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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue la evaluacion del antagonismo y del potencial de control
bioldgico de Trichoderma spp. frente a Fusarium sp. asociado con pino (Pinus sp.), a nivel de
laboratorio y vivero, se utilizaron cepas de Trichoderma spp., el estudio tuvo dos fases, la
primera fue a nivel de laboratorio la que consistio en la reactivacion de los hongos patégenos y
antagonistas, para realizar confrontaciones se utilizaron dos cepas de Fusarium sp. y ocho cepas
de hongos antagonistas del género Thichoderma spp. para luego realizar medidas del
crecimiento micelial cada 24 h, la informacion obtenida del crecimiento micelial fue recopilada
y se escogieron los hongossegun los resultados de la tasa de crecimiento micelial. En la etapa de
vivero se utilizé plantas de P. radiata de 2 meses yP. patula de 1 mes, para realizar el ensayo de
control con las cepas seleccionadas se utilizé 576 plantas con las cepas de Trichoderma G1, TL,
TH, se realizaron observaciones diarias para establecer los tratamientos con afectacion hacia el
hongo patdégeno dando como resultado que el tratamiento con mayor incidencia en P. patula fue
Fusarium circinatum (T5) y el de menor incidencia fue de Control 2 sin tratamiento (T7), el
tratamiento con mayor incidencia en plantas de P. radiata fue en donde se inocularon
T.harzianum+ F.circinatum cepa 2 (T2), y el de menor incidencia fue el Control 2 sin
tratamiento (T7).Ninguno de los aislados de Trichoderma sp. tuvieron una eficacia a nivel de
campo del 100% frente a los aislados de Fusarium sp. inoculados y la especie de pino mas
susceptible al Fusarium sp. inoculado fue Pinus patula, con una incidencia del 100%.Futuras
investigaciones son necesarias para ver el potencial que tienen los hongos del género

Trichoderma en el control de enfermedades forestales.

Palabras  clave:<Thichodermaspp.>,  <Fusarium  sp.><CONTROL BIOLOGICO>,
<FITOPATOGENO>, <CONIFERAS>.
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ABSTRACT

The aim of this study was the evaluation of the antagonism and biological control potential of
Trichoderma spp. against Fusarium sp. associated with pine (Pinus sp.), at laboratory and
nursery level, strains of Trichoderma spp. were used, the study had two phases, the first was at
laboratory level which consisted in the reactivation of pathogenic and antagonistic fungi, to
carry out confrontations were used two strains of Fusarium sp. and eight strains of antagonistic
fungi of the genus Thichoderma spp. to then carry out measurements of mycelial growth every
24 h, the information obtained from the mycelial growth was compiled and the fungi were
chosen according to the results of the mycelial growth rate. In the nursery stage were used
plants of P. radiata of 2 months and P. patula of 1 month, to carry out the control test with the
selected strains were used 576 plants with the strains of Trichoderma G1, TL, TH, daily
observations were made to establish the treatments with affectation towards the pathogenic
fungus giving as a result that the treatment with greater incidence in P. patula was Fusarium
circinatum (T5) and the lowest incidence was Control 2 without treatment (T7), the treatment
with the highest incidence in P. radiata plants was where T. harzianum + F. circinatum strain
2 was inoculated (T2), and the lowest incidence was Control 2 without treatment (T7). None of
the Trichoderma sp. isolates had 100% field level efficacy against inoculated Fusarium sp.
isolates and the pine species most susceptible to inoculated Fusarium sp. was Pinus patula,
with 100% incidence. Future research is needed to see the potential of Trichoderma fungi in

the control of forest diseases.

Keywords:<Thichodermaspp.>,<Fusariumsp.>,<BIOLOGICALCONTROL>,
<PHYTOPATHOGENIC>,<CONIFEROUS>.
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INTRODUCCION

En el territorio ecuatoriano utilizar microorganismos benéficos en sistemas agricolas y de
especies forestales, se muestra como una forma sustentable y econdmica para combatir las
enfermedades producidas por patdgenos, reduciendo la utilizacién de agroquimicos, que tienen
efectos negativos con el ecosistema, ademéas de ofrecer otros efectos benéficos para las
plantas(Carmona, 2017, p.27).L0s hongos son microorganismos que ayudan en un alto porcentaje a
la biomasa de los suelos, intervienen en el ciclo de varios elementos, minerales y ayudan a la
nutricion de plantas(Soil y Es, 2012, p.125).Uno de los mayores problemas que enfrentan los
cultivos es la susceptibilidad a hongos, bacterias, virus y nematodos, pero principalmente a

enfermedades causadas por hongos patdgenos(Safiudo barajas et al., 2017, p.18).

PROBLEMA

En Ecuador son pocas las investigaciones relacionadas sobre Trichoderma spp. en especies
forestales, este microorganismo es un hongo benéfico y se encuentra de forma natural en el
suelo o enddfitamente en los tejidos vegetales (raices, tallos y hojas). Actualmente se carece de
informacién sobre los efectos benéficos de especies de Trichoderma spp. para combatir el
hongo de Fusarium sp. en particular de F. circinatum el cual afecta el normal crecimiento del

pino (Pinus radiata o P. patula) anivel del vivero y a nivel de campo.

JUSTIFICACION

Fusarium circinatum es un patégeno altamente destructivo de pino, tanto a nivel de vivero
como en campo. Actualmente no existen estudios sobre alternativas de manejo de este
patdgeno en nuestro pais. Considerando, la importancia deTrichoderma spp. en los sistemas
agroforestales, el potencial patogénico de Fusarium circinatum y de la carencia de informacién
sobre microorganismos benéficos en especies forestales en nuestro pais, el presente trabajo
propone el estudio deTrichoderma spp. como alternativa para el manejo del hongo Fusarium

circinatum en pino (Pinus sp.)in vitroe in vivo.



OBJETIVOS

Objetivo general

e Evaluar el antagonismo y el potencial de control biol6gico de Trichoderma spp. frente a

Fusarium sp.en pino (Pinus sp.).

Objetivos especificos

o Seleccionar las cepas de Trichodermaspp. que presenten mejor potencial antagonista frente
a Fusarium sp.

e Estudiar el antagonismo deTrichderma spp. frente a Fusarium sp.

HIPOTESIS

NULA

Ninguna de las cepas de Trichoderma spp. presentan antagonismo frente a Fusarium sp.

ALTERNA
Al menos una de las cepas de Trichoderma spp.presenta antagonismo frente a Fusarium sp.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1.Pino (Pinussp.).

1.1.1 Taxonomia

Reino: Plantae

Division: Pinophyta

Clase: Pinopsida

Orden: Pinales

Familia: Pinaceae

Género: Pinus

Especie: Pinus radiatay Pinuspatula
Nombre Comun: Pino

Nombres comunes relacionados: Pino insigne, Pino candelabro.
Fuente: D. Don, 1836

1.1.2. Descripcion

El pino es un arbol de hasta 60 m de altura y 100 cm de didmetro a la altura del pecho (DAP),
con tronco conico y recto, corteza café interna crema - rosacea, segrega resina. Las hojas de
forma acicular en fasciculos de tres, 12 flores masculinas con estambres peltados, las femeninas
se encuentran en conos o estrébilos(Ecuador forestal, 2010, p.1)

Los frutos del pino se muestran en forma de pifias que nacen en grupos de hasta 4 6 5 con
aspecto de corona, no tienen un peddnculo apreciable y parecen pegadas a la rama. La base es
muy asimétrica, porque son mas abultadas las escamas del lado contrario a la rama. Pueden
permanecer varios afios en el arbol sin abrirse(Galéan, 2007, p.1).

Las semillas de pino son ortodoxas se pueden almacenar por varios afios con un contenido de
humedad del 8 % y a 4 ° C. Para mejorar la germinacion se deja la semilla en remojo durante 24
horas. Un kilogramo tiene aproximadamente 22 000 semillas, cuya germinacion inicia a los 9
dias y culmina a los 20(MAE, 2009, p.3).

El pino es maderable, usado para construccién pesada; madera estructural para edificaciones,
carpinteria arquitectonica. Construccion liviana, construccién de botes, carpinteria de interior.

Ebanisteria; paneles, pasamanos, barandas, molduras, postes, mangos para herramientas(Trujillo,
2002, p.16).



Los principales usos que se le da a la madera del pino (Pinussp.) segin Martinez (2004, p.2.) es:
muebles, pulpa de madera, papel, tableros, aglomerados, tableros contrachapados y de fibras,
ebanisteria y tapiceria.

1.2. Fusarium circinatum

1.1.1. Taxonomia

Reino: Fungi

Sub-reino: Dikarya

Filo: Ascomycota

Sub-filo: Pezizomycotina
Clase: Sordamioycetes
Sub-clase: Hypocreomycetidae
Orden: Hypocreales

Familia: Nectriaceae

Género: Fusarium sp.
(Britz et al., 1991).

1.1.2. Descripcion

El hongo Fusarium circinatum, es una de las enfermedades mas agresivas en las coniferas, ya
que es capaz de infectarlas por vias directas (heridas e insectos vectores) y/o indirectas (viento y
agua). Se caracteriza por provocar coloraciones en las aciculas que son desde un color amarillo
hasta rojizo, hasta provocar su caida (puntisecado); en el eje central del arbol se generan
chancros exudantes de resina, de ahi su nombre comdn, estos sintomas también se ven
reflejados en las ramas primarias y secundarias, con menor incidencia en las terciarias(Aegerter, et
al. 2003, p. 13; D. Bezos et al., 2017, p. 282). Se sabe que tanto semillas y las pifias pueden ser

afectadas por el patdégeno siendo una manera de dispersién (Flores,2017, p.23).

1.1.3. Sintomas

Los sintomas son més facilmente identificables se dan en las aciculas jovenes pudiendo ser
vistas también en aciculas maduras. Se evidencia por coloraciones inicialmente amarrillas
tornandose a grisaceas o marrones, inclusive una combinacion de ambas. La especie que
muestra una sintomatologia mas clara es Pinus radiata(Dvorak, 2007, p.128).Cada uno de los

hospedantes de este hongo patégeno presenta particularidades en la expresion de los sintomas
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de la infeccion. Sin embargo, se pueden describir algunas generalidades que facilitan su
identificacion visual(Gordon, &Wingfield, 2015, p.32).La infeccion se inicia en una rama que tiende a
morir generando un estrangulamiento y chancho (c&ncer) en esa zona. El crecimiento del
chancro es tanto distal como proximal, creciendo mayoritariamente crece hacia arriba del &rbol
generando la muerte de ramas de la copa, pero también se ha registrado afectacion hacia la zona
baja del tronco (Flores, 2017, p.23).

1.1.4. Métodos de Control

Dentro de las opciones de manejo y/o control preventivo de la enfermedad del chancro resinoso
del pino en viveros figura la desinfeccion de semillas de hospedantes susceptibles con agua
caliente. Estudios preliminares han demostrado la utilidad de tratamientos con agua caliente,
con 51° C - 52° C por 30 minutos, son una posibilidad para la desinfeccion de semillas de Pinus
radiata contaminadas con Fusarium circinatum(Agusti-Brisach et al., 2009; Bernal-Vicente, Ros, &
Pascual, 2009). Sin embargo, otros estudios han encontrado que la temperatura letal para el

micelio y las esporas de Fusarium circinatum es de 55° C y 52° C, respectivamente (Flores,2017,
p.21).

En contraste, Gordon et al., 1998; Storer et al., 1998, encontraron que el hipoclorito de sodio era
ineficaz en la reduccion de la contaminacion por Fusarium circinatum de la semilla de Pinus
radiata debido a los altos niveles de contaminacion interna de las semillas por el patégeno.
Desafortunadamente, estos métodos no impiden la llegada de semillas infectadas a los viveros

forestales y las plantulas al bosques (Flores,2017, p.30).

1.1.5. Control biolégico.

Es la utilizacion de los enemigos naturales de las plagas y enfermedades en las plantas y suelos
para reducir su impacto, lo que implica usar tres veces menos de sustancias quimicas, con el
mismo rendimiento y un costo menor. Ventajas y debilidades de una alternativa clave para

garantizar la sustentabilidad de los sistemas productivos a largo plazo (Pérez, 2018, p.1).

1.1.6. Control Bioldgico usandoTrichodermaspp.

Uno de los hongos mas estudiados por su potencial como Agente de Control Biolégico (ACB)
en las enfermedades de las plantas es el género Trichoderma spp. (Howell, 2003, p. 6).Una de las

caracteristicas mas destacadas que presenta este grupo, es su habilidad para parasitar otros



hongos (Weindling, 1932, p.840),pero ademas son capaces de producir sustancias antibidticas que
son inhibidoras de muchos patdgenos. Sin embargo, el principal mecanismo de control
bioldgico de Trichoderma spp. Es la competencia por el espacio y los nutrientes de la rizosfera
(Howell, 2003).El crecimiento de este hongo no esté limitado al suelo o la las raices, sino que es
capaz de colonizar el floema e incluso medula de los arboles (Jankowiak, 2006, p.806).EXisten
muchos ejemplos de Trichoderma spp. y otros endéfitos como controladores de enfermedades
en plantas siendo en algunos casos enfermedades causadas por el género Fusarium (Basak&Basak,

2011, p.463; Bernal, et al., 2009, p830),y otros de interés forestal y agricola.

1.2. Mecanismos de accion de Trichodermaspp.

1.2.1. Micoparasitismo

El micoparasitismo es definido como una simbiosis antagénica entre organismos, en el que
generalmente estan implicadas enzimas extracelulares tales como quitinosas, celulosas, y que se
corresponden con la composicion y estructura de las paredes celulares de los hongos
parasitados.

Las especies de Trichoderma spp. durante el proceso de micoparasitismo crecen quimio
tropicamente hacia el hospedante, se adhieren a las hifas del mismo, se enrollan en ellas
frecuentemente y las penetran en ocasiones. La degradacion de las paredes celulares del
hospedante se observa en los estados tardios del proceso parasitico, que conlleva al

debilitamiento casi total del fitopatdgeno. (Infante, 2009, pp.14-21).

El micoparasitismo como mecanismo de accion antagonica en Trichoderma spp. ha sido
ampliamente estudiado. No obstante, existen aspectos en el mismo que no estan totalmente
esclarecidos. Este es un proceso complejo que para su estudio se ha separado en cuatro etapas.
El desarrollo de cada etapa depende de los hongos involucrados, de la accion biotréfica o necro

tréfica del antagonista y de las condiciones ambientales (Infante, 2009, pp.14-21).

1.2.2. Crecimiento quimiotrofico

El quimiotropismo positivo es el crecimiento directo hacia un estimulo quimico. En la etapa de
localizacion del hospedante, se ha demostrado que Trichoderma spp. Puede detectarlo a

distancia y sus hifas crecen en direccién al patégeno como respuesta a un estimulo quimico
(Pérez, 2020, p.2).



1.2.3. Adhesiony enrollamiento

Cuando la respuesta de reconocimiento es positiva, las hifas de Trichoderma se adhieren a las
del hospedante mediante la formacion de estructuras parecidas a ganchos y apresorios, se
enrollan alrededor de estas, todo esto estd mediado por procesos enzimaticos, la adherencia de
las hifas de Trichoderma spp. ocurre gracias a la asociacion de un azucar de la pared del

antagonista con una lectina presente en la pared del patdgeno.(Perez, N, 2004, p.296)

1.2.4. Actividad litica

En esta etapa ocurre la produccién de enzimas liticas extracelulares, fundamentalmente
quitinosas, glucanasas y proteasas, que degradan las paredes celulares del hospedante y
posibilitan la penetracion de las hifas del antagonista. Por los puntos de contacto donde se
produce la lisis y aparecen los orificios, penetra la hifa del micoparasito en las del hongo
hospedante. La actividad enzimatica en Trichoderma spp ha sido estudiada extensamente, asi
como las posibles funciones que desenvuelven en el micoparasitismo. Las especies
de Trichoderma spp. posee un alto potencial parasitico, con una accién metabdlica bastante
especifica, que les permite parasitar de manera eficiente las estructuras y composiciones de los
hongos (Sandoval, 2002, p.71).

Trichoderma spp. produce bastantes metabolitos como las enzimas (celulosas, glucanasas,
lipasas, proteasas y quitinasas) que forman parte en la lisis de la pared celular de las hifas del
hospedante, facilitando la introduccion de estructuras especialistas y de hifas
de Trichodermaspp., que atraen nutrientes de adentro del hongo fitopatdgeno. Misaghi y
Adams, plantearon que el micoparasitismo al final termina con el malogro del contenido
citoplasméatico de la célula del hospedante. El citoplasma sobrante esta primordialmente
envolviendo las hifas invasoras, descubriendo sintomas de disgregacion, lo que reduce la accion

patogénica del hongo (Diaz, 1994, p.14).

1.2.5. Competencia

La competencia forma un elemento de antagonismo muy significativo. Se determina como el
comportamiento disimil de dos o mas organismos frente a un igual requerimiento (sustrato,
nutrientes), siempre y cuando el uso de este por uno de los organismos disminuya la cantidad o
espacio aprovechable para los otros. Este ideal de antagonismo se ve beneficiado por las
particularidades del agente control biolégico como plasticidad ecoldgica, ligereza de

crecimiento y desarrollo, y por otra parte por factores exteriores como tipo de suelo, pH,
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temperatura, humedad, y més. La presencia de manera natural del genero Trichoderma spp. en
distintos suelos es considerado una muestra de la docilidad ecoldgica de este hongo y de su
capacidad como excelente competidor por espacio y recursos nutricionales, sin embargo la
competencia depende de la especie, (Samuel, 1996, pp.923-935). Trichoderma spp se encuentra
biolgicamente adecuado para una colonizacion agresiva de los suelo y en situaciones hostiles
para sobrevivir, especialmente, en la manera de clamidosporas. La alta ligereza de
crecimiento, cuantiosa esporulacién y la extensa gama de suelos sobre los que puede
desarrollarse, por la la abundancia de enzimas que posee, hacen que sea eficaz como saprofito y

aln mas como agente de control biol6gico (Pérez, 2004, p. 96).

La competencia por nutrientes puede ser por nitrdgeno, carbohidratos no estructurales (azlcares
y polisacaridos como almidon, celulosa, quitina, laminarina, y pectinas, entre otros) y
microelementos. Esta forma de competencia en los suelos o sustratos ricos en nutrientes no tiene
importancia desde el punto de vista practico. Por ello, cuando se emplea fertilizacion completa o
existe exceso de algunos de los componentes de los fertilizantes e inclusive en suelos con alto

contenido de materia organica, este tipo de antagonismo es poco eficaz (Stefanova, 1999, p.512)

La competitividad por suelo y espacio se basa en que el mismo esté libre de patdégenos (sustrato
estéril) o si tiene una micobiota natural. En el primer caso, la ligereza de crecimiento del
antagonista no establece la colonizacion segura de los nichos, sino la aplicacién similar del
mismo en todo el suelo. Sin embargo, en el segundo caso la prontitud de crecimiento, en
conjunto con otros de los mecanismos de accion del antagonista, es concluyente en el biocontrol

del patégeno y colonizacién del sustrato (Durman, 2003, p.15)

1.2.6. Antibiosis

La antibiosis es la accion directa de antibiéticos o metabolitos venenosos causados por un
microorganismo sobre otro sensible a estos. Algunos autores consideran que la antibiosis no
debe ser elprimordial componente de accion de un antagonista, ya que hay el peligro de
aparicion de cepas del patdégeno invulnerable al antibiético. En la préactica uno de los
antecedentes fue el caso de la manifestacion de cepas de Agrobacterium tumesfaciens Smith y
Townsend capaces de resistir al Agrosin 84, un antibiético que se produce en na cepa de
Agrobacterium radiobacter Beijerinck y van Del- den. Muchas cepas de Trichoderma spp.
fabrican metabolitos secundarios volatiles y no volatiles, algunos de ellos privan el crecimiento
de otros microorganismos con los que no tienen relacion fisica. Estas sustancias inhibidoras se

describen como “antibi6ticos” (Infante, 2009, p.3).



Al inicio se determind que la accion inhibidora de aislamientos de Trichoderma spp. sobre otros
hongos se correspondia Unicamente a compuestos no volatiles. Dennis y Webster, fueron los
primeros en este tdpico, con el desarrollo de los trabajos mas amplios acerca de la funcion de
los antibioticos derivados de hongos del género Trichoderma sobre patdgenos de las plantas.
Ellos establecieron relacion de la actividad antibidtica de Trichoderma spp. con componentes no
volétiles, entre los que se encontraban uno reconocido como trichodermina y otros metabolitos

peptidicos. En indagaciones posteriores webster y Lomas (1964),determinaron que Trichoderma

Spp. Produce dos antibioticos méas: gliotoxina y viridina(infante, 2009, p.3).

1.2.7. Hiperparasitismo.

El hiperparasitismo es frecuentemente necesario, significa que se desarrollan obligatoriamente a
partir de un parasitoide. Pero, logran ser facultativos, cuando su desarrollo es tanto sobre una
especie parasitoide o sobre una especie libre. Esos insectos pueden jugar un papel negativo en
las operaciones de control bioldgico llevadas adelante por medio de liberaciones deparasitoides.
Cuando se trata de la introduccion de parasitoides exéticos, a menudo contra una plaga también
exotica, es necesario evitar introducir hiperparasitoides simultdneamente, y una etapa de
cuidado en un periodo de cuarentena es obligatorio. Sea el caso de libertad de un parasitoide
local, bajo una manera inoculativa o inundativa, se sugiere elegir una especie que no sea 0 sea

menos atacada por hiperparasitoides, lo cual una investigacion faunistica podréa establecer (Basso,
2009, p.4)

1.2.8. Induccién de resistencia.

Trichoderma spp. incita demanera sistémica las defensas de las plantas frente a la agresion de
patdgenos, situaciones de suelo y ambientales hostiles, sin la obligacion de mantener relacion
directa con el invasor o estar sumiso a un estrés antepuesto. Los patdgenos agresores
normalmente controlados sistémicamente por el efecto Trichoderma spp. son hongos
filamentosos, micetos y bacilos(Shoresh et al. 2010), a pesar que todavia se ven activadas las
protecciones frente a nematodos (De Medeiros et al., 2017, p.13), iNsectos Yy virus.Por lo tanto, las

plantas no perciben Trichoderma spp como un contrario (B,M, 1994, p.54)

Para alcanzar la condicién de “amigo” de las plantas Trichoderma spp. necesité desarrollar sus
capacidades oportunas, emplear los exudados de la raiz y superar las respuestas iniciales de la
defensa de las plantas (Eugenia et al. 2009). Las plantas son capaces de presentar respuestas

inmunoldgicas altamente especificas y mantener una memoria duradera frente al ataque de
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patdgenos. La primera linea de defensa activa se conoce como respuesta inmune innata, que
entra en funcionamiento cuando las moléculas de los atacantes, conocidas como modelos
moleculares relacionados con microrganismos (microbeassociated molecular patterns - MAMP),
gue son evolutivamente muy preservados (beta-glucanos y quitina de la pared celular de los
hongos, flagelina y péptido-glucano de las bacterias, etc.), son detectados por receptores
denominados beneficiado de reconocimiento de patrones (pattern recognition receptors - PRR),
gue estan localizados en la membrana celular de cada célula vegetal. Igualmente, los PRR
también responden a moléculas liberadas por la accién hidrolitica de los agresores sobre los
tejidos de la planta (ejemplos: oligdbmeros de la pared celular y restos cuticulares), que son
llamados modelos moleculares relacionados al deterioro (damage-associated molecular patterns
- DAMP). Cuando se estimula un PRR se genera una cascada de transduccién de sefiales que
dan lugar a una respuesta inmune conocida como inmunidad disparada por MAMPs (MAMP-
triggered immunity - MTI). Como resultado, se presenta mayor fuerza de las paredes celulares
de la planta con la deposicion de calosa y de lignina; la creacion de metabolitos secundarios con

accion antimicrobiana (B, M., 1994, P.54)

1.3. Trichoderma spp.

1.3.1. Taxonomia

Reino: Fungi

Filo:Ascomycota

Division: Ascomycota

Subdivision: Pezizomycota

Clase:Sordariomycetes

Orden:Hypocreales

Familia: Hypocreaceae

Género: Trichoderma

Espécies: Trichodermaharzianum, Trichodermahamatum, Trichodermaviride,

Trichodermalongibrachiatum.

Fuente: Persoon, 1794.

Trichoderma spp.es uno de los microorganismos mas sobresalientes s por su extenso
metabolismo y viable reproduccion, este microorganismo fabrica compuestos antimicrobianos
los cuales permiten a la motivacion de los mecanismos de defensa de la planta, ademas,
promueve el crecimiento y desarrollo de parte aérea y de la raiz de las plantas. Tiene varias

aplicaciones biotecnoldgicas, las mas significativas, la germinacién de hongos patégenos lo que
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produce que estas técnicas sean mas seguras en un largo rango de situaciones ambientales. Este
microorganismo también se nutre de los materiales organicos degradados, y de esa forma

permite la incorporacion de estos en los sustratos (Benhamou, 1998, p.130).

1.3.2. Descripcion

Se puede hallar en diferentes materiales organicos y sustratos, estos microorganismos son
considerablemente conocidos por su elaboracion de toxinas y antibiéticos, el color del micelio
es blanco y casualmente desarrolla un color verde oscuro luego de la esporulacion(Martinez,
Infante y Peteira, 2015). La aplicacion de Trichoderma spp.,en los estados de la planta permite en el
aumento del sistema de la raiz y la parte mas alta mostrando méas vigorosidad y proteccion a la
hora del trasplante es bastante usado para controlar hongos fitopatdégenos y enfermedades del

suelo(Benhamou, 1998, p.132).

1.3.3.  Produccion de metabolitos de Trichoderma spp.

1.3.3.1. Metabolitos secundarios

Las caracteristicas basicas de la produccién de energia y el desarrollo celular en todos los
organismos son basicamente iguales y las moléculas participes en las reacciones fundamentales
del crecimiento y la reproduccion son iguales. Estas biomoleculas ubicuas y esenciales son
aminoacidos, carbohidratos, acidos grasos y acidos nucleicos; se organizan como metabolitos
primarios (MP) y son parte como factores de crecimiento en plantas 0 como enzimas liticas,

sideroforos, antibidticos, permeasas de carbono y nitrégeno(Gupta, 2014, p.26).

Dado que estos hongos son poblaciones frecuentes del suelo y de la raiz de las plantas, muchos
MS se han retirado, caracterizado y han sido extensamente estudiados por su accién como
antimicrobianos. La activacion de cada uno de los mecanismos bioquimicos participes en la
produccién y diversidad de los MS son la base de estudio en la variedad de especies en el

género Trichoderma.(Gupta, 2014, p.26).

1.3.3.2. Actividad antibacterial de metabolitos de Trichoderma spp.

Un extracto de Trichoderma spp contiene una mezcla de compuestos que puede ser utilizada
para control biol6gico y otros fines industriales. Por otra parte, dos cepas de Trichoderma

fueron empleadas en cultivos de Vitisvinifera presentando efectos de induccion de resistencia a
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enfermedades, promocion del crecimiento de las plantas y aumento de polifenoles o actividad

antioxidante en las uvas (Gémez, 2015, p. 25)

1.3.3.3. Trichoderma spp. en el control bioldgico.

Trichoderma spp. tiene muchas ventajas como agente de control bioldgico, ya que tiene un
apresurado crecimiento y desarrollo. Aparte de esto produce una gran cantidad de enzimas,
inducibles con la presencia de hongos fitopatdgenos. Tiene la capacidad de crecer en una gran
gama de suelos, lo cual permite su produccién a gran nivel para uso en el sector agronémico. Su
enorme tolerancia a situaciones ecosistemitas extremas y a habitats donde los hongos provocan
maultiples enfermedades, le permiten ser un eficiente bio-agente de control. De igual manera,
puede subsistir en medios con contenidos significativos de agro defensivos y otros quimicos.
Aparte, su gran variabilidad se constituye en un reservorio de posibilidades de control biolédgico,
bajo desiguales sistemas de produccidn y cultivo(Gémez, 2015, p. 27).

Se ha comprobado que el género Trichoderma spp. Actla contra un gran rango de hongos
fitopatogenos transmitidos por sustrato y aire. Ha sido utilizado contra pudriciones en un
extenso rango de especies, provocadas por Fusarium, Rhizoctonia, Pythium; y patdgenos

creadores de esclerocios como Sclerotinia y Sclerotium(Geémez, 2015, p. 27)

1.3.3.4. Beneficios de la aplicacion deTrichoderma spp.

La aplicacion de Trichoderma spp. al suelo tiene varias ventajas, pero hay que tener en cuenta

que un solo método de control no basta para erradicar una enfermedad de forma eficaz y

duradera. Es necesario integrar varias practicas, para obtener cultivos sanos y econémicamente

rentables. Entre los principales beneficios de Trichoderma spp.Se encuentran los siguientes:

e Ofrece un control eficaz de enfermedades de las plantas.

e Posee un amplio rango de accion.

e Se propaga en el suelo, aumentando su poblacién y ejerciendo control duradero en el
tiempo, sobre hongos fitopatégenos.

e Con el uso de microorganismos en los cultivos, las plagas no generar resistencia como
sucede cuando utiliza agroquimicos.

e Ayuda a descomponer la materia organica, haciendo que los nutrientes se conviertan en
formas disponibles para la planta, por lo tanto, tiene un efecto indirecto en la nutricion del

cultivo.
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Estimula el crecimiento de los cultivos, porque posee metabolitos que promueven los
procesos de desarrollo en las plantas.

Puede ser aplicado en compostaje 0 materia organica en descomposicion, para acelerar el
proceso de maduracion de estos materiales, los cuales a su vez contendran el hongo
cumpliendo también funcion de biofungicida.

Favorece la proliferacion de organismos benéficos en el suelo, como otros hongos
antagonicos.

Preserva el ambiente al disminuir el uso de funguicidas.

Al reemplazar agroquimicos sintéticos por microorganismos benéficos, el productor ahorra
en sus costos de produccidn.

Ataca patogenos de la raiz Pythium, Fusarium, Rhizoctonia y del follaje Botrytis y Mildius
antes que puedan ser los detectados; y evita el ataque de Phytophthora.

Previene enfermedades dando proteccion a la raiz y al follaje de las plantas.

Promueve el crecimiento de pelos absorbentes y raices alimenticias, mejorando la nutricion
y la absorcion de agua.

No se ha registrado ningun efecto fitotoxico, a consecuencia de su aplicacion.
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CAPITULO II
2.  MARCO METODOLOGICO

2.1. Materiales y métodos
2.1.1. Caracteristicas del lugar

2.1.1.1. Localizacién

La presente investigacion se realiz6 en el laboratorio de Fitopatologia y en el vivero de la

Facultad de Recursos Naturales de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, ubicado en

el cantén Riobamba, provincia de Chimborazo.
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Figura 1-2. Ubicacion de vivero de la ESPOCH
Fuente:Wallancafiay, T. 2022

2.1.1.2. Ubicacion geogréfica
Altitud: 2622 msnm

Latitud:-1.65
Longitud:-78,65
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2.1.1.3. Caracteristicas climatologicas.

Temperatura media anual: 13,8 °C
Precipitacion media anual: 571,8 mm
Humedad relativa: 48,80 % (Estacién Meteoroldgica de la ESPOCH)

2.1.2. Materiales y equipos

2.1.2.1. Materiales de laboratorio

e Envases plasticos

o Cajas Petri

e Parafilm

e Papel aluminio

e Jeringas 10 mL

e Jeringas de insulina
e Pipetas

e Puntas de pipetas

e Probeta

e Tubos de ensayo

e Vasos de precipitacion
e Portay cubre objetos
e Erlenmeyer

e Frascos de vidrio

o Cepillos

e Sorbetes y palillos

2.1.2.2. Equipos de laboratorio

e Autoclave (Biobase)

e Céamara de flujo laminar (Biobase)
e Microscopio 6ptico Amscope

¢ Incubadora (Biobase)

e Mechero de bunsen

e Cémara de Neubauer

e Adaptador de camara fotogréfica a microscopio
15



e Cémara (Canon)

2.1.2.3. Reactivos e insumos

e Papa dextrosa agar (PDA)
e Cloranfenicol

e Alcohol 70%

e Agua destilada

2.1.2.4. Material bioldgico

¢ Plantas de P. patulay P. radiata

¢ Aislados fungicos de Fusarium circinatum

e Aislados de hongos enddfitos de plantas nativas forestales

Tabla 1-2: Detalle de los aislados de Trichoderma y Fusarium circinatum

Tioo de Método de | Método de
Cddigo Especie Recolector Fecha P aislamient | conservacio
muestra o N
Ty | Trichoderma | Maria | 3150019 | syelo Dilucion | ¢ ctellani
harzianum Toaquiza seriada
Trichoderma Maria Dilucién
TL longibrachia . 3/12/2019 Suelo . Castellani
tum Toaquiza seriada
Trichoderma Juan Fraccion Céamara .
P3b harzianum Guerra 9/1/2019 radicular hdmeda Castellani
Trichoderma Juan Fraccion Céamara .
MC8 harzianum Guerra 8/1/2019 radicular hdmeda Castellani
Trichoderma o
MSTO3 longibrachia B_exy 31/10/201 Suelo D'IQC'On Castellani
1B tum Quintero 9 seriada
MT11 | Trichoderma ) Juan 4612020 | suelo | PMUCION | oo cielani
harzianum Guerra seriada
MTos4 | Trichoderma | Juan 5/5/2020 | Suelo | PMUCION | o cielani
sp Guerra seriada
G1 | Trichoderma | Juan oy 00000 | guele | PHUCION oo celian
sp Guerra seriada
Cepa 2 . . .
P. Eus_arlum ,Pablo 2020 Raiz A!slqmlent Castellani
. circinatum Alvarez o indirecto
radiata
Cepa 2 . . .
P. Eus_arlum ’Pablo 2020 Raiz A_|sla_1m|ent Castellani
patula circinatum Alvarez o indirecto

Realizado por: Moreta. G.2022
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2.1.2.5. Materiales y equipos de oficina

e Computadora

e Impresora
¢ Hojas

e Libreta

o Lapiz

e Borrador

e Marcadores

¢ Cinta masking

e Papel absorbente
2.2. Metodologia

2.2.1. Fase de laboratorio (Reactivacion de cepas)

Los hongos patdgenos y antagonistas se encontraban conservados por el método de Castellani,
para su reactivacion se obtuvo un disco de micelio con un didmetro de 5 mm y mediante un
palillo estéril se transfirié a una caja Petri con medio PDA. Posteriormente se incubaron a 24 +
2 °C en condiciones de oscuridad durante 8 dias los hogos de Trichodermaspp.

2.2.2. Cultivo dual.

Se utiliz6 la metodologia de cultivo dual para las confrontaciones descrita por Montealegre et al.
(2003) y Ramirez et al. (2006) con algunas modificaciones: al hongo patdgeno se lo cultivo en
PDA, una vez reactivados los hongos (patdégenos y antagonistas) se procedio a colocar discos de
micelio de 5mm de diametro de los dos hongos en cada extremo a 1 cm del borde de la caja
Petri, posteriormente se incubaron las cajas Petri a 24 £2 °C en condiciones de oscuridad. Se
evalud el crecimiento micelial de cada uno de los hongos midiendo el didametro vertical y

horizontal cada 24 h con un parquimetro digital.

2.2.3. Preparacion de indculo para el experimento en vivero.

Para esto se parti6 de un cultivo puro de los hongos antagonistas y patogenos, luego de una
semana de crecimiento se procedio a la preparacion del inocul6, en cada caja Petri se colocaron
10 mL de agua destilada estéril y luego con un cepillo dental o un palillo estéril se raspd la

superficie del medio de cultivo para la liberacién de las esporas. La suspension obtenida se
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coloc6 en un vaso de precipitacion estéril, posteriormente el indculo se ajustd
concentracion final de 1x10° propéagulos por mL para Trichoderma.

2.2.4. Calculo de volumen y concentracion

La concentracion inicial para el hongo antagonista se obtiene de la siguiente manera.

Cizx*2,5x 10°

La concentracion inicial para el hongo patdgeno se obtiene de la siguiente formula.
Ci=x x1,6 X 10°

Para calcular el volumen inicial del antagonista se utilizo la siguiente formula
Vi = (cf * vf)/ci
Tabla 2-2: Concentracién de los hongos patdgenos.

Tratamiento Desarrollo formula Concentracion inicial
(Ci)
FC2R 19,76*1,6 x 10° 50,6 x 105
FC2P 21,45%1,6 x 10° 43,84 x 10°

Realizado por: Moreta. G.2022

Tabla 3-2: Concentracidn inicial de hongos antagonistas.

Tratamientos Desarrollo formula Concentracion inicial
(Ci)
TH 10,10*2,5 x 10° 49,65x 10°
TL 22,18*2,5 x 10° 33,8x 10°
G1 96,15*2,5 x 10° 7,8%x 10°

Realizado por: Moreta, G.2022
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Tabla 4-2: Concentracion inicial de hongos antagonistas.

Tratamientos

Concentracion inicial

Concentracion final

TH 49,65x 10° 1,6 x 10°
TL 33,8x 10° 1,6 x 10°
Gl 7,8x 10° 1,6 x 10°

Realizado por: Moreta, G.2022

Tabla 5-2: Volumen inicial de hongos antagonistas y hongo patégeno

Tratamientos Desarrollo formula | Volumen inicial (Vi)

TH 1x10° = 500 10,10 mL
49650000

TL 1x10°8 = 750 22,18 mL
33800000

G1 1x10°8 = 750 96,15 mL
7800000

FC2R 1x10°6 * 100 19,76 mL
15200000

FC2P 1x10°8 * 100 21,45 mL
11520000

Realizado por: Moreta, G.2022

2.2.5. Fase de vivero
Se realizé la limpieza de las camas dentro del umbraculo del vivero de la facultad de Recursos

Naturales, se recibieron 720 plantasde Aglomerados Cotopaxi

2.2.5.1. Especificacion de campo experimental

Campo experimental P. radiata

o Numero de tratamientos: 7 tratamientos

o Numero de repeticiones: 3 repeticiones

o NUmero total de unidades experimentales: 21

o Numero de plantas utilizadas en el estudio: 288
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Pinus radiata

R1 R2 R3

T1 T6 T3

T2 T4 T7
T2 T2 TS

5 T1 T4

T6 T3 T2

| |
| |
| |
| ]
Ta | - ] n
| |
[ |
| |

hEd TS5 T6

Figura 2-2. Distribucion de los tratamientos en Pinus radiata
Realizado por: Moreta, G. 2022

Campo experimental P. patula

o Numero de tratamientos: 7 tratamientos
o Numero de repeticiones: 3 repeticiones
o Numero total de unidades experimentales: 21

o Numero de plantas utilizadas en el estudio: 288

Pinus patula

R1 R2 R3

T1 TG T3
T2 T4 T7
T4 T7 T1

L T1 T4

™ T3 T2

7 T5 T6

Figura 3-2. Distribucion de los tratamientos en Pinuspatula
Realizado por: Moreta, G.2022
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2.2.5.2. Descripcion de los tratamientos deP. radiata

Tabla 6-2: Descripcion de cada uno de los tratamientos aplicados en la especie de Pinusradiata

T1|TL Trichoderma longibrachiatum+ Fusarium circinatum cepa 2 de

Pinusradiata

T2 | TH Trichoderma harzianum+ Fusarium circinatum cepa 2 de Pinus radiata

T3 | G1 Trichoderma sp+ Fusarium circinatum cepa 2 de Pinu sradiata

T4 | TL (+) Trichoderma longibrachiatum

T5 | FCIR Fusarium circinatum

T6 | Control 1 | Agua destilada

T7 | Control 2 | Sin tratamiento

Realizado por: Moreta, G.2022

2.2.5.3. Descripcidn de los tratamientoP. patula

Tabla 7-2: Descripcion de cada uno de los tratamientos aplicados en la especie dePinusPatula

T1 | TL Trichodermalongibrachiatum+ Fusariumcircinatumcepa 2 de
Pinuspatula

T2 | TH Trichoderma harzianum+ Fusarium circinatum cepa 2 de Pinus patula

T3 | G1 Trichoderma sp + Fusarium circinatum cepa 2 de Pinus patula

T4 | G1(+) Trichoderma sp

T5 | FCIR Fusarium circinatum

T6 | Control 1 Agua destilada

T7 | Control 2 Sin tratamientos

Realizado por: Moreta, G.2022

2.2.5.4. Riego

Los riegos se realizaron segun las condiciones climaticas y los requerimientos de las plantas dos

hasta tres veces en semanas muy calurosas,
2.2.5.5. Inoculacion de los hongos antagonistas
Se inoculd un volumen de 5 mL de la suspension de esporas de los distintos antagonistas

directamente al sustrato de las plantas de pino (P. radiata y P. patula) con ayuda de una jeringa.

Se realizaron dos inoculaciones la primera aplicacion se realizé una semana antes de realizar la
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inoculacion de F. circinatum en las plantas de pino y la segunda aplicacion una semana después

de la inoculacion del patégeno

2.2.5.6. Inoculacion de plantas de Pino con F. circinatum

Plantas de P. patula y P. radiata fueron inoculadas mediante inyeccion en el tallo a una altura
de 1 cm con un volumen de 0,05mL suspension usando una jeringa de insulina estéril. En las
plantulas de P. patulala cepa de F. circinatum usada correspondié a un aislado obtenido de

plantulas de P. patula

2.2.6. Variables evaluadas

2.2.6.1. Altura de las plantas a los 15,30 y 45 dias

La recoleccion de los datos de altura de las plantas de pino en el vivero (umbréculo) se comenz6
quince dias después de la inoculacion de F. circinatum. Los datos de altura fueron recogidos de
seis plantas de cada unidad experimental, cada 15 dias con ayuda de una regla.

2.2.6.2. Incidencia de F. circinatum en vivero.

La cuantificacion de la incidencia de Fusarium en las plantas de P. patula y P.radiata se

determind cada 15 dias y la incidencia fue calculada mediante la siguiente formula:

L. . # de plantas con sintomas de F.circinatum
% incidencia= - x 100
# deplantastotales /tratamiento

2.2.6.3. Peso seco y fresco de las plantas

De cada unidad experimental fueron escogidas tres plantas las cuales fueron llevadas a
laboratorio y para la obtencion del peso fresco fueron colocadas en una balanza digital marca
RADWAG. Para obtener el peso seco las mismas plantas se colocaron por 48 h en una estufa

(J.P.Selecta) a 50 °C. luego se pesaron las plantas.
2.2.6.4. Tamafo de la raiz
Se escogio tres plantas de cada unidad experimental se retird el sustrato y se llevaron a

laboratorio para medir el tamafio de la raiz con una regla.
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2.2.6.5. Peso seco de la raiz

Para el peso seco de las raices se separd la parte superior (foliar) de las raices de las plantas

puestas en la estufa anteriormente y se peso solamente las raices.

2.2.6.6. Peso seco del tallo

Para el peso seco del tallo se separé la parte superior (foliar) del tallo de las plantas puestas en la

estufa anteriormente y se peso solamente los tallos.

2.2.6.7. Aislamiento del hongo patégeno inoculado

Para el aislamiento del patégeno primero se separé la raiz del tallo con una tijera previamente
desinfectada, luego se lavo la raiz con abundante agua, en un recipiente con hipoclorito de sodio
se colocaron por un minuto las raices, posteriormente se pasaron en agua destilada por un
minuto. Una vez desinfectadas las raices se llevaron a la camara de flujo laminar para colocar
las raices en cajas Petri con medio PDA estéril, finalmente se incubaron a 25 +2 °C, durante
siete dias. Las colonias recuperadas fueron purificas posteriormente mediante repicados

sucesivos.
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CAPITULO I1I

3. MARCO DE RESULTADO Y DISCUSION
3.1 ANTAGONISMO IN VITRO DE Trichoderma spp. FRENTE A Fusarium sp.

3.1.1. Crecimiento micelial de las confrontaciones o enfrentamientos entre patdgeno y antagonistas

A P radiata B P.patula

040- 040-
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' Fusarium

' Fusarium_cepa_2_vs_(G1)
' Fusarium_cepa_2_vs_(MC8)
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Graficol-3.Diagrama de caja y bigote (boxplot) del crecimiento micelial de los enfrentamientos entre patégeno y antagonistas.AP. radiata y B P. patula.

Realizado por: Moreta, G. 2022
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El andlisis de varianza de la tasa del crecimiento micelial en P. radiata mostrd que existio
efecto entre los tratamientos (Anexo P). La prueba de Tukey al 5% mostro cinco grupos
comprendidos por nueve tratamientos (Tabla 8-3). Se observo que las cepas de tratamientos con
mayor tasa de crecimiento micelial en P. radiata fue Fusarium_cepa_2 vs (MT04) con un
promedio de 0,35 mm/dia y la de menor tasa de crecimiento micelial fue el tratamiento
Fusarium_cepa_2_vs_(TL) con un promedio de 0,27 mm/dia(Grafico 1-3 A).

Tabla 8-3: Prueba de Tukey al 5% de la tasa de crecimiento micelial

en P. radiata.

Tratamientos Media Grupos
Fusarium_cepa_2 vs_(MT04) 0,35 A
Fusarium_cepa_2 vs_(MST 031B) 0,35 Ab
Fusarium circinatum 0,33 Ab
Fusarium_cepa_2_vs_(MT11) 0,31 abc
Fusarium_cepa_2 vs (G1) 0,31 abc
Fusarium_cepa_2_vs_(MCS8) 0,28 abc
Fusarium_cepa_2_vs_(TH) 0,28 Bc
Fusarium_cepa_2 vs_(P3B) 0,28 Bc
Fusarium_cepa_2 vs (TL) 0,27 B

Realizado por: Moreta, G. 2022

El andlisis de varianza de la tasa del crecimiento micelial en P. patula mostré que no existio
efecto de los tratamientos (anexo Q). La prueba de Tukey al 5% mostro un solo grupo
comprendidos por seis tratamientos (Tabla 9-3). Se observo que las cepas del tratamiento con
mayor tasa de crecimiento micelial en P. patula fue Fusarium_cepa 2 vs (P3B) con un
promedio de 0,296 mm/dia y en la de menor tasa de crecimiento micelial fue el tratamiento F.

circinatum con un promedio de 0,246mm/dia (Gréafico 1-3 B).

Tabla 9-3: Prueba de Tukey al 5% de la tasa de crecimiento en

P. patula.

Tratamientos Media Grupos
Fusarium_cepa_2_vs_(P3B) 0,296 a
Fusarium_cepa_2_vs_(MT11) 0,294 a
Fusarium_cepa_2_vs_(MT04) 0,289 a
Fusarium_cepa_2_vs_(TH) 0,288 a
Fusarium_cepa_2_vs_(TL) 0,276 a
Fusarium_cepa_2_vs_(MCS8) 0,261 a
Fusarium_cepa_2_vs_(G1) 0,258 a
Fusarium circinatum 0,246 a

Realizado por: Moreta, G. 2022
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3.2. Alturas a los 15, 30, 45 dias.
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Gréfico 2-3.Diagrama de caja y bigote (boxplot)de la altura a los 15, 30,45de plantulas de. AP. patulay B P. radiata

Realizado por: Moreta, G. 2022
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El andlisis de varianza de la altura en P. patula(Anexo R) mostré que hubo efecto en los
tratamientos. La prueba de Tukey al 5% mostrd seis grupos comprendido por ocho tratamientos
(Tabla 10-3). Se pudo observar que en P.patula, el tratamiento con mayor altura a los quince
dias fue el T7 con un promedio de 7,6 cmy el de menor altura fue T4 con un promedio de 5,2, a
los 30 dias el mejor tratamiento fue T7 con promedio de 7,42 cm y el menor tratamiento fue el
de T2 con un promedio de 1,68 cm, a los 45 dias el mejor tratamiento fue el T7 con un
promedio de 8,78cm (Grafico 2-3 A).

Tabla 10-3:Prueba Tukey al 5% para la altura dePinuspatula

inoculados conFusarium sp y Thichodermaspp.

Tratamientos Media Grupos
t7:45 8,78 a
16:45 8,1 a
t7:15 7,6 a
t7:30 7,42 a
t2:15 7,41 a
t5:15 5,99 ab
t4:15 5,92 ab
t1:15 5,76 ab
t3:15 5,68 abc
t6:15 5,39 abc
t4:30 5,22 abc
t4:30 2,93 bed
t3:30 2,62 bed
t5:30 2,56 bed
t1:30 2,17 bcd
t2:30 1,68 bed
t4:45 1,42 cd
t5:45 0,55 d
t1:45 0,31 d
t2:45 0 d
t3:45 0 d

Realizado por: Moreta, G. 2022
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El andlisis de varianza de la altura en P. radiata (Anexo S) mostr6 que hubo efecto en los
tratamientos y la interaccion tratamiento: tiempo. La prueba de Tukey al 5% mostr6 dos grupos
comprendidos por ocho tratamientos (Tabla 11-3). Se pudo observar que en P. radiata, el
tratamiento con mayor altura a los quince dias fue el T5 con un promedio de 11,5 cm y el de
menor altura fue T1 con un promedio de 10,22 cm a los 30 dias el mejor tratamiento fue T4 con
promedio 13,2 cm y el menor tratamiento fue el de T5 con un promedio de 0,7 cm, a los 45 dias

el mejor tratamiento fue el T4 con un promedio de 15,56 (Grafico2-3 B).

Tabla 11-3: Prueba Tukey al 5% para la alturade P. radiata

inoculados con Fusarium sp y Thichoderma spp

Tratamientos Media Grupos
T4:45 15,56 a
T3:45 14,63 a
T7:45 13,61 a
T6:45 13,57 a
T4:30 13,2 a
T3:30 12,51 a
T5:15 11,5 a
T7:30 11,39 a
T3:15 11,38 a
T4:15 11,23 a
T6:30 11,21 a
T1:45 11,19 a
T2:15 11,13 a
T2:45 11,06 a
T6:45 10,95 a
T2:30 10,4 a
T7:15 10,35 a
T1:15 10,22 a
T1:30 9,68 a
T5:30 0,7 b
T5:45 0 b

Realizado por: Moreta, G. 2022
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3.3. Longitud de raices
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Gréfico3-3. Diagrama de caja y bigote (boxplot) del tamafio de la raiz en y A P. patula.BP. radiata

Realizado por: Moreta, G. 2022
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El anélisis de varianza del tamafio de la raiz en P. patula(Anexo T) indic6 que hubo efecto en
los tratamientos. La prueba de Tukey al 5% mostrd tres grupos comprendidos de siete
tratamientos. (Tabla 12-3). Se observé que el tratamiento con mayor tamafio de la raiz fue T7
con un promedio de 14,3 cm y el promedio menor fue del tratamiento T3 con un promedio de
9,50 cm (Grafico 3-3 A)

Tabla 12-3: Prueba Tuckey al 5% de las longitudes

de las raices deP. patula.

Tratamientos Media Grupos
T7 14,3 a
T6 12,76 ab
T1 12,17 ab
T4 11,76 ab
T5 11,72 ab
T2 10,63 b
T3 9,58 b

Realizado por: Moreta, G. 2022

El andlisis de varianza del tamafio de la raiz en P. radiata(Anexo U) indic6 que no hubo efecto
en los tratamientos. La prueba de Tukey al 5% mostré un solo grupo comprendido de siete
tratamientos. (Tabla 13-3). Se observd que el tratamiento con mayor tamarfio de la raiz fue T6
con un promedio de 16,51 cm y el promedio menor fue del tratamiento T2 con un promedio de
14,9 cm (Grafico 3-3 B)

Tabla 13-3: Prueba Tukey al 5% de las longitudes

de las raices de P. radiata.

Tratamientos Media Grupos
T6 16,51 a
T3 16,25 a
T1 16,02 a
T4 15,72 a
T7 15,51 a
T5 15,46 a
T2 14,9 a

Realizado por: Moreta, G. 2022

30



3.4. Peso fresco de las plantas.
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Gréfico4-3. Diagrama de caja y bigote (boxplot) de los valores obtenidos del peso fresco de cada tratamiento.A P. patula y BP. radiata.
Realizado por: Moreta, G. 2022
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El andlisis de varianza del peso fresco de las plantas en P. patula(Anexo V) indic6 que no hubo
efecto en los tratamientos. La prueba de Tukey al 5% mostr6 un solo grupo comprendido de
siete tratamientos. (Tabla 14-3). Se observo que el tratamiento con mayor promedio de peso
fresco fue T2 con un promedio de 5,87 g y el promedio menor fue del tratamiento T3 con un
promedio de 0,56 (Grafico 4-3 A).

Tabla 14-3: Prueba Tukey al 5% del peso fresco

de las plantas P. patula

Tratamientos Media Grupos
T2 5,87 a
T7 1,22 a
T6 1,17 a
T4 1 a
T5 0,63 a
T1 0,61 a
T3 0,56 a

Realizado por: Moreta, G. 2022

El analisis de varianza del peso fresco de las plantas en P. radiata (Anexo W) indic6 que no
hubo efecto en los tratamientos. La prueba de Tukey al 5% mostrd un solo grupo comprendido
de siete tratamientos. (Tabla 15-3). Se observo que el tratamiento con mayor promedio de peso
fresco fue T3 con un promedio de 3,35 g y el promedio menor fue del tratamiento T2 con un
promedio de 2,61 g (Grafico 4-3 B).

Tabla 15-3. Prueba Tukey al 5% del peso

fresco de las plantasP. radiata

Tratamientos Media Grupos
T3 3,35 a
T7 3,2 a
T6 3,06 a
T4 3,02 a
T5 2,7 a
T1 2,69 a
T2 2,61 a

Realizado por: Moreta, G. 2022
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3.5. Peso seco de la raiz.
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Grafico5-3. Diagrama de caja y bigote (boxplot) del peso seco de la raiz después de 48 horas, AP. Patula y B P. radiata.

Realizado por: Moreta, G. 2022
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El andlisis de varianza del peso seco de la raiz en P. patula(Anexo X) indico queno huboefecto
de los tratamientos. La prueba de Tukey al 5% mostré un solo grupo comprendido de siete
tratamientos. (Tabla 16-3). Se observo que el tratamiento con mayor promedio de peso seco de
la raizfue T7 con un promedio de 0,03 g y el promedio menor fue del tratamiento T3 con un
promedio de 0,01 g (Grafico 5-3 A).

Tabla 16-3:Prueba Tukey al 5% del peso seco

de raiz de P. patula

Tratamientos Media Grupos
T7 0,03 a
T6 0,03 a
T4 0,03 a
T1 0,01 a
T5 0,01 a
T2 0,01 a
T3 0,01 a

Realizado por: Moreta, G. 2022

El analisis de varianza del peso seco de la raiz en P. radiata (Anexo Y) indicé quehuboefecto en
los tratamientos. La prueba de Tukey al 5% mostré tres grupos comprendido de siete
tratamientos. (Tabla 17-3). Se observé que el tratamiento con mayor promedio de peso seco de
la raiz fue T3 con un promedio de 0,014 gy el promedio menor fue del tratamiento T2 con un
promedio de 0,07 g (Grafico 5-3 B).

Tabla 17-3: Prueba Tukey al 5% del peso seco
de raiz de P. radiata.

Tratamientos Media Grupos
T3 0,14 a
T4 0,1 ab
T7 0,1 ab
T6 0,09 ab
T5 0,08 ab
T1 0,08 ab
T2 0,07 b

Realizado por: Moreta, G. 2022
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3.6. Peso seco tallo.

A B 06"
0.5 -
0.20 -
tratamiento tratamiento
L
= B2 Soa- Bl t1
= B t2 = B t2
[qv] [qv]
2 is- B 3 = B t3
P S
D Bl t4 3 Bl t4
2 == 3 0.3- B ts
Q’ Ed t6 o Bl t6
== Bl 7
0.10 -
0.2 -
L}
L ]
0.05 - 0.1 -
t1 t2 t3 t4 t5 t6 t7 t1 2 t3 t4 t5 t6 t7
Tratamientos tratamientos

Grafico6-3. Diagrama de caja y bigote (boxplot) del peso seco del tallo en AP. patula 'y B P. radiata

Realizado por: Moreta, G. 2022
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El analisis de varianza del peso seco del tallo en P. patula(Anexo Z) indic6 que no huboefecto
en los tratamientos. La prueba de Tukey al 5% mostré un solo grupo comprendido de siete
tratamientos. (Tabla 18-3). Se observo que el tratamiento con mayor promedio de peso seco del
tallo fue T6 con un promedio de 0,18 g y el promedio menor fue del tratamiento T3 con un
promedio de 0,12 g (Grafico 6-3 A).

Tabla 18-3: Prueba Tukey al 5% del peso seco
del tallo de P. patula

Tratamientos Media Grupos
T6 0,18 a
T7 0,17 a
T4 0,16 a
T2 0,14 a
T1 0,13 a
T5 0,12 a
T3 0,12 a

Realizado por: Moreta, G. 2022

El anélisis de varianza del peso seco del tallo en P. radiata (Anexo AA) indicé que no
huboefecto en los tratamientos. La prueba de Tukey al 5% mostr6 un solo grupo comprendido
de siete tratamientos. (Tabla 19-3). Se observo que el tratamiento con mayor promedio de peso
seco del tallo fue T3 con un promedio de 0,39 g y el promedio menor fue del tratamiento T5 con
un promedio de 0,29 g (Grafico 6-3 B).

Tabla 19-3: Prueba Tukey al 5% del peso seco
del tallo de P. radiata.

Tratamientos Media Grupos
T3 0,39 a
T6 0,37 a
T7 0,37 a
T4 0,35 a
T2 0,33 a
T1 0,31 a
T5 0,29 a

Realizado por: Moreta, G. 2022
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3.7. Porcentaje de Incidencia.
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El andlisis de varianza del porcentaje de incidencia de Fusariumen P. patula(Anexo AB) indico
que no hubo efecto de los tratamientos. La prueba de Tukey al 5% mostr6 un solo grupo
comprendido de siete tratamientos. (Tabla 20-3). Se observd que el tratamiento con mayor
porcentaje de incidencia a los quince dias T1 con 36,1%el menor porcentaje de incidencia fue
del tratamiento T7 con0%. A los treinta y cuarenta y cinco dias el mayor porcentaje de
incidencia fue del tratamiento T5 con 52,7% y el menor porcentaje fue del tratamiento T7 con
0% de incidencia (Grafico 7-3 A).

Tabla 20-3: Prueba Tukey al 5 % del porcentaje

de incidencia en P. patula

Tratamientos Media Grupos
t5:30 52,7 a
t5:45 52,7 a
t1:15 36,1 a
t1:45 36,1 a
t3:15 36,1 a
t2:15 33,3 a
t2:45 33,3 a
t4:15 33,3 a
t4:30 33,3 a
t5:15 33,3 a
t2:30 25 a
t1:30 22,2 a
t3:45 8,3 a
t3:30 55 a
t4:45 0 a
t6:15 0 a
t6:30 0 a
t6:45 0 a
t7:15 0 a
t7:30 0 a
t7:45 0 a

Realizado por: Moreta, G. 2022
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El andlisis de varianza del porcentaje de incidencia de Fusariumen P. radiata(Anexo AC)
indicé que hubo efecto de los tratamientos. La prueba de Tukey al 5% mostré dos grupos
comprendido de siete tratamientos. (Tabla 21-3). Se observd que el tratamiento con mayor
porcentaje de incidencia a los quince dias T2 con 2,7% el menor porcentaje de incidencia fue
del tratamiento T7 con0%. A los treinta y cuarenta y cinco dias el mayor porcentaje de
incidencia fue del tratamiento T5 y T1 con 94,4% y el menor porcentaje fue del tratamiento T7

con 0% de incidencia (Grafico 7-3 B).

Tabla 21-3: Prueba de Tukey al 5 % del porcentaje de

incidencia en P. radiata.

Tratamientos Media Grupos
t2:45 100 a
t3:45 100 a
t1:45 94,4 a
t5:30 94,4 a
t5:45 88,8 a
t1:30 88,8 a
t2:30 8,1 a
t4:45 83,3 a
t3:30 75 a
t4:30 66,6 a
t2:15 2,7 b
t1:15 0 b
t3:15 0 b
t4:15 0 b
t5:15 0 b
t6:15 0 b
t6:30 0 b
16:45 0 b
t7:15 0 b
t7:30 0 b
t7:45 0 b

Realizado por: Moreta, G. 2022

En Pinus radiata se observd que el porcentajede incidencia a los 15 diasen el T2 fue de 2,77% a
los 30 diasla curva empez6 a tener un comportamiento ascendente el tratamiento con mayor
incidencia fue T5 con 94,44%, y la menor incidencia de T7 con 0% a los 45 dias los

tratamientos T2 y T3 tuvieron una incidencia del 100%.
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En Pinus patula el porcentaje de incidencia a los 15 dias se colocé en T1 con 36,11% como el
porcentaje mayor y T7 con 0% con el menor porcentaje, a los 30 dias la curva de los
tratamientos T1 con 25%, T2 con 22% y T3 con 5,55%descendio para volver a subir a los 45
dias T1 con 36,11%, T2 con 33% y el tratamiento con mayor incidencia fue T5 con 52,77%.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Para Carsolio, et al (1999, p.167) las investigaciones ejecutadas a lo largo de los afios con un
porcentaje enorme de cepas de Trichoderma y de especies de hongos patdgenos han justificado
que estas son eficaces solo contra patdgenos determinados. El entendimiento de esta
especificacion llevo a la idea de que el reconocimiento molecular entre Trichodermay el
hospedante es el suceso esencial que precede al desarrollo antagénico. Esto es un mecanismo
que se debe tener en cuenta para la induccién practica de este hongo, y para la averiguacién de

desconocidos aislamientos mas adecuados y eficaces como un desarrollo contindo.

Moraga-Suazo et al. (2011, p.156) realizaron un estudio en el que encontraron efectos
antagadnicos al crecimiento de Fusarium circinatum con cepas de Trichoderma sp. Trichoderma
spp. mostré un antagonismo por competencia sobre el medio de cultivo en placa. De igual
manera se pudo observar en los tratamientos TH, TL, G1 donde el crecimiento de Trichoderma
fue mas rapido logrando detener el crecimiento del hongo patégeno, Ademas, se observd que
varias cepas de este género esporulaban abundantemente cuando crecian sobre el patdgeno. En
el ensayo se logré determinar la competencia por espacio y nutrientes, en la que se observo, la
tasa de crecimiento micelial de hongo patégeno en plantas de Pinus patula con menor
crecimiento fue Fusarium_cepa_2_vs_(G1) con un promedio de 0,24 mm/dia.

Cueva et al (2006, p.23) demostrd que la inoculacién con Trichoderma spp. aument6 los
rendimientos y calidad en cultivos, con este postulado podemos demostrar que, hubo control de
Fusarium ya que las plantas inoculadas con este patbgeno no murieron, sino que presentaron

una recuperacion luego de los 30 dias de inoculadas.

Al determinar el peso fresco de las plantas se pudo notar que los tratamientos con mayor peso
fueron TrichodermaG1 (T3), con un promedio de 3,35 g y el tratamiento de control 2 sin
tratamiento (T7), con un promedio del 3,20 g respectivamente, demostrando que el patégeno no

intervino en el proceso de crecimiento de la planta.

Segun Solano y Brenes (2012, p.67) en su estudio de evaluacién de sustratos, observaron clorosis
del follaje o marchitez del &pice del tallo; estos también son sintomas de la pudricion del
sistema radicular, algo parecido se pudo observar en las plantas que fueron inoculados con
Fusarium sp., ya que presentaron una coloracion negruzca en sus raices a pesar de ser
inoculadas en el tallo.

Segun Sharman, (2011, p.87), un criterio importante es la accion rapida del antagonista en superar
la inhibicién del patégeno, esto se pudo determinar en los resultados al momentode medir la
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longitud de la raiz ya que no se observaron las coloraciones negruzcas en Trichoderma G1 (T3),
inoculado con Fusarium sp, con crecimiento del 3,35cm y en tratamiento del género Control 2
Sin tratamiento (T7), con un crecimiento del 3,20 cm respectivamente, en las plantas de Pinus
Patula.

Segun Pérez, et al, 2004, la enfermedad de Fusarium afecta con mas virulencia a la especie
Pinus radiata que es la conifera mas aprovechada por su rentabilidad en todo el mundo, pero en
este ensayo se determin6 como la que mas resistié mejor al patdgeno siendo Pinus patula la mas

afectada.
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CONCLUSIONES

e En Fusarium obtenido de P. patula la menor tasa de crecimiento micelial fue la
confrontacion de F. circinatum_vs_Trichoderma sp P3bcon una tasa de crecimiento de 0,29
mm/dia y para Fusarium obtenido de P. radiata el enfrentamiento que presentd menor tasa
de crecimiento micelial fue F. circinatum_vs Tricoderma sp MT04 con una tasa de
crecimiento de 0,35 mm/dia.

o Al ser seleccionadas e inoculadas las cepas de Trichoderma sp. ( TH, TL, G1), a nivel de
campo como resultado se obtuvo que las plantas de Pinus radiata que alcanzaron mayores
valores de incidencia de Fusarium a los 45 dias fueron T3 (100%), T2 (100%), T1 (94,4%).
Por otro lado las plantas de Pinus radiata que alcanzaron el menor porcentaje de incidencia
fueron T7, T4, con un porcentaje de 0%.

o Al ser seleccionadas e inoculadas las cepas de Trichoderma sp. (TL, G1), a nivel de campo
como resultado se obtuvo que las plantas de Pinuspatulaque alcanzaron mayores valores de
incidencia de Fusarium a los 45 dias fueron T5 (52,7%), T1 (36,1%), T2(33,3%). Por otro
lado las plantas de Pinus patula que alcanzaron el menor porcentaje de incidencia fueron T7,
T6, T4, con un porcentaje de 0%.

¢ Ninguno de los aislados de Trichoderma sp. tuvieron una eficacia a nivel de campo del
100% frente a los aislados de Fusarium sp. inoculados.

e La especie de pino mas susceptible al Fusarium sp. inoculado fue Pinus patula, con una

incidencia final del 100%.
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RECOMENDACIONES

Realizar los ensayos in vivo de antagonistas y Fusarium en pino con un tiempo de
evaluacion mayor, ya que en algunos tratamientos en ddénde se aplicaron los
antagonistas, se noto una recuperacion gradual de las plantas afectadas.

Evaluar el efecto de Trichoderma spp. utilizados en esta investigacion con otros

patdgenos de especies forestales y de otras especies agricolas.
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GLOSARIO

Hongos patégenos: Los hongos patégenos son organismos que provocan enfermedades a su

hospedero, que puede ser animal o vegetal, y pueden ocasionarle una muerte prematura. (Sanchez,
2015, p.3)

Control biolégico: hace referencia al uso de diferentes organismos (o los compuestos o0
extractos obtenidos de ellos) que solos 0 en combinacion son capaces de disminuir los efectos
deletéreos que causa una poblacién patégena sobre el crecimiento y/o productividad de un

cultivo (Pal &Gardener, 2006, p.5).

Microorganismos antagonistas: Los microorganismos antagonistas (bacterias, levaduras y
hongos) tienen la capacidad de ejercer un efecto de control bioldgico sobre diferentes patdgenos
de interés y se han empleado para controlar diversas enfermedades en frutos vy

vegetales(Hernandez-Lauzardo, 2007, p.1)

Micelio: es el que define el aspecto y morfologia de la colonia: puede ser algodonoso, plumoso,
lanudo, velloso, sedoso, brillante, mate, arrugado, plegado, plano, acuminado, extendido,
desparramado, circunscrito, membranoso, coleriforme, pigmentado o no, etcétera. (Sénchez, 2017,
p-2)

Esterilizacion: es el proceso mediante el cual se alcanza la muerte de todas las formas de vida
microbianas, incluyendo bacterias y sus formas esporuladas altamente resistentes, hongos y sus

esporos, y virus(Vignoli, S/F, p.1)

Clamidoesporas:son esporas muy resistentes.Se producen en respuesta a condiciones adversas

para la supervivencia del hongo.(Ganash, 2018, p.3)

Siderdforos: son moléculas de bajo peso molecular de 0.5 a 1.0 kDa, solubles en soluciones
acuosas a pH neutro (Dybas et al., 1995) que son sintetizados por bacterias, principalmente
Gram negativas, hongos, levaduras y algunas plantas (fitosider6foros).(Hernandez-Lauzardo, 2007,
p.1)
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ANEXOS

ANEXO A: PREPARACION DE MATERIALES Y MEDIOS.

Pesaje de 20 g de Papa
Dextrosa Agar (PDA), con la
ayuda de una balanza digital
de cuatro digitos, y colocarlos
" en una botella de vidrio de
1000 mL con 500 mL de agua

Esterilizacion de materiales y
medio para la reactivacion de
las cepas de los patdgenos y
antagonistas.

ANEXO B: REACTIVACION DE CEPAS.

Dispencion del medio liquido
esterilizado en las cajas Petri
para su solidificacion, dentro
de la cdmara de flujo laminar.

Reactivacion de cepas
conservadas en el
Laboratorio de la
Facultad




ANEXO C: CEPAS REACTIVADAS DE ThichodermasppY Fusariumsp.

Reactivacion de las cepas deTrichodermaspp, que fueron recolectadas en la
Provincia de Chimborazo y preservadas en el laboratorio de Fitopatologia de la
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

Trichodermalongibrachiatum

TrichodermaHarzianum

Trichodermasp (MC8)

Trichodermaharzianum




Reactivacion de hongos patdgenos de fusariumsp

Fusarium patulacepa 2

Fusarium radiata cepa 2




ANEXO D: SIEMBRA DE CONFRONTACIONES.

Sellado con la ayuda de papel
film, para proceder al etiquetado
de las confrontaciones mediante el
codigo de las cepas de
Trichodermassp contra el
fusariumsp y su debida fecha de
siembra.

Confrontaciones de
Trichodermasp 'y Fusariumsp.
Mediante la técnica de siembra
dual, con disco micelial de 5 mm
sembrados en cada extremo de las
cajas Petri, tomando en cuenta 1
cm desde el borde hacia el centro.

ANEXO E: MEDICION MICELIAL DE SIEMBRA DUAL.

Marcados del crecimiento del
micelio del hongo antagonista y
el patdgeno a los 4 dias.

Toma de datos del crecimiento
radial de los hongos enfrentados




ANEXO F: RESULTADO DE LAS SIEMBRAS DUALES CON SU TESTIGO

—~—




ANEXO G: REPIQUE DE LOS MEJOR INHIBIDORES A NIVEL DE
LABORATORIO

Repique de Trichodermasp
que presentaron la mejor
inhibicion en medio PDA

ANEXO H: AISLADOS REPICADOS Y CONSERVADOS PAREA SER APLICADOS EN
LA FASE DE CAMPO

Trichodermaspp y patogenocon mayor inhibicion in vitro sembrados para la
preparacion de inoculos y ejecucion en la fase de campo.
Para su pronto crecimiento se sembraron 4 micelios en cada caja Petri.




ANEXO I: PREPARACION DE INOCULOS

Raspado del micelio para
la realizar el inoculo y
conteo de esporas.

Conteo de esporas con
la ayuda del
microscopio y la cdmara
de Neubauer




ANEXO K: APLICACION DE INOCULOS

Trichodermaspp Fusariumsp

ANEXO L: TOMA DE DATOS Y OBSERVACIONES DESPUES DE LA INOCULACION.




ANEXO M: OBSERVACIONES DEL ESTRES

ANEXO N: TOMA DE DATOS.

Recoleccion de muestras por tratamiento Tamario de raiz por tratamiento

Peso fresco




ANEXO O: REACTIVACION

ANEXO P: ANALISIS DE VARIANZA DE LA TASA DE CRECIMIENTO MICELIAL EN

Pinus radiata.

Fuente de variacion GfadOS de | Suma de Cuadr_ado Valordef | Pr(>f)
libertad | cuadrados medio

Enfrentamiento 8 0,03939 0,004923 5,939| 0,000491

Error 21 0,01741 0,000829

ANEXO Q: ANALISIS DE VARIANZA DE LA TASA DE CRECIMIENTO MICELIAL EN

P. patula
Fuente de variacion G_rados de | Suma de Cuadrgdo Valordef | Pr(>f)
libertad | cuadrados medio

Enfrentamiento 8 0,02289 0,002861 1,362 0,269
Error 21 0,04413 0,002101

ANEXO R. ANALISIS DE VARIANZA DE ALTURA EN P. patula

.., | Gradosde | Sumade Cuadrado

Fuente de variacion libertad | cuadrados medio Valor de f Pr(>f)
Tratamiento 6 275,6 45,93 23,426 | 1,35e-12***
Tiempo 1 107,68 107,68 54,925| 1,95e-09***
Repeticion 2 6,67 3,33 1,701 0,194
Tratamiento: Tiempo 6 119,17 19,86 10,131 | 3,58e-07***
Error 47 92,14 1,96




ANEXO S: ANALISIS DE VARIANZA DE ALTURA EN P. radiata

Fuente de variacion G;!‘ados de | Sumade Cuadrgdo Valor de f Pr(>f)
ibertad | cuadrados medio

Tratamiento 6 525,2 87,53 22,446 | 2,80e-12***

Tiempo 1 1,7 1,7 0,446 0,507

Repeticion 2 1,4 0,7 0,179 0,837

Tratamiento: Tiempo 6 268,2 44,69 11,461 | 7,35e-08***

Error 47 183,3 3,9

ANEXO T: ANALISIS DE VARIANZA DEL TAMANO DE RAIZ EN P. patula.

Fuente de variacion Gl_rados de | Sumade Cuadrgdo Valor de f Pr(>f)
ibertad | cuadrados medio

Enfrentamiento 6 41,36 6,803 4,127 0,0176*

Repeticion 2 5,61 2,803 1,678 0,2277

Error 12 20,04 1,67

ANEXO U: ANALISIS DE VARIANZA DEL TAMANO DE RAIZ EN P. radiata.

Fuente de variacion G_rados de | Sumade Cuadr_ado Valor de f Pr(>f)
libertad | cuadrados medio
Enfrentamiento 6 5,301 0,8834 0,52 0,783
Repeticion 2 0,134 0,067 0,039 0,961
Error 12 20,383 1,6986
ANEXO V: ANALISIS DE VARIANZA DE PESO FRESCO EN P. patula.
Fuente de variacion G_rados de | Sumade Cuadr_ado Valor de f Pr(>f)
libertad | cuadrados medio
Enfrentamiento 6 64,73 10,79 0,892 0,533
Repeticion 2 23,43 11,72 0,969 0,41
Error 11 133,02 12,09
ANEXO W:ANALISIS DE VARIANZA DE PESO FRESCO EN P. radiata.
Fuente de variacion G_rados de | Suma de Cuadrgdo Valor de f Pr(>f)
libertad | cuadrados medio
Enfrentamiento 6 1,4627 0,24379 1,602 0,229
Repeticion 2 0,0574 0,02872 0,189 0,83
Error 12 1,8256 0,15214




ANEXO X: ANALISIS DE VARIANZA DE PESO SECO DE RAIZ EN P. patula.

Fuente de variacion ﬁ{gsr‘;;ge ciggnrzggs C?ﬁggﬁ)do Valor de f Pr(>f)
Enfrentamiento 6| 0,0020056 0,0003343 4,671 0,0113*
Repeticion 2| 0,0002574 0,0001287 1,798 0,2074
Error 12| 0,0008588 0,0000716
ANEXO Y: ANALISIS DE VARIANZA DE PESO SECO DE RAIZ EN P. radiata.

Fuente de variacion Girados de | Sumade Cuadrgdo Valor de f Pr(>f)

ibertad | cuadrados medio
Enfrentamiento 6| 0,009719 0,0016198 2,731 0,0654
Repeticion 2| 0,000333 0,0001667 0,281 0,7599
Error 12| 0,007118 0,0005932

ANEXO Z: ANALISIS DE VARIANZA DEL PESO SECO DE TALLO EN P. patula.

Grados de

Suma de

Cuadrado

Fuente de variacion libertad | cuadrados medio Valor de f Pr(>f)
Enfrentamiento 6| 0,009779 0,00163 1,852 0,171
Repeticion 2| 0,003679 0,001839 2,09 0,166
Error 12 0,01056 0,00088

ANEXO AA: ANALISIS DE VARIANZA DEL PESO SECO DE TALLO EN P. radiata.

Fuente de variacion Gl.rad"s de | Sumade Cuadrfe\do Valor de f Pr(>f)
ibertad | cuadrados medio

Enfrentamiento 6 0,02411 0,004018 1,358 0,306

Repeticién 2 0,00186 0,000928 0,313 0,737

Error 12 0,03551 0,002959

ANEXO AB: ANALISIS DE VARIANZA DEL PORCENTAJE DE INCIDENCIA EN P.

patula.

Fuente de variacion Giirsgﬁ[zge cil;:jnraaggs Clﬁgg%do Valor de f Pr(>f)
Tratamiento 6 15690 2615 3,121| 0,011755*
Tiempo 1 372 372 0,444 0,50847
Repeticion 2 8737 4368 5,213 0,00902**
Tratamiento: Tiempo 6 3019 503 0,6 0,72843
Error 47 39384 838




ANEXO AC: ANALISIS DE VARIANZA DEL PORCENTAJE DE INCIDENCIA EN P.

radiata.

Fuente de variacion Gi:’ggﬁ[zge cigglnraaggs Cﬁgg%do Valor de f Pr(>f)
Tratamiento 6 45258 7543 21,328 | 6,62e-12***
Tiempo 1 46113 46113 130,387 | 3,73e-75***
Repeticion 2 928 464 1,312 0,279
Tratamiento: Tiempo 6 18714 3119 8,819 | 1,89e-06™**
Error 47 16622 354
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