
distribucion mundial presentes en la mayor parte de suelos templados y tropicales y que
ha demostrado poseer una fuerte actividad inhibitoria frente al patogeno Moniliophthora
roreri, el mismo que produce la enfermedad Ilamada moniliasis también conocida como
pudricion acuosa o helada en el Ecuador, enfermedad que ocurre en las principales areas
productoras de cacao, lo que causa perjuicios econdmicos a los productores.

Al encapsular Trichoderma con nutrientes, se le provee de proteccion frente a condiciones
adversas que prolongan su vida Util. La presente investigacion busca evaluar la actividad
biocontroladora de preparaciones a base de una particula biopolimérica de alginato que
encapsule al hongo Trichoderma spp. junto con los minerales magnesio y zinc frente al
patdgeno Moniliophthora roreri.

Se prepararon formulaciones de co-encapsulados de Trichoderma. reesei y Trichoderma
ghanense con magnesio y zinc a diferentes concentraciones y se determinaron las
concentraciones Optimas mediante evaluacion de su crecimiento en agar papa dextrosa
(PDA). Una vez determinadas las concentraciones idoneas, se evalu0 la actividad in vitro
de inhibicién de crecimiento (PIRGP) a los 3 dias de inoculacion y micoparasitismo a los
10 dias, de las distintas formulaciones por el método de cultivo dual.

Las pruebas de crecimiento de las diferentes formulaciones para las dos cepas mostraron
diferencias entre tratamientos (P<0,05). Mediante comparacién de las medias los
tratamientos de los co-encapsulados que mostraron mejor desempefio fueron T. reesei / T.
ghanense -Zn 800 ppm y T. reesei / T. ghanense -Mg 5000 ppm. Los ensayos de inhibicion
para ambas cepas mostraron una alta actividad inhibitoria (>70%) mientras que la
capacidad micoparasitica fue mayor en la cepa de T. ghanense (grado 3-4) que en el caso
de T. reesei (grado 1-3) demostrando que es una buena candidata para el desarrollo de
agentes de control bioldgico. Se evalud el efecto en invernadero de los co-encapsulados de
T. ghanense con magnesio y zinc sobre plantas de banano (cv. ‘Williams’ (Musa AAA))
en fase 1, utilizando para este ensayo ademas de las preparaciones un control de solucion
de esporas de T. ghanense y un fertilizante comercial. Se observé diferencias entre los
distintos tratamientos (P<0,05). El tratamiento fertilizante comercial obtuvo los mejores
resultados seguido del tratamiento T. ghanense encapsulado + Zn 800 ppm, mientras que
los tratamientos T. ghanense + Zn 800 ppm + Mg 5000 ppm, seguido del control absoluto
demostraron el menor rendimiento en comparacion con las otras formulaciones.

Como conclusion general se verifica la capacidad antagonista de los encapsulados de
Trichoderma y micronutrientes sobre el fitopatégeno M. roreri y su capacidad de promover
mejoras en los parametros agrondémicos de las plantas, sin embargo, es necesarioevaluar
otras cepas y otros componentes dentro del co-encapsulado, para verificar el
comportamiento y la efectividad de las mismas.

Vi
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CAPITULO 1

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1 ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

El aumento de la demanda de alimentos a nivel mundial ha provocado el uso de una
cantidad cada vez mayor de productos quimicos que son empleados en la practica agricola
(1). Sin embargo, el amplio uso de agroquimicos ha causado efectos adversos en suelos,
en la calidad del agua, productos, y consecuente produccion de residuos toxicos (2). La
muerte y enfermedades cronicas causadas por envenenamiento por plaguicidas suman
alrededor de 1 millén de personas por afio (3).

Investigaciones han demostrado que una alternativa natural a esta problematica es la
generacién de mecanismos basados en el control biolégico (4). El hongo Trichoderma spp.
presenta propiedades que promueven el crecimiento de las plantas (5), micoparasitismo
contra patogenos (6), es coadyuvante para la absorcion de nutrientes por parte de la planta
(7) y mejora la capacidad de resistencia frente a ciertas enfermedades (8). Se ha
evidenciado una fuerte actividad inhibitoria de cepas de Trichoderma spp contra
Moniliophtora roreri (9). Sin embargo, la disminucién de la viabilidad de los agentes de
biocontrol en las etapas de almacenamiento y aplicacion en campo son los principales
inconvenientes en las formulaciones (10). Una de las estrategias para mejorar esta situacion
es la formacion de encapsulados. Una matriz encapsulante protege al agente de control
biol6gico microbiano de factores de estrés bioticos y abioticos (11).

La investigacion existente se ha centrado en la preparacion, caracterizacion y evaluacion
de efectividad de encapsulados a base de Trichoderma spp. (12). Sin embargo, no se ha
evaluado el efecto biocontrolador que pudiera tener una formulacion de co-encapsulados
a base de Trichoderma spp. con magnesio y zinc contra agentes fitopatdgenos. La
encapsulacion de Trichoderma en una matriz de alginato ha demostrado ser un método
eficaz para la liberacion controlada del agente de control biol6gico para la proteccion de
la planta contra patdgenos (13). Asimismo, se pueden incorporar a estos encapsulados otros
componentes que proveen la base necesaria para la proliferacion del antagonista (12).

En la presente investigacion se ha evaluado la actividad biocontroladora de preparaciones
a base de una particula biopolimérica de alginato que encapsule al hongo Trichoderma spp.
junto con magnesio y zinc y su evaluacién como agente antagonico contra el



fitopatdgeno M. roreri. La formacion del encapsulado se hace con la finalidad de generar
proteccion a las células de Trichoderma spp.

1.2 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad biocontroladora de Trichoderma spp.

co-encapsulada con

micronutrientes contra M. roreri

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Determinar las condiciones iniciales de encapsulacion de T. reesei y
micronutrientes (magnesio y zinc) que puedan tener un efecto significativo sobre
la actividad biocontroladora de Trichoderma spp.

Analizar la actividad in vitro de los co-encapsulados para el control de M. roreri
Analizar el efecto in vivo sobre plantas de banano (cv. ‘Williams’ (Musa AAA)) de
las formulaciones de magnesio y zinc co-encapsulados con Trichoderma spp.

1.4 MARCO TEORICO

1.4.1 Trichoderma spp.

El género Trichoderma del orden Hypocreales (Ascomycota) comprende una gran
cantidad de especies con una distribucion mundial (14). Desarrollan esporas de
color verde y estan presentes en la mayor parte de suelos templados y tropicales.
Se los encuentra en material vegetal en descomposicion y en la rizosfera de las
plantas. Son colonizadores altamente exitosos de sus habitats, que se manifiesta en
la utilizacidn eficiente del sustrato disponible como en su capacidad de produccion
de metabolitos y enzimas antibioticos.

Trichoderma spp. son uno de los microorganismos mas utilizados como agentes de
control biolégico y hoy en dia se comercializan como ingredientes activos de
biofertilizantes, bioplaguicidas, estimulantes del crecimiento y para la resistencia
natural de vegetales. Este hongo posee la capacidad para proteger las plantas,
mejorar el crecimiento vegetativo, actividad antagénica frente a poblaciones de
patdgenos en numerosas condiciones agricolas, asi como para actuar en inoculantes
del suelo para aumentar la capacidad de captacién de nutrientes, descomposicién
y biodegradacion (15)(16). El proteoma de Trichoderma spp. en diferentes
circunstancias de crecimiento e interacciones se han estudiado, y esta informacién



ha sido utilizada para el desarrollo de nuevos productos en base de combinaciones
del hongo vivo con sus metabolitos (17)

Figura 1. Trichoderma reesei

Fuente: Rodrigo Ludefia

1.4.2 Moniliophthora roreri (Cif.) H.C. Evans, Stalpers, Samson & Benny

Moniliophthora roreri (Cif.) H.C. Evans, Stalpers, Samson & Benny, es un hongo
basidiomiceto, parasito de vegetales perteneciente a la familia Marasmiaceae. Por
mucho tiempo M. roeri fue considerado el anamorfo de un ascomiceto; sin
embargo, por medio de técnicas taxondmicas y moleculares aclararon la posicion
como basidiomiceto y demostraron su relacion genética con el patégeno
Moniliophthora perniciosa (18).

M. roreri produce la enfermedad Ilamada moniliasis también conocida como
pudricién acuosa 0 helada en el Ecuador. Esta enfermedad ocurre en las
principales areas productoras de cacao. El hongo ataca solo el fruto de las especies
de los géneros cercanos de Herrania y Theobroma, causando dafio interno y
externo a la vaina que resulta en pérdida total del fruto. El hongo ataca a frutos en
cualquier estado de desarrollo y con mayor incidencia en los de corta edad. Los
sintomas empiezan con la aparicion de manchas amarillas y pardas. Luego en
condiciones favorables como de humedad, se observa el crecimiento de micelio
en forma de felpa blanca hasta causar putrefaccion completa de la mazorca de
cacao (19)

Muchos estudios concuerdan que, entre los patdgenos del cacao, M. roreri tiene
el mayor potencial de enfermedad si llega a nuevas areas de produccion (20). La



presencia de esta enfermedad en el arbol de cacao (Theobroma cacao) ha
provocado efectos perjudiciales en el rendimiento que ha provocado perjuicios
econdmicos incluso a largo plazo (21).

Figura 2. Moniliophthora roreri

Fuente: Rodrigo Ludefia

1.4.3 Micronutrientes

Los micronutrientes son elementos esenciales para el crecimiento de las plantas,
pero requeridas en cantidades mucho menores que los nutrientes primarios
(nitrégeno, fosforo, azufre y potasio). Los micronutrientes, aunque se requieren
en cantidades de trazas por las plantas, desempefian un papel importante en una
amplia gama de procesos celulares y metabolicos tales como el metabolismo
energético, la regulacion genética, transducciones de sefiales, percepcion
hormonal entre otros (22).

1.4.4 Zinc

El zinc constituye un componente importante de las enzimas para la sintesis de
proteinas y la produccion de energia y mantiene la integridad de la estructura de
las biomembranas. Se ha mencionado que méas de 1200 proteinas se unen,
contienen o transportan Zn*2, entre las que se incluyen una gran cantidad de
proteinas que contienen zinc y factores de transcripcion, oxidorreductasas y
enzimas hidroliticas como metaloproteasas (23). El zinc interviene de manera
importante en el crecimiento de semillas de tal manera que las plantas con
deficiencia de zinc muestran una madurez tardia. La mayor parte de las enzimas



de zinc estdn involucradas en la regulacion de la transcripcion de ADN, el
procesamiento del ARN vy la traduccion. (24).

Entre algunas de las respuestas de las plantas frente a la deficiencia de zinc
encontramos necrosis en el &pice de la raiz y curvatura hacia adentro de la lamina
foliar, hoja moteada por clorosis intervenal, reduccién en el tamafio entre otros.
(22).

1.4.5. Magnesio

El magnesio constituye el octavo elemento con mayor presencia en la corteza
terrestre y el segundo cation mas abundante en plantas. A pesar de esto la mayor
parte del magnesio del suelo (90-98%) se incorpora a la estructura de la red
cristalina de los minerales y no esta directamente disponible para la absorcion de
las plantas (25). La funcién méas conocida del magnesio es la recoleccion de
energia solar al ocupar la posicién central en la estructura de la clorofila (26). El
magnesio de la hoja parece estar asociado con la sintesis de proteinas y con
pigmentos de clorofila, y una fraccion restante es almacenada en la vacuola (27).
La deficiencia de magnesio ha sido definida como uno de los mayores factores
que afectan a los cultivos (28) y el cual se va convirtiendo en un problema cada
vez mayor con el desarrollo de la industria, la agricultura y la poblacion humana
(29).

1.4.6 Encapsulacion de Trichoderma spp. en una matriz de alginato

Algunas técnicas han sido empleadas para la liberacién de agentes de control
bioldgico; asi por ejemplo organismos de biocontrol han sido aplicados en
liquidos, materia orgénica, como semillas o en arcillas. Las formulaciones deben
facilitar el transporte y el almacenamiento de los agentes de biocontrol (30).

La encapsulacion en matrices poliméricas es un método de inmovilizacion
alternativo de Trichoderma que ha demostrado eficacia para el control bioldgico
en campo en comparacion con la suspension de conidios (31). La encapsulacién
dentro de una matriz protege al agente de control bioldgico de factores de estrés
externos como contaminaciones, luz UV, temperatura, al proporcionar un
microambiente beneficioso, lo que prolonga su vida atil y actividad metabdlica
durante largos periodos de tiempo (11).

La mayor parte de métodos de encapsulacion para los agentes de control
biologicos utilizan la gelificacion ionica utilizando alginatos (32).



La gelificacion ionica se produce cuando una solucién de alginato de sodio, gomas
0 pectinato que contiene el agente de control bioldgico vivo, se gotea sobre una
solucion de entrecruzamiento que contiene cationes divalentes como el calcio
Ca2?*. Se forma como producto una perla o particula que se solidifica en
milisegundos cuando en la superficie de la particula los cationes reaccionan con
las cadenas del biopolimero formando una estructura tridimensional rigida (11)

1.4.7 Actividad antagdnica de Trichoderma spp. contra M. roreri.

El uso de agentes de biocontrol para la mitigacién de enfermedades en plantas es
actualmente muy deseable, debido a que reduce o elimina la aplicacion de
pesticidas sintéticos, lo que resulta en un impacto minimo sobre el medioambiente
(33)

Un estudio realizado demostré que algunas cepas de Trichoderma spp. aisladas
de suelos de cultivos del Ecuador mostraron una fuerte actividad antagonica frente
a importantes patogenos de plantas tales como Fusarium oxysporum f.sp. cubense,
Mycosphaerella fijiensis en banano, asi como Moniliophthora roreri vy
Moniliophthora perniciosa en cacao. (9).

Los mecanismos que utilizan las cepas de Trichoderma spp. frente a los patégenos
implican micoparasitismo, antibiosis, competicion, produccién de enzimas liticas
y produccion de metabolitos secundarios (34). Al entrar en contacto con
patégenos Trichoderma spp., tiende a producir quitinasas, glucanasas, proteasas
y lipasas para atacar al patdégeno (35) (36)

Se ha observado una gran capacidad inhibitoria de aislados de Trichoderma
harzianum y Trichoderma virens con una antibiosis maxima de 55.5% vy
antagonismo potencial mé&ximo de 69% sobre el patdgeno del cacao
Moniliophthora roreri (Cif.) H.C. Evans (37).



CAPITULO 2

METODOLOGIA

2.1 Disefio de Experimento

Para el ensayo a nivel de invernadero se utilizo un disefio factorial 2X donde K=3 con 3
puntos factoriales y 1 punto central.

Los factores o variables independientes definidos fueron: Control absoluto sin
Trichoderma ni micronutrientes (T1), Control solucion de esporas C4B (T2), Control
fertilizante comercial (T3), Encapsulado C4B sin micronutrientes (T4), Encapsulado C4B
+ Magnesio 5000 ppm (T5), Encapsulado C4B + Zinc 800 ppm (T6), Encapsulado C4B +
Zinc 400 ppm + Magnesio 2500 ppm (T7), Encapsulado C4B + Zinc 800 ppm + Magnesio
5000 ppm (T8), mientras que las variables de respuesta fueron: clorofila, diametro de
pseudotallo, altura de la planta, numero de hojas. En total se efectuaron 8 tratamientos con
12 réplicas cada uno.

Se empled una comparacion de medias mediante Test de Tukey con un nivel de
significancia de 5% para las pruebas de laboratorio en lo referente a ritmo de crecimiento

Para las pruebas de inhibicion de crecimiento se calcul6 el porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial de patogenos (PIRGP).

2.2 Cepas de Trichoderma

Las cepas de Trichoderma empleadas en este estudio se obtuvieron del Centro de
Investigaciones Biotecnolégicas del Ecuador (CIBE-ESPOL). Se trabajé con Trichoderma
reesei (C2A) y Trichoderma ghanense (C4B). Ambas pertenecen a la coleccién de cepas
de esta institucion y fueron identificadas usando los primers que amplifican las secuencias
ITS 1eITS 5. Se cultivaron en agar papa dextrosa (PDA) (Difco, Detroit, MI, EE.UU) a
28°C.

2.3 Patogeno

El hongo patégeno Moniliophthora roreri (MR088) se obtuvo también de CIBE-ESPOL
del banco de cepas de esta institucién y se cultivd en agar papa dextrosa (PDA).



2.4 Plantas de banano

Para el analisis de invernadero se utilizo un total de 96 plantas de banano (cv. ‘Williams’
(Musa AAA)) que fueron facilitados por el departamento de Fitopatologia de CIBE-
ESPOL.

2.5 Encapsulamiento

2.5.1 Condiciones iniciales

Se realiz6 una revision bibliografica para determinar las concentraciones de partida
para el desarrollo de formulaciones. Las concentraciones empleadas en las
formulaciones se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Concentraciones ensayadas para los diferentes co-encapsulados de
Trichoderma, zinc y magnesio

Composicion Concentracion
T e 1x107 conidias

2500 ppm-5000 ppm-10000 ppm-
15000 ppm-30000 ppm

400 ppm-800 ppm-5000 ppm-10000
ppm-25000 ppm

Magnesio

Zinc

2.5.2 Co-encapsulados

En una solucion de acetato de calcio (Loba Chemie Pvt. Ltd, Mumbai, India) al 2%
se disolvieron el magnesio y el zinc a diferentes concentraciones. Se emple6 oxido
de magnesio (Mallinckrodt, U.K.) como fuente de magnesio y acetato de zinc (BDH
Chemicals, U.K.) como fuente de zinc. Se empled una solucion de alginato de sodio
(Loba Chemie Pvt. Ltd, Mumbai, India) al 1.5%. Las soluciones fueron esterilizadas
en autoclave por 20 minutos a 121°C.

Se prepard una solucién de T. reesei y T. ghanense por el méetodo de dilucién y se
realizd el conteo de conidios en la cAmara de Neubauer. Se prepard una mezcla de
Trichoderma con alginato de sodio en concentracion de 1x10” esporas. Con una
micropipeta, se tomé una alicuota de 30uL de la mezcla y se dejo gotear sobre la
mezcla de acetato — micronutriente. Los encapsulados formados se usaron para los
ensayos consiguientes.



El efecto de la incorporacion de Mg y Zn a diferentes concentraciones en las
formulaciones de co-encapsulados de Trichoderma spp. se verificé mediante pruebas
de crecimiento en medio PDA, las formulaciones para cada cepa se verifican en la
tabla 2 y tabla 3. Los co-encapsulados con distintas formulaciones fueron sembrados
a un centimetro del borde de la placa Petri y se tomo la medida del crecimiento radial
cada 24 horas hasta las 72 horas y poder asi determinar las concentraciones optimas.
Se tomo6 como control positivo encapsulados sin magnesio y zinc

Tabla 2. Formulaciones de T. reesei para evaluacion de crecimiento en medio PDA

Tratamiento Descripcion

Control 1 Solucion de esporas T. reesei;

Control 2 Control absoluto encapsulado sin
micronutrientes

T1 T. reesei + Zn 400 ppm

T2 T. reesei + Zn 800 ppm

T3 T. reesei + Zn 5000 ppm

T4 T. reesei + Zn 25000ppm

T5 T. reesei + Mg 2500 ppm

T6 T. reesei + Mg 5000 ppm

T7 T. reesei + Mg 10000 ppm

T8 T. reesei + Mg 15000 ppm

T T. reesei + Mg 30000 ppm.

Tabla 3. Formulaciones de T. ghanense para evaluaciéon de crecimiento en medio
PDA

Tratamiento Descripcion

Control 1 Disco PDA T. ghanense

Control 2 Control absoluto encapsulado sin micronutrientes
T1 T. ghanense + Zn 400 ppm

T2 T. ghanense + Zn 800 ppm

T3 T. ghanense + Zn 5000 ppm

T4 T. ghanense + Zn 10000ppm

T5 T. ghanense + Zn 25000ppm

T6 T. ghanense + Mg 2500 ppm
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T7 T. ghanense + Mg 5000 ppm

T8 T. ghanense + Mg 10000 ppm
T9 T. ghanense + Mg 15000 ppm
T10 T. ghanense + Mg 30000 ppm

2.6 Actividad in vitro para control de M. roreri.

Se seleccionaron 4 concentraciones de magnesio y zinc y dos controles de acuerdo al
crecimiento de las cepas de Trichoderma en medio PDA como se muestra en la tabla 4
para un analisis de su potencial inhibitorio del crecimiento y capacidad micoparasitica
contra M. roreri, utilizando el método de cultivo dual. Los ensayos de inhibicion-
antagonismo de crecimiento del patgeno se realizaron por triplicado en PDA colocando
un disco de 5 mm de diametro del hongo patdgeno a 1 centimetro del borde de una placa
Petri. En el extremo opuesto de cada placa se inoculd el co-encapsulado preparado de
Trichoderma y micronutrientes. Las muestras fueron incubadas a 30°C durante 10 dias y
se registro el didmetro del crecimiento radial cada 24 horas, para verificar el ritmo de
crecimiento del antagonista y del patdgeno. Luego se calcul6 el porcentaje de inhibicidn
del crecimiento radial de patdgenos (PIRGP) a las 72 horas de crecimiento de los co-
encapsulados de Trichoderma y se calculé mediante la férmula de Ezziyyani et al. (38).

(R1-R2)

PIRGP = x 100

Donde R1 es el radio del patdégeno control sin enfrentamiento contra Trichoderma spp. y
R2 es el radio del patdgeno enfrentado a Trichoderma spp.

Para la evaluacién de micoparasitismo de las cepas de T. reesei y de T. ghanense contra

M. roreri por medio del método de cultivo dual, verificadas a los 10 dias de crecimientose
empled la escala descrita en estudios anteriores por Ezziyyani et al. (38) en donde expresa:
0) no existe invasion de Trichoderma en la superficie del hongo patdgeno; 1) 25%de
invasion en la superficie del hongo patdgeno; 2) 50% de invasion en la superficie del hongo
patdgeno; 3) 100% de invasion en la superficie del hongo patdgeno; 4) 100% de invasién
en la superficie del hongo patégeno y esporulacion sobre este. El ensayo de cultivo dual
para cada formulacion se realiz6 por duplicado.



11

Tabla 4. Formulaciones de co-encapsulados ensayadas para analisis de inhibicion de
crecimiento y capacidad micoparasitica contra M. roreri.

Tratamiento Descripcion

Control: Control de T. reesei y T. ghanense encapsulado sin
: micronutrientes
T1: T. reesei / T. ghanense +Zn 800 ppm
T2: T. reesei / T. ghanense +Zn 5000 ppm
T3: T. reesei / T. ghanense + Mg 5000 ppm
T4: T. reesei / T. ghanense +Mg 15000 ppm
T5: T. reesei / T. ghanense + Zn 800 ppm-Mg 5000 ppm
T6: T. reesei / T. ghanense +Zn 5000 ppm-Mg 15000 ppm.

2.6.1 Actividad quitinolitica de los encapsulados de Trichoderma spp.
La quitina esta presente en la pared celular de la mayoria de los hongos patégenos v,
Trichoderma spp. por su actividad micoparasitica libera enzimas hidroliticas que rompen
los enlaces de la quitina. En este ensayo verificamos la capacidad de esta cepa para

producir estas enzimas.

2.6.1.1 Medio de cultivo indicador de la actividad quitinolitica.

Para la evaluacion de la actividad quitinolitica de la cepa de T. ghanense co-
encapsulada en conjunto con los minerales magnesio y zinc se procedio a preparar
un medio basal solido con los siguientes reactivos y en las siguientes
concentraciones: 2g de KH2POa, 159 de agar base, 0.3g de MgSO4.7H>0, 3.0g de
(NH4)2S04, 1g acido citrico monohidratado, 200 pL de Tween-20, 4.5g de quitina
y como indicador de viraje afiadimos 0.15g de purpura de bromocresol, llevandolo
a un volumen final de 1000 mL; el pH fue ajustado a 4.7 para posteriormente
esterilizar esta solucidn en autoclave a 121°C por 15 minutos. Se dispenso el medio
preparado en cajas Petri desechables, una vez que se solidifica el medio, en el centro
de la placa se coloca una perla de co-encapsulados de Trichoderma con magnesio
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y zinc en sus distintos tratamientos. Se incubaron las cajas a 28°C durante 4 dias
hasta cuando se aprecie la formacion de una zona de color distinto (39).

2.7 Inoculacién de plantas de banano (cv. ‘Williams’ (Musa AAA)) fase 1 de
crecimiento con co-encapsulados de T. ghanense. en invernadero.

El ensayo se realizé en el invernadero de CIBE-ESPOL

Para el mismo se utilizaron 96 plantas de banano (cv. ‘Williams’ (Musa AAA)) que se
encontraban en fase 1 (fase infantil). Se realiz6 una adaptacion previa de las plantas
durante una semana, en sustrato de cultivo a base de turba. Pasado el tiempo de adaptacion
se traspasaron las plantas a un recipiente individual que contenia una base de sustrato
consistente en tierra, turba y arena.

Se probaron 3 controles que fueron: control absoluto sin Trichoderma ni micronutrientes,
control solucién de esporas T. ghanense y control fertilizante comercial (composicion del
fertilizante en Anexo 5). Los tratamientos ensayados fueron: encapsulado C4B sin
micronutrientes; encapsulado C4B + Magnesio 5000 ppm; encapsulado C4B + Zinc 800
ppm; encapsulado C4B + zinc 400 ppm + magnesio 2500 ppm; encapsulado C4B + zinc
800 ppm + magnesio 5000 ppm. Para cada control y tratamiento se emplearon 12 plantas
de banano. Se procedio a fabricar los co-encapsulados tal como fue descrito anteriormente.
Para la inoculacién tomamos una cantidad equivalente a 1 g de los co-encapsulados
preparados y con mucho cuidado los colocamos en la parte de la raiz de la planta de banano;
en el caso del tratamiento fertilizante comercial, colocamos la misma cantidad, la Unica
excepcioén es en el caso del tratamiento solucién de esporas por encontrarse en estado
liquido, motivo por el cual con la ayuda de una micropipeta colocamos un volumende 5 mL
por cada planta. Controlamos los parametros del cubiculo de invernadero para locual
fijamos la temperatura del cubiculo en 28 °C y regamos las plantas periédicamente (Anexo
3).

Las lecturas de los parametros que se analizaron en las plantas de banano se tomaron cada
8 dias por un periodo de 9 semanas y los parametros analizados fueron: clorofila, diametro
de pseudotallo, altura de la planta y namero de hojas.

Para el andlisis estadistico utilizamos el programa Infostat version 2020. Realizamos un
ANOVA del ensayo general considerando los resultados semana a semana. El analisis de
varianza esta considerando las medidas repetidas, es decir la evolucion de todo el ensayo
en el tiempo. Utilizamos el test LSD Fisher, realizamos una comparacion por tratamiento
con un nivel de significacion de 0,05. Guardamos los residuos del analisis para su
posterior analisis multivariado. Para el MANOVA, analizamos los resultados de la Gltima
semana (semana 9) de todas las variables a la vez. Empleamos para el mismo el método
de comparacion Hotelling, con un nivel de significacion de 0.05.
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION
Objetivo especifico 1

3.1 Formulacion idonea de encapsulados de Trichoderma con Zny Mg

Los co-encapsulados fueron preparados a las concentraciones especificadas tal como es
descrito en la metodologia. Se verificd la presencia de las esporas de Trichoderma spp.
dentro de las co-encapsulados por medio de microscopio electronico (Anexo 1) y por
medio de estereoscopio (Anexo 2); se sembraron las formulaciones en medio PDA,
observandose una diferencia en el crecimiento de las formulaciones de encapsulados.
Se pudo verificar que a medida que aumenta la concentracién del mineral aplicado sea
este magnesio o zinc, se retrasa el crecimiento de las cepas de T. reesei y T. ghanense.
Para T. reesei la menor concentracion demostro un crecimiento casi similar a la del
control de encapsulado sin micronutrientes, aunque menor que solucién de esporas;
mientras que la mayor concentracion de micronutrientes inhibid totalmente el
crecimiento de T. reesei en el caso del zinc o parcialmente como en el caso del
magnesio. (Gréafico 1y Figura 3).
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Gréfico 1. Crecimiento de las diferentes formulaciones de T. reesei con magnesio y/o
zinc. Control 1: Solucién de esporas T. reesei; Control 2: encapsulado sin
micronutrientes; T1: T. reesei + Zn 400 ppm; T2: T. reesei + Zn 800 ppm; T3: T. reesei
+ Zn 5000 ppm; T4: T. reesei + Zn 25000ppm; T5: T. reesei + Mg 2500 ppm;T6: T.
reesei + Mg 5000 ppm; T7: T. reesei + Mg 10000 ppm; T8: T. reesei + Mg 15000 ppm;
T9: T. reesei + Mg 30000 ppm.
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Figura 3. Crecimiento de T. reesei co-encapsulada con magnesio y zinc a diferentes
concentraciones. Crecimiento a las 48 horas. C1: encapsulado sin micronutrientes;
T1: T. reesei + Zn 800 ppm; T2: T. reesei + Zn 5000 ppm; T3: T. reesei + Zn
25000ppm; T4: T. reesei + Mg 2500 ppm; T5: T. reesei + Mg 5000 ppm; T6: T.
reesei + Mg 10000 ppm; T7: T. reesei + Mg 15000 ppm; T8: T. reesei + Mg 30000

ppm.

En el caso de la cepa de T. ghanense se evidencié un crecimiento mas lento en
comparacion con la cepa de T. reesei. (Grafico 2). En lo referente al efecto de los
micronutrientes se evidencié que de manera similar a lo observado en T. reesei, a
medida que aumenta la concentracion del micronutriente disminuye el crecimiento del
hongo, asi en el caso del zinc a menores concentraciones muestra un crecimiento
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semejante al del encapsulado sin micronutriente, pero menor que el disco de PDA de T.
ghanense, mientras que las concentraciones mayores de micronutrientes retrasan el
crecimiento significativamente. En el caso del magnesio existe menor diferencia en el
crecimiento a medida que aumenta la concentracion como se muestra en la Figura 4.
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Grafico 2. Crecimiento de las diferentes formulaciones de T. ghanense con magnesio
y/o zinc. Formulaciones: Control 1: Disco PDA T. ghanense ; Control 2: Encapsulado
sin micronutrientes; T1: T. ghanense + Zn 400 ppm; T2: T. ghanense + Zn 800 ppm;
T3: T.ghanense +Zn 5000 ppm; T4: T. ghanense + Zn 10000 ppm T5: T. ghanense
+ Zn 25000 ppm; T6: T. ghanense + Mg 2500 ppm; T7: T. ghanense + Mg 5000 ppm;
T8: T. ghanense + Mg 10000 ppm; T9: T. ghanense + Mg 15000 ppm; T10: T.
ghanense + Mg 30000 ppm.
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Figura 4. Crecimiento de T. ghanense co-encapsulada con magnesio y zinc a
diferentes concentraciones. Crecimiento a las 48 horas; C1: Encapsulado sin
micronutrientes; T1: T. ghanense + Zn 800 ppm; T2: T. ghanense + Zn 5000 ppm;
T3: T. ghanense + Zn 25000ppm; T4: T. ghanense + Mg 2500 ppm; T5: T.
ghanense + Mg 5000 ppm; T6: T. ghanense + Mg 10000 ppm; T7: T. ghanense +
Mg 15000 ppm; T8: T. ghanense + Mg 30000 ppm.

Mediante uso del programa estadistico InfoStat se determind la diferencia entre
tratamientos al obtener un valor P < 0.05. Para verificar los tratamientos mas efectivos
en el caso de ambas cepas de Trichoderma se emple6 el Test de Tukey y se compararon
las medias para determinar las concentraciones idoneas. Los tratamientos mas efectivos
en el caso de T. reesei correspondian a: T. reesei-Mg 2500ppm (4,1); T. reesei - Mg
5000ppm (3,9); T. reesei - Zn 400ppm (3,7); T. reesei - Zn 800ppm (3,7). Mientras que
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en el caso de T. ghanense los tratamientos mas efectivos correspondieron a: T. ghanense
- Zn 800ppm (2,6); T. ghanense - Mg 5000ppm (2,6); T. ghanense - Zn 400ppm (2,6).

Los resultados obtenidos en los ensayos anteriores, nos permitieron seleccionar en el
caso de ambas cepas los mejores tratamientos segun el crecimiento que tuvo el hongo
en el medio PDA, en concordancia con lo manifestado por Wells et al (40) quien indico
que la cepa de Trichoderma harzianum se desarrollaba rapidamente cubriendo el medio
de cultivo, contenido en placas Petri de 100 mm en 4 dias. Ademas, se tiene en
consideracion que la encapsulacion simultanea de agentes bioldgicos y quimicos en el
mismo compartimento no debe disminuir sus actividades, sino lo contrario, beneficiarla,
como en el caso del encapsulamiento de T. viride con cationes de cobre que promueve
el crecimiento de la cepa (12), a semejanza de este estudio en donde se encapsula al
agente de biocontrol con minerales como son el magnesio y el zinc.

Objetivo especifico 2.

3.2 Actividad in vitro de los co-encapsulados de Trichoderma con magnesio y zinc
para el control de M. roreri.

Se pudo verificar la inhibicion de crecimiento del patdgeno en los cultivos duales para
ambas cepas a partir de los 3 dias luego que se inoculara el encapsulado. De manera
general se observo que todos los tratamientos presentan un porcentaje de inhibicion alto
(>70%) lo cual demuestra la efectividad de Trichoderma como agente de control
bioldgico frente a M. roreri. Ademas, como apreciamos en el grafico 3, no existe una
diferencia mayor de los porcentajes entre tratamientos. En el caso de T. reesei, se pudo
observar que los micelios de esta cepa entran en contacto con la colonia de M. roreri.
(Figura 5) y de los tratamientos el que presenta un mayor PIRGP corresponde a la
formulacién que no contiene micronutrientes (88,7%) seguido de la formulacion de T.
reesei-Zinc 800ppm. (87,9%). (Gréafico 3).

En el caso de la cepa de T. ghanense también se evidencié contacto de los micelios con
la colonia de M. roreri. (Figura 5). Los tratamientos el que presenta un mayor PIRGP
corresponde a las formulaciones de T. ghanense -Mg 15000ppm (87,4%) y T. ghanense
-Zinc 5000ppm + Mg 15000ppm (87,9%). (Grafico 3).
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Grafico 3. Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial de patdgenos para las distintas
formulaciones frente a M. roreri. Resultados a las 72 horas de crecimiento de los
encapsulados de Trichoderma. Control: Control de T. reesei/T. ghanense sin
micronutrientes; T1: T. reesei/T. ghanense +Zn 800 ppm; T2: T. reesei/T. ghanense +Zn
5000 ppm; T3: T. reesei/T. ghanense + Mg 5000 ppm; T4: T. reesei/T. ghanense +Mg
15000 ppm; T5: T. reesei/T. ghanense + Zn 800 ppm-Mg 5000 ppm; T6: T. reesei/T.
ghanense +Zn 5000 ppm-Mg 15000 ppm.
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T. reesei

Control

Control

Figura 5. Inhibicion radial de formulaciones de co-encapsulados de T. reesei / T.
ghanense, magnesio y zinc frente a M. roreri. Resultados a los 3 dias de crecimiento
del co-encapsulado de Trichoderma. Control de T. reesei y T. ghanense sin
micronutrientes; A: T. reesei + Zn 800 ppm; B: T. reesei + Mg 5000 ppm; C: T. reesei
+ Zn 800 ppm-Mg 5000 ppm; D: T. ghanense + Zn 800 ppm; E: T. ghanense

+ Mg 5000 ppm; F: T. ghanense + Zn 800 ppm-Mg 5000 ppm.

En el ensayo de micoparasitismo, se pudo evidenciar que las cepas de T. reesei tuvieron
una actividad baja (grados 1-3), lo que indica una cobertura del 25 al 100% de las
colonias del patdgeno, pero sin esporular sobre el patégeno (Figura 6), lo que confirma
lo manifestado por estudios anteriores que demostraron que T. reesei tiene una actividad
antagonica débil en comparacién a otras especies (9). Mientras que la cepa de T.
ghanense mostré un fuerte micoparasitismo contra M. roreri (grados 3-4) con una
cobertura del 75- 100% con esporulacion sobre el patégeno (Figura 6).
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Figura 6. Micoparasitismo de formulaciones de co-encapsulados de T. reesei y T.
ghanense frente a M. roreri. Resultados a los 10 dias de inoculacién del co-encapsulado.
Control de T. reesei y T. ghanense sin micronutrientes; A: T. reesei+Zn 800 ppm; B: T.
reesei+Mg 5000 ppm; C: T. reesei+ Zn 800 ppm-Mg 5000 ppm; D: T. ghanense +Zn
800ppm; E: T. ghanense +Mg 5000ppm; F: T. ghanense +Zn 800ppm-Mg 5000 ppm.

Estudios anteriores han demostrado que T. ghanense funciona como un agente de
control bioldgico para una amplia gama de patdgenos de plantas aéreas Yy terrestres de
importancia econdémica cuya actividad de micoparasitismo corresponde a una
combinacion de competicion de nutrientes, produccion de enzimas y antibiosis (41). En
el caso de la cepa de T. reesei la formulacion que presenta una mayor actividad es T.
reesei - Zinc 800 ppm (grado 3), mientras que en el caso de la cepa de T. ghanense, la
formulacién con mayor actividad corresponde a la formulacién que no contiene
micronutrientes y a la formulacion de T. ghanense - Zinc 5000 ppm. (grado 4) (Gréafico
4). Los resultados obtenidos demuestran no todas las cepas de Trichoderma spp. son
eficaces para el mismo propdsito o en la misma medida tal como ha sido manifestado
en otros estudios (42).
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Grafico 4. indice de micoparasitismo para las distintas formulaciones de co-
encapsulados de T. reesei y T. ghanense con magnesio y zinc frente a M. roreri.
Control: Control de T. reesei y T. ghanense sin micronutrientes; T1: T. reesei/T.
ghanense +Zn 800 ppm; T2: T. reesei/T. ghanense +Zn 5000 ppm; T3: T. reesei/T.
ghanense + Mg 5000 ppm; T4: T. reesei/T. ghanense +Mg 15000ppm; T5: T. reesei/T.
ghanense + Zn 800ppm-Mg 5000ppm; T6: T. reesei/T. ghanense +Zn 5000ppm-Mg
15000 ppm.

3.2.1 Actividad quitinolitica de los co-encapsulados de Trichoderma ghanense.
El ensayo para determinar la actividad quitinolitica de la cepa de Trichoderma
ghanense en medio solido se realizé en un medio enriquecido con quitina coloidal al
que se adiciond purpura de bromocresol como indicador de la produccion de
quitinasas al cambiar de color.

La quitina es un polimero insoluble de PB-(1-4)- N-acetil-D-glucosamina y un
componente principal de las paredes celulares de los hongos (43). Las cepas de
Trichoderma spp. libera enzimas hidroliticas que rompen los enlaces B-(1-4) de la
quitina que forma parte de la pared celular de los patdgenos liberando su contenido
citoplasmatico (44). Las cepas de Trichoderma con actividad quitinolitica usan la
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quitina coloidal como una fuente de carbono descomponiéndola en N-Acetil
glucosamina aumentando el pH del medio lo que provoca el cambio de coloracion
del indicador de amarillo a parpura en la zona alrededor del crecimiento de
Trichoderma spp. (39). Este cambio de coloracion se dio en todas las formulaciones
de co-encapsulados y controles de la cepa de T. ghanense (Figura 7) indicando una
actividad quitinolitica positiva y demostrandose que la adicion de los minerales zinc
y magnesio no afectan la actividad inhibitoria de la cepa.

Figura 7. Actividad quitinolitica de las distintas formulaciones de T. ghanense co-
encapsulados con magnesio y zinc. Resultados a las 96 horas. A: T. ghanense
encapsulado sin micronutrientes, B: solucién de esporas T. ghanense, C: T. ghanense
+ Zn 800 ppm, D: T. ghanense + Mg 5000 ppm, E: T. ghanense + Zn 400 + Mg 2500
ppm, F: T. ghanense + Zn 800 ppm + Mg 5000 ppm.
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Objetivo Especifico 3

3.3 Efecto in vivo sobre plantas de banano (cv. ‘Williams’ (Musa AAA)) de las
formulaciones de zinc y magnesio co-encapsulados con Trichoderma spp.

En base a los resultados obtenidos en los ensayos anteriores seleccionamos los mejores
tratamientos y se procedié a verificar el efecto in vivo de los co-encapsulados elaborados
en sus distintas formulaciones sobre la plantas de banano, determinandose los resultados
desde la semana 1 hasta la semana 9 de ensayo, en donde comprobamos lo siguiente.

3.3.1 Efecto individual sobre los pardmetros de crecimiento de la planta de
banano de la semana 1 a la semana 9.

En latabla 5 se observa que en lo referente al pardmetro clorofila el tratamiento que
demostro un mejor desemperio a lo largo del ensayo fue fertilizante comercial con
un valor superior al resto. Los otros tratamientos que demostraron un buen
desempefio fueron encapsulados sin micronutrientes y encapsulado C4B + Zn 400
y Mg 2500 ppm. El tratamiento con el resultado méas bajo fue el control absoluto.
Se puede asumir por ende un efecto promotor de clorofila por parte de Trichoderma
tal como lo manifestado en estudios anteriores en donde se reportd que algunos
compuestos organicos volatiles producidos por Trichoderma aumentaban la
eficiencia de fotosintesis y contenido de clorofila en A. thaliana (45). Sin embargo,
en otros estudios no se ha evidenciado mejora en el parametro de clorofila con
aplicacion de Trichoderma (46). Esto podria deberse a la cepa empleada en este
estudio, ya que segun Harman (47) la respuesta depende de las especies del género
Trichoderma, las cepas escogidas Y el tipo de cultivo.

Tabla 5. Resultados del analisis ANOVA de la semana 1 a la semana 9 para el
parametro de clorofila

Tratamiento Media n E.E
Control absoluto 19,13 108 | 0,78 A
C4B + Magnesio
5000 ppm 21,97 108 | 0,78 B
C4B + Zinc 800 ppm | 24,00 108 0,78 B
C4B + Zn800 +
Mg5000 ppm 24,68 108 | 0,78
Solucion de esporas
C4B 24,85 108 | 0,78 C
C4B + Zn400 +
Mg2500 ppm 24,87 108 | 0,78 C
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C4B sin

micronutrientes 24,97 108 | 0,78 C
Control fertilizante

comercial 38,65 108 | 0,78 D
Valor P <0,05

Segun lo observado en las tablas 6 y 7, el tratamiento que mejor respuesta demostrd
para los parametros didmetro de pseudotallo y altura fue nuevamente fertilizante
comercial, seguido del tratamiento encapsulado C4B + Zn 800 ppm, mientras que
el tratamiento que demostrd la menor respuesta en ambos pardmetros fue C4B + Zn
800 + Mg 5000 ppm. Esto demuestra que la combinacion de magnesio y zinc no
promueve la mejora de los pardmetros antes mencionados, sin embargo,
observamos que el zinc aplicado de forma individual produce un mejor resultado
en comparacion con el control absoluto. Esto coincide con estudios realizados en
donde la aplicacion de zinc promovi6 una mejor germinacién, asi como elongacion
de raiz y tallo (48). Este efecto podria estar vinculado con la actividad del zinc como
precursor de la sintesis de auxinas que influyen sobre la division celular, asi como
por el papel que desempefian en la reactividad del acido indolacético el cual
funciona como fitoestimulante hormonal (49). Mientras que para magnesio se han
verificado ensayos donde no se logré6 mayor rendimiento en un cultivo de maiz con
la adicion de este mineral en comparacion con una fertilizacion testigo (50), lo cual
también se pudo apreciar en este ensayo realizado donde no manifestd mejora
alguna en el crecimiento de la planta.

Tabla 6. Resultados del anélisis ANOVA de la semana 1 a la semana 9 para el
parametro de didmetro de pseudotallo

Tratamiento Media n E.E
()
C4B + Zn800 + Mg5000
ppm 3,41 108 | 0,03 A
I I
Control absoluto 3,47 108 | 0,03 Al B
Solucién de esporas
s i 351 | 108 003 B C
C4B + Zn400 + Mg2500
ppm 3,58 108 | 0,03 C|D
C4B + Magnesio 5000
3,65 D E
ppm 108 | 0,03
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C4B sin

micronutrientes 3,68 108 | 0,03

C4B + Zinc 800 ppm 3,70 108 | 003

Control fertilizante

comercial 4,01 108 | 0,03 F
Valor P < 0,05

Tabla 7. Resultados de anélisis ANOVA de la semana 1 a la semana 9 para el

parametro altura

Tratamiento Media n E.E
(cm)
C4B + Zn800 + Mg5000 ppm | 8,89 108 0,13 A
Solucién de esporas C4B 8,93 108 0,13 A
Control absoluto 9,06 108 0,13 A
C4B sin micronutrientes 9,08 108 0,13 A
C4B + Magnesio 5000 ppm 9,71 108 0,13
C4B + Zn400 + Mg2500 ppm 9,74 108 0,13
C4B + Zinc 800 ppm 10,06 108 0,13
Control fertilizante comercial 11,77 108 0,13

Valor P < 0,05

En la tabla 8 observamos que en el parametro nimero de hojas, el tratamiento que
mejor desempefio tuvo fue nuevamente fertilizante comercial, seguido del
tratamiento solucidn de esporas, mientras que el tratamiento que demostro la menor
respuesta en este caso fue C4B + Zn 800 + Mg 5000 ppm juntamente con C4B
encapsulado sin micronutrientes. Nuevamente comprobamos que la combinacion
de los dos minerales zinc y magnesio no favorecen el desarrollo del nimero de
hojas, mientras que los tratamientos sin encapsular y C4B encapsulado sin
micronutrientes tienen un buen desempefio lo que demuestra la actividad promotora

de Trichoderma en plantas como fue manifestado anteriormente.
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Tabla 8. Resultado de anélisis ANOVA de la semana 1 a la semana 9 para el
parametro numero de hojas.

Tratamiento

C4B + Zn800 +

Mg5000 ppm 6,87 108 0,09 A

C4B + Magnesio 5000 6,88 108 0,09 A

ppm

C4B + Zinc 800 ppm | 6,96 108 0,09 A

Control absoluto 7,09 108 0,09 A

C4B + Zn400 +

Mg2500 ppm 7,26 108 0,09 B C
CaBsin 7.48 108 0,09 C
micronutrientes

Solucion de esporas

C4B 7,48 108 0,09 C
Control_ fertilizante 7.96 108 0,09 D
comercial

Valor P < 0,05

En los resultados anteriores podemos apreciar que, si existen diferencias
significativas entre tratamientos, para cada una de las variables de estudio
(clorofila, didmetro de pseudotallo, altura, numero de hojas). En el Grafico 5
apreciamos a manera general que el tratamiento fertilizante comercial tiene el mejor
desempefio durante el tiempo de ensayo, seguidamente del tratamiento T. ghanense
+ Zn 800 ppm mientras que el tratamiento de T. ghanense + Mg 5000 ppm + Zn
800 ppm tiene el desempefio mas bajo, seguido del control absoluto sin
encapsulados. Los resultados obtenidos para todos los parametros evidencian de
manera general la actividad promotora del crecimiento de Trichoderma lo cual
concuerda con estudios anteriores que se ha demostrado que este hongo promueve
el crecimiento en numerosas plantas cultivadas (7)(51)(52), ademéas de mejorar
parametros agrondémicos de la planta como son altura, diametro de pseudotallo y
area foliar (53).
Una vez realizado el analisis ANOVA vy obtenidos los residuos, procedemos a
verificar la normalidad de los mismos empleando la prueba de Normalidad de
Shapiro-Wilks donde consideramos un valor p de >0.01 en donde cada variable
analizada cumple con la normalidad: Clorofila 0.2863, Diametro de pseudotallo
0.4067, Altura 0.3168, Numero de hojas 0.0222. Asumimos por lo tanto la
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normalidad de las variables con el fin de tener una vision general de los
tratamientos. (Anexo 4)

45
M Clorofila
40

35

M Diametro de pseudotallo

B N° Hojas

Ll

0,5MgZn MgZn

30

25
20
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10 B B B = =
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Tratamientos

Promedios

Gréfico 5. Evolucion de los pardametros evaluados de la semana 1 hasta la semana
9 de ensayo. CA: control Absoluto, SE: Solucién de esporas, Fer: Fertilizante
comercial, C4B: Encapsulado T. ghanense sin micronutrientes, Mg: T. ghanense +
Magnesio 5000 ppm, Zn: T. ghanense + Zn 800 ppm, 0,5MgZn: T. ghanense +Zn
400 ppm+Mg 2500 ppm, MgZn: T. ghanense + Mg 5000 ppm + Zn 800 ppm.

3.3.2 Efecto combinado sobre los parametros de crecimiento de la planta de
banano durante la semana 9.

En la Tabla 9, se puede verificar que el andlisis del efecto combinado sobre todos
los parametros estudiados de la planta de banano a la semana 9 del ensayo, el
tratamiento fertilizante comercial presenta los mejores valores diferenciandose de
todos los demas. Seguidamente los tratamientos con mejor respuesta fueron T.
ghanense + Zn 800 ppm y solucion de esporas, aunque en menor medida. Mientras
que los tratamientos T. ghanense + Zn 800 ppm + Mg 5000 ppm y Control Absoluto
presentan los valores mas bajos entre los tratamientos (Grafico 6).
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Tabla 9. Resultados de analisis MANOVA de la semana 9 para todos los
parametros.

Prueba Hotelling Alfa=0,05

Media Media
Media diametro Media N°
Tratamiento : de altura | Hojas | n
clorofila
pseudotallo | (cm) (num.

(cm) Hojas)
Control fertilizante | /59 | 499 1433 | 742 |12 A
comercial
C4B + Zn400 +
Mg2500 ppm 17,01 3,57 11,08 7 12 B D
C4B + Zn800 +
Mg5000 ppm 18,83 3,42 9,79 6,83 12 B E
C4B + Zinc 800 ppm | 16,81 3,76 11,37 7 12 C|/D
Control absoluto 14,93 3,65 9,98 7,17 12 C E
C4B + magnesio 1517 | 366 1113 |65 |12 D
5000 ppm
C4Bsin 1914 | 364 982 | 717 |12 E
micronutrientes
g‘i’gc'o” deesporas | onqgq | 353 978 717 12 E
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Gréfico 6. Pardmetros de la planta de banano evaluados en la semana 9. CA: control
absoluto, SE: Solucion de esporas, Fer: Fertilizante comercial, C4B: Encapsulado
T. ghanense sin micronutrientes, Mg: T. ghanense + Magnesio 5000 ppm, Zn: T.
ghanense + Zn 800 ppm, 0,5MgZn: T. ghanense +Zn 400 ppm+Mg 2500 ppm,
MgZn: T. ghanense + Mg 5000 ppm + Zn 800 ppm.
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Varios estudios han demostrado que este efecto benéfico de Trichoderma en el
crecimiento de las plantas tiene relacion con el nivel de colonizacion y con la
extension del micelio externo, el cual es necesario para la absorcion de fosforo
(54)(55). Trichoderma spp. despliegan una gran cantidad de proteinas secretadas
tanto enzimaticas como de otro tipo, que cumplen un papel principal en las
interacciones de estos hongos benéficos para las raices de las plantas (56), lo que
promoveria la mejora en el desarrollo de las plantas. Estudios realizados mostraron
que Trichoderma harzianum aumenta la solubilidad de fosfato y micronutrientes
como iones zinc, cobre, hierro y manganeso que tienen una baja solubilidad y
desemperfian un papel importante en el crecimiento de la planta (57)(58). Otro de los
factores posibles para la mejora en el crecimiento de las plantulas podria ser la
capacidad de Trichoderma de promover el desarrollo del crecimiento de las raices.
Se reporto un aumento de aproximadamente el doble de raices profundas inoculadas
con Trichoderma harzianum en el maiz en contraste con el control no inoculado (59).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Las condiciones iniciales idéneas de encapsulacion tanto para T. reesei y T. ghannese
fueron las de menor concentracion de zinc (800 ppm) y magnesio (5000 ppm), las cuales
permitieron el normal desarrollo y crecimiento del agente biocontrolador en medio PDA.
Se podria considerar probar nuevas cepas de Trichoderma spp. que podrian tener un mejor
crecimiento

La inhibicion de crecimiento de ambas cepas fue alta >70%, sin embargo, la formulacion
de la cepa de T. reesei en los tratamientos control sin micronutrientes (88,7%) y la
formulacién de T. ghanense-Zinc 5000 ppm + Mg 15000 ppm. (87,9%) mostraron un
mejor efecto contra M. roreri en las pruebas in vitro realizadas. EI mismo efecto se observa
en las pruebas de micoparasitismo en donde T. ghananse tenia un nivel 4 de
micoparasitismo encomparacion de T. reesei que alcanzaba un nivel 3 de micoparasitismo.
Podemos por lo tanto considerar formulaciones de T. ghanense como las mas efectivas
para el desarrollo de biofungicidas y biofertilizantes.

Las pruebas de invernadero en plantas de banano inoculadas con encapsulados y controles,
demostraron un efecto superior del tratamiento con fertilizante comercial, seguido por los
encapsulados de Trichoderma + Zn 800 ppm y Trichoderma encapsulado sin magnesio y
zinc.

Como recomendacion se podria elaborar una formulacion que ademas de la cepa de
Trichoderma co-encapsule componentes del fertilizante comercial tales como fosforo,
potasio y nitrogeno lo que podria mejoraria el efecto promotor del crecimiento de los
encapsulados. Asi mismo se puede probar con varias cepas distintas de Trichoderma y
evaluar la que tenga mejor efecto.
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ANEXO 1

Observacion de encapsulados de T. ghanense al microscopio electronico, objetivo
100X

Cubierta del
encapsulado

Esporas de T.
ghanese




Zoom/Magnification: 1,6 x

ANEXO 2

Observacion de encapsulados al estereoscopio
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ANEXO 3

Esquema del proceso de inoculacion de plantas de banano (cv. ‘Williams’ (Musa
AAA)) con co-encapsulados de Trichoderma y controles: A: Preparacion de los co-
encapsulados; B: Co-encapsulados preparados; C: Inoculacion de formulaciones y
controles; D: Plantula con encapsulados; E: Cuidados de la planta; F: plantulas en
crecimiento.
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Analisis de la Normalidad Shapiro-Wilks de los residuos de los parametros en

estudio en la semana 9

Semana Variable n Media | D.E. | W | p (Unilateral D)*
9 | RDUO Clordfila 96 0| 595 097 0,2863
RDUO Diametro de
9 | pseudotallo 96 0| 033 0,98 0,4067
9 | RDUO Altura 96 0| 1,33| 097 0,3168
9 | RDUO N° Hojas 96 0 0,9| 0,96 0,0222

*P>0,05 cumplen con la normalidad.
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Composicion del fertilizante comercial
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COMPUESTO FORMULA PORCENTAJE

Nitrégeno Total N 15,0%

Nitrégeno amoniacal NH4* 8.3%

Nitrogeno nitrico NOz 6.7%
Fosforo asimilable P20s 4,0%
Potasio soluble en agua K20 23,0%
Magnesio MgO 4,0%
Azufre total S 2.0%
Boro B 0,1%
Zinc Zn 0,1%
Humedad maxima 1%

FUENTE: Ficha de seguridad fertilizante ABOTEK®.
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