ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

FACULTAD DE RECURSOS NATURALES
CARRERA INGENIERIA FORESTAL

SENSIBILIDAD DE SEIS ESPECIES DE Trichoderma AISLADAS
DE SUELOS AGROFORESTALES DE SANTA CRUZ, ISLAS
GALAPAGOS A FUNGICIDAS DE DIFERENTE MODO DE

ACCION

Trabajo de Integracion Curricular

Tipo: Proyecto de Investigacion

Presentado para optar al grado académico de:
INGENIERO FORESTAL

AUTOR:
JOSE EDUARDO PAREDES ESPIN

Riobamba — Ecuador
2022



ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

FACULTAD DE RECURSOS NATURALES
CARRERA INGENIERIA FORESTAL

SENSIBILIDAD DE SEIS ESPECIES DE Trichoderma AISLADAS
DE SUELOS AGROFORESTALES DE SANTA CRUZ, ISLAS
GALAPAGOS A FUNGICIDAS DE DIFERENTE MODO DE

ACCION

Trabajo de Integracion Curricular

Tipo: Proyecto de Investigacion

Presentado para optar al grado académico de:
INGENIERO FORESTAL

AUTOR: JOSE EDUARDO PAREDES ESPIN
DIRECTOR: Ing. DANIEL ARTURO ROMAN ROBALINO, MSc.

Riobamba — Ecuador
2022



© 2022, José Eduardo Paredes Espin

Se autoriza la reproduccion total o parcial, con fines académicos, por cualquier medio o

procedimiento, incluyendo cita bibliografica del documento, siempre y cuando se reconozca el
Derecho de Autor.



Yo, JOSE EDUARDO PAREDES ESPIN, declaro que el presente Trabajo de Integracion
Curricular es de mi autoria y los resultados del mismo son auténticos. Los textos en el documento

que provienen de otras fuentes estdn debidamente citados y referenciados.
Como autor asumo la responsabilidad legal y académica de los contenidos de este Trabajo de
Integracion Curricular; el patrimonio intelectual pertenece a la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo.

Riobamba, 01 de diciembre de 2022.

. 4% vi

José Eduardo Paredes Espin
1804938718



ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE RECURSOS NATURALES
CARRERA INGENIERIA FORESTAL

El Tribunal del Trabajo de Integracion Curricular certifica que: El Trabajo de Integracion
Curricular; Tipo: Proyecto de Investigacion: SENSIBILIDAD DE SEIS ESPECIES DE
Trichoderma AISLADAS DE SUELOS AGROFORESTALES DE SANTA CRUZ, ISLAS
GALAPAGOS A FUNGICIDAS DE DIFERENTE MODO DE ACCION, realizado por el
sefior: JOSE EDUARDO PAREDES ESPIN, ha sido minuciosamente revisado por los
Miembros del Tribunal del Trabajo de Integracion Curricular, el mismo que cumple con los

requisitos cientificos, técnicos, legales, en tal virtud el Tribunal autoriza su presentacion.

FIRMA FECHA

Ing. Miguel Angel Guallpa Calva, MSc. - — 2022/12/01
PRESIDENTE DEL TRIBUNAL

I

Ing. Daniel Arturo Romén Robalino, MSc, 2022/12/01
DIRECTOR DE TRABAJO DE

INTEGRACION CURRICULAR

Ing. Pablo Israel Alvarez Romero, PhD. : ( L'?Z'ﬂj/f/ lunnd “'D 2022/12/01

ASESOR DEL TRABAJO DE
INTEGRACION CURRICULAR



DEDICATORIA

A Dios quien ha sido mi guia y fortaleza que con su mano de fidelidad y amor han estado conmigo
hasta el dia de hoy. A mis padres José Luis y Piedad Sofia quienes con su amor, paciencia y
esfuerzo me han permitido llegar a cumplir hoy un suefio mas, gracias por inculcar en mi el
ejemplo de sacrificio y valentia, de no temer las adversidades porque Dios esta conmigo siempre,
a mis hermanas Sofia, Leslie y Dayana por su carifio y apoyo incondicional, durante todo este
proceso, por estar conmigo en todo momento gracias. A toda mi familia porque con sus oraciones,
consejos y palabras de aliento hicieron de mi una mejor persona y de una u otra forma me

acompafian en todos mis suefios y metas

Eduardo



AGRADECIMIENTO

Quiero expresar mi gratitud a Dios, quien con su bendicién llena siempre mi alma, a mis padres

y hermanas pilar fundamental en mi vida y a toda mi familia por estar siempre presentes.

Mi profundo agradecimiento a todas las autoridades y personal que hacen el Departamento de
Sanidad Vegetal, por confiar en mi, abrirme las puertas y permitirme realizar todo el proceso

investigativo dentro de laboratorio.

De igual manera mis agradecimientos a la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, a la
Escuela de Ingenieria Forestal, a mis profesores en especial al Dr. Pablo Alvarez y al Ing. Daniel
Roman quienes con la ensefianza de sus valiosos conocimientos hicieron que pueda crecer dia a
dia como profesional, gracias a cada una de ustedes por su paciencia, dedicacion, apoyo

incondicional y amistad.
Finalmente quiero expresar mi mas grande y sincero agradecimiento al Ing. Juan Guerra, principal
colaborador durante todo este proceso, quien con su direccion, conocimiento, ensefianza y

colaboracién permitio el desarrollo de este trabajo.

Eduardo



INDICE DE CONTENIDO

INDICE DE TABLAS ..ottt es st es sttt s st ne st an st ne st ns s s nanssnsnansnens X
INDICE DE ILUSTRACIONES .......oooititteeeeeee ettt e et s sttt st en s Xi
INDICE DE ANEXOS ...ttt ettt Xii
RESUMEN ...ttt ettt ettt ettt e e s e e st s be s et e b e nbeenean xiii
SUMMARY ettt t et e s et e st e Rt e s e st e e Rt eRe e st et e eR e e Rt e n e e ntenreene et nrennn Xiv
INTRODUCCION ...ttt sttt 1
CAPITULO I

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION .......cooivieeieeesceeeeeeeeeee e 2
1.1. Planteamiento del probIema ..o 2
1.2. ODJEEIVOS .. bbbttt bbbt 2
1.2.1. ODJELIVO GENEIAL.......cieiie e e e 2
1.2.2. ODbjetiVOS BSPECITICOS .....uviiviiiiiiic ettt sae e 2
1.3. JUSTITICACION ..ottt ettt reeeesbenreas 2
1.4. HIPOTESIS ..ottt sttt b et 3
1.4.1. HIPOTESIS NMUIA. ... 3
1.4.2. HIPOESIS @ILEINA.......ccuiiiiiiic ettt be e sre s re e 3

CAPITULO 11

2. MARCO TEORICO.........oiiieiieeieieeeee ettt 4
2.1. Antecedentes de 12 INVESTIGACION ........ccccoviiiiiiiiiie e 4
2.2. RETEIENCIAS TEOFICAS. ... evveeeieieieeiie ettt nee e e 5
2.2.1. I L LT 1= o - R ST 5
2.2.1.1.  Taxonomia de TriChOErMa SP. ....cuiiriiiieiiiiie e 5
2.2.2. 2710 (o]0 - VUSRS PSSR 6
2.2.3. Mecanismos de DIOCONTIOL...........oiiiiiiiieie e 6
2.24. MICOPATASITISINO ...ttt st e e st e ste e beebeeneeaneeenee s 7
2.2.5. N 0] ] oL ] ST 7
2.2.6. COMPELEINCIA ...ttt b et 8
2.2.7. Promotor del desarrollo VEgEtatiVO.........c.ccveueeiiiiecie e 8
2.2.8. Estimulador de los mecanismos de defensa de las plantas...........cccoccoeveiiiiiiieennen, 9

Vi



2.2.9.
2.2.10.

2.2.10.1.
2.2.10.2.

2211

2.2.11.1.
2.2.11.2.
2.2.11.3.
2.2.11.4.
2.2.11.5.
2.2.11.6.

2.2.12.

2.2.13.
2.2.14.

2.2.14.1.
2.2.14.2.

BiorremMediador A8 SUBIOS ......ccoi ittt ettt e e et e e e e e et e e e e e e 9

U] 0T o TS 9
FUNQICidas ProtECIANTES ........coeiiieieeeiee sttt sttt ee e enae s 9
FUNQGICIAAS SISTEMICOS. .....eviitiitiieieiie e 10
Descripcion de los fungicidas utilizados en el presente estudio investigativo ........ 10
TEDUCONAZON ... 10
FA o) YY1 (0] o1 PSSR 11
MEtil-TIOTANALO. ... e 11
270 TS o= 11 T [ ST 11
R TS e Lol ] o] SRR 12
(@370 (T [ T SRS 12
Clasificacion de fungicidas de acuerdo con los modos de accion segin la FRAC ....
................................................................................................................................. 13
Sensibilidad y resistencia a funNgiCidas.............coovvieiiiiiinieee e 15
Métodos in vitro para estudiar sensibilidad de fungicidas............c.ccoccvriiiiniinienncns 15
Crecimiento MICRHIAL ..........ccoiiiie s 15
Dosis letal 50 (DL50) .....ccciiiiiee e se e s et e e s ar e e e aree e 15

CAPITULO III

3.1.
3.2
3.3.
3.3.1
3.3.2.
3.4.
3.5.
3.6.
3.6.1.
3.7.
3.7.1.
3.7.1.1.
3.7.1.2.
3.7.2.
3.7.2.1.

MARCO METODOLOGICO ..ot en s, 16
Enfoque de iNVESTIGACION ........cccviiiiiieiicce e st 16
Nivel de INVESHIGACION. .........coiiiiiie ettt 16
Diseflo de INVESTIGACION .........coviiiiiiiiiiieii et 16
Segun la manipulacion o no de la variable independiente............ccccoccvevvecieinenen. 16
Segun las intervenciones en el trabajo de campo .......cccccvevee i, 16
B oo I e L= (1 Lo 1 T SRS 17
Poblacion y Planificacion, seleccion y célculo del tamafio de la muestra............ 17
Caracteristicas del IUQAT ..o 17
LoCalizacion del SITIO .......cc.viieieieciiceee e 17
Meétodos, técnicas e instrumentos de iNvestigacion ............ccccvvveveeiie e s 18
MaLErialeS Y BOUIPOS .. ..eiueeiieetie sttt sttt ettt ettt sne et e et e sreesreeeeenes 18
D TC LYo (0] o TSSO 18
DR I Lo o] -1 (0] o SO SR 18
Y100 (0] (o]0 - U PSP 19
Preparacion del medio de CUltIVO ..o 19

Vii



3.7.2.2.
3.7.2.3.
3.7.2.4.
3.7.2.5.
3.7.2.6.
3.7.2.7.
3.7.2.8.
3.7.2.9.
3.7.2.10.
3.7.2.11.

Calculos para determinar las concentraciones de los fungicidas.............ccccccevenee. 19

Aislados de TriChOGEIMA. ........coiiiiiie e 21
Preparacion de la SOIUCION SOCK .........cccviiiierieieiiiiere e 21
Ensayo de crecimiento micelial ............ccoooviiiiiiiiiic 22
Tasa de crecimiento Micelial..........ccoocvei i 22
Estimacion de dosis [etal (DLsg)......c.covueieeiieiieiiiie e s 22
Porcentaje de iNhibDICION..........c.ccoviiiiiic e e 23
Disefio experimental y analisis eStadiStiCo .........cccovveveiii i 23
RanNgo de SenSIDIIAA ........c.ooviiiiieec e 23
RECOIECCION B dALOS ... ccvveieei et sree 23

CAPITULO IV

4.1.1.

4.2.

4.2.1.

4.3.

4.3.1.

4.4.

4.4.1.
4.5.

45.1.

4.6.

4.6.1.

MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS.............. 24
Tasa de crecimiento micelial de diferentes aislados de Trichoderma en medio PDA
enmendado con diferentes dosis de Azoxystrobin.............cccoccovvveiiiiiiicii e, 24

Dosis letal 50 (DLso) de Azoxystrobin para los diferentes aislados de Trichoderma..
Tasa de crecimiento micelial de diferentes aislados de Trichoderma en medio PDA
enmendado con diferentes dosis de Tebuconazol............ccooeeevviveeiiecciee e, 27

Dosis letal 50 (DLso) de Tebuconazol para los diferentes aislados de Trichoderma ..

Tasa de crecimiento micelial de diferentes aislados de Trichoderma en medio PDA

enmendado con diferentes dosis de Tiofanato...........ccccccevvevveviieiciivi e, 30
Dosis letal 50 (DLso) de Tiofanato para los diferentes aislados de Trichoderma.......
................................................................................................................................. 31
Tasa de crecimiento micelial de diferentes aislados de Trichoderma en medio PDA
enmendado con diferentes dosis de Boscalid .............ccoocveviiieiiiiiniin i 33
Dosis letal (DLso) de Boscalid para los diferentes aislados de Trichoderma.......... 34

Tasa de crecimiento micelial de diferentes aislados de Trichoderma en medio PDA

enmendado con diferentes dosis de Sales de COoDIe.........coovvceieiveeieeeciieeee e 36

Tasa de crecimiento micelial de diferentes aislados de Trichoderma en medio PDA
enmendado con diferentes dosis de Cyprodinil...........ccccccveviveiiiiiiv i, 39

Dosis letal (DLso) de Cyprodinil para los diferentes aislados de Trichoderma ......40

viii



47, Discusién de resultados

CONCLUSIONES

RECOMENDACIONES

GLOSARIO
BIBLIOGRAFIA
ANEXOS



INDICE DE TABLAS

Tabla 1-2:

Tabla 2-2:

Tabla 3-2:

Tabla 1-3:

Tabla 2-3:

Tabla 1-4:

Tabla 2-4:

Tabla 3-4:

Tabla 4-4:

Tabla 5-4:

Tabla 6-4:

Tabla 7-4:

Tabla 8-4:

Tabla 9-4:

Tabla 10-4:

Tabla 11-4:

Tabla 12-4:

Tabla 13-4:

Clasificacion taxonomica de Trichoderma Sp. .......ccoceovverereiniineneseeeese s 6
Fungicidas utilizados en la INVeStigacion ..o 12
Clasificacion de fungicidas segin el modo de accién segln la FRAC ................ 13

Listado de ingredientes activos y nombres comerciales que fueron utilizados....19
Rangos de sensibilidad............cccoviiiieiiie e 23
Andlisis de varianza para la DL50 de diferentes aislados de Trichoderma
enmendado CoN AZOXYSIIODIN.......cc.oiiiiiiiiiiicie s 25
Test de Tukey al 5% de la DL50 de los seis diferentes aislados de Trichoderma
con diferentes dosis de AZOXYSIrODIN........cccccov e 26
Andlisis de varianza para la DL50 de diferentes aislados de Trichoderma
enmendado con TEDUCONAZO!.........c.oiiiieiiiiiiiiieee s 28
Test de Tukey al 5% de la DL50 de los seis diferentes aislados de Trichoderma
con diferentes dosis de TeDUCONAZOL...........ccoovvviieiiiiiice e 29
Analisis de varianza para la DL50 de diferentes aislados de Trichoderma
enmendado CON TIiOTaNAL0 .........ccveiiiiieiie e 31
Test de Tukey al 5% de la DL50 de los seis diferentes aislados de Trichoderma
con diferentes dosis de Tiofanato..........ccccevveiieiieii i 32
Andlisis de varianza para la DL50 de diferentes aislados de Trichoderma
enmendado CON BOSCAIIA .........ccoveiiiiiiiiiicsceee s 34
Test de Tukey al 5% de la DL50 de los seis diferentes aislados de Trichoderma
con diferentes dosis de BOSCalid ...........cccevveiviiieii i 35
Andlisis de varianza para la DL50 de diferentes aislados de Trichoderma
enmendado con Sales de CODIE..........cuiiiiiiiiiiee s 37
Test de Tukey al 5% de la DL50 de los seis diferentes aislados de Trichoderma
con diferentes dosis de Sales de CODe .......ooiveiieiiiii e 38
Andlisis de varianza para la DL50 de diferentes aislados de Trichoderma
enmendado con CyProdinil.........cccoceiiiiieii e 40
Test de Tukey al 5% de la DL50 de los seis diferentes aislados de Trichoderma
con diferentes dosis de Cyprodinil...........ccccoieeiieiiiii e 41

Resumen de 10S resultados ODtENIOS. .........covveviee ettt 41



INDICE DE ILUSTRACIONES

llustracién 1-3:

llustracién 1-4:

llustracién 2-4:

llustracién 3-4:

llustracion 4-4:

llustracion 5-4:

llustracién 6-4:

llustracién 7-4:

llustracion 8-4:

llustracién 9-4:

llustracion 10-4:

llustracion 11-4:

llustracion 12-4:

Ubicacion geogréfica del laboratorio de fitopatologia ..........cccceevvvieriennne 17
TCM de seis aislados de Trichoderma en medio PDA enmendado con
Azoxystrobin en diferentes doSiS ........cevvvevieiieii e 24
DL50 de Azoxystrobin para seis aislados de Trichoderma ............cc.......... 25
TCM de seis aislados de Trichoderma en medio PDA enmendado con
Azoxystrobin en diferentes doSiS ...........cuvvverririinieie e 27
DL50 de Tebuconazol para seis aislados de Trichoderma.............ccoc.e..... 28
TCM de seis aislados de Trichoderma en medio PDA enmendado con
Tiofanato en diferentes dOSIS ........coveviiiie i 30
DL50 de Tiofanato para seis aislados de Trichoderma...........ccccceecvenenee. 31
TCM de seis aislados de Trichoderma en medio PDA enmendado con
Boscalid en diferentes doSiS.......cccvevveeeeiiiiie e 33
DL50 de Boscalid para seis aislados de Trichoderma.............ccccovevvvenenen. 34
TCM de seis aislados de Trichoderma en medio PDA enmendado con Sales
de Cobre en diferentes dOSIS .......eivereeiieereerie e 36
DL50 de Sales de Cobre para seis aislados de Trichoderma...................... 37
TCM de seis aislados de Trichoderma en medio PDA enmendado con
Cyprodinil en diferentes doSiS........ccccvveiiieiieiieie e 39

DL50 de Cyprodinil para seis aislados de Trichoderma ............cccccevevennee. 40

Xi



INDICE DE ANEXOS

ANEXO A: PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO PDA CON FUNGICIDAS EN
SUS RESPECTIVAS DOSIS

ANEXO B: SIEMBRA DE LOS DISCOS DE MICELIO CON AISLADOS DE Trichoderma
EN LAS CAJAS PETRI ENMENDADO CON FUNGICIDAS

ANEXO C: RECOLECCION DE DATOS

ANEXO D: CRECIMIENTO DE LOS 6 AISLADOS DE Trichoderma CON EL PRINCIPIO
ACTIVO AZOXYSTROBIN

Xii



RESUMEN

El presente estudio radic6 en determinar la sensibilidad de seis especies de Trichoderma aisladas
de suelos agroforestales de Santa Cruz, islas Galapagos a fungicidas de diferente modo de accion.
La metodologia consistio en un disefio completamente al azar de seis aislados por cinco dosis de
seis fungicidas con tres repeticiones; para esto, se usaron los aislados de Trichoderma harzianum,
Trichoderma lentiforme, Trichoderma breve, Trichoderma orientale, Trichoderma resei y
Trichoderma andinense en medio de cultivo agar papa dextrosa, con los complejos activos de
sulfato de cobre, tebuconazol, azoxystrobin, metil tiofanato, cyprodinil y boscalid, en dosis de
0,1, 1, 10, 100 y 500 partes por millon. Los datos del crecimiento micelial de los aislados de
Trichoderma se recogieron cada 24 horas, en milimetros en los ejes ecuatorial y polar; con estos,
se calculé la tasa de crecimiento micelial, luego se procedié a la estimacion de dosis letal, el
porcentaje de inhibicion y se determiné el rango de sensibilidad en las categorias sensibles,
levemente resistente, moderadamente resistente y resistente, mediante una escala de sensibilidad.
Los datos se analizaron con el programa R mediante andlisis exploratorio con diagramas de caja
y bigotes, mediciones de resumen y prueba de Tukey para la separacion de medias. La tasa de
crecimiento micelial mostré diferencias evidentes entre los principios activos, la especie que
mostro una alta resistencia y mayor crecimiento ante los diferentes principios activos fue
Trichoderma resei siendo compatible con los productos de diferente modo de accion fangicos
investigados, seguido de Trichoderma harzianum que mostré un comportamiento similar ante la
combinacién quimica-biolégica. Los aislados mencionados daran mejores resultados en el manejo
integral de enfermedades, se recomienda evaluar el estudio a nivel de vivero para corroborar los

resultados.

Palabras clave: <AISLADOS DE Trichoderma>, <DOSIS LETAL 50 (DLso)>,
<FUNGICIDA>, <HONGO BENEFICO>, <TASA DE CRECIMIENTO v '

2 N
<PARTES POR MILLON (PPM)>. [zf}‘

2395-DBRA-UPT-2022

Xiii



SUMMARY

The study aimed to determine the sensitivity of six Trichoderma species isolated Islands to
fungicides with different modes of action from agroforestry soils of Santa Cruz, Galapagos. The
methodology consisted of a completely randomized design of six isolates for five doses of six
fungicides with three repetitions by using the isolates of Trichoderma harzianum, Trichoderma
lentiforme, Trichoderma breve, Trichoderma orientale, Trichoderma resei and Trichoderma
andinense. They were used in potato dextrose agar culture medium, with the active complexes of
copper sulfate, tebuconazole, azoxystrobin, methyl thiophanate, cyprodinil and boscalid, in doses
of 0.1, 1, 10, 100, and 500 parts per million. The data on the mycelial growth of the Trichoderma
isolates were collected every 24 hours, in millimeters in the equatorial and polar axes. The
mycelial growth rate was calculated, then the lethal dose was estimated, the inhibition percentage
and the range of sensitivity was determined in the sensitive, slightly resistant, moderately
resistant, and resistant categories, using a sensitivity scale. Data were analyzed with the R
program using exploratory analysis with box-and-whisker plots, summary measurements, and
Tukey's test for separation of means. The mycelial growth rate showed evident differences
between the active principles, the species that showed a high resistance and higher growth before
the different active principles was Trichoderma resei, being compatible with the products of
different fungal modes of action investigated, followed by Trichoderma harzianum that showed
a similar behavior before the chemical-biological combination. The isolates will give better
results in the comprehensive management of diseases. It is recommended to evaluate the study at

the nursery level to corroborate the results.
Keywords: <ISOLATES OF Trichoderma>, <LETHAL DOSE 50 (LD50)>, <FUNGICIDE>,
<BENEFICIAL FUNGUS>, <MYCELIAL GROWTH RATE (MCT)>, <PARTS PER

MILLION (PPM)>.

Riobamba, December 15t 2022

ID number: 0603342189
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INTRODUCCION

El creciente uso de agroquimicos ha dado paso al interés en el control biol6gico de patégenos de
plantas puesto que muchos de los quimicos afectan a la inocuidad de alimentos, recursos
naturales, el ambiente y la biodiversidad (Chiriboga, 2015, p. 2). Por ello, muchas investigaciones se
han visto fortalecidas dando interés al estudio de agentes controladores de plagas, algunos basados
en el género Trichoderma, debido a que estos organismos poseen habilidades micoparésitas, lo
cual le da la capacidad de tomar nutrientes de hongos patégenos, parasitar 0 atacar a otros

0rganismos (Mesa et al., 2019, pp. 32-44).

Es importante indicar que las especies de Trichoderma presentan un requerimiento nutricional
bastante bajo lo cual le ha permitido predominar en multiples ecosistemas terrestres, e incluso
presenta un amplio rango de temperatura. Por otra parte, diferentes especies del género en
mencidn se asocian con la rizosfera de las plantas lo que promueve el crecimiento y desarrollo

(Hernandez et al., 2019, pp. 98-112).

El género en mencidn presenta un amplio espectro de aplicacién sobre bacterias, insectos y
parésitos, entre los beneficios de su aplicacién se tiene su amplio rango de accion, descompone
la materia organica, favorece a la proliferacion de organismos que son benéficos para el suelo y
lo més importante es que ayuda a la preservacion del ambiente mediante la disminucion del uso

de fungicidas (Chiriboga et al., 2015, p. 20).

Como se ha mencionado, Trichoderma es un agente de biocontrol, pero algo que indicar es gue,
segun Monte y Llobell (2003, pp. 725-733), aplicar este género en un sustrato sin patdgenos tiende a
promover el crecimiento de las plantas, aumenta la produccidn de frutas y a su vez algo importante

es la reduccién de los diferentes tratamientos quimicos.

Trichoderma es un género utilizado como una alternativa sostenible para procesos de control de
enfermedades en plantas, aparte es un promotor de crecimiento en los cultivos (Sanchez et al., 2021,
pp. 26-42), pero a pesar de que cuente con una capacidad antagdnica ante otros organismos, el
mismo es altamente variable por lo que su efectividad dependera de la especificidad de la cepa y
los modos de accion que posea, por ello es importante una evaluacion del patdégeno in vitro y en
planta, una caracterizacion taxonémica de aislados; esto permitird que se puedan establecer los
requerimientos para su crecimiento y criterios para ser seleccionado como agente de biocontrol

(Garcia et al., 2017, pp. 58-79).



CAPITULO I

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Planteamiento del problema

La especie Trichoderma sp. posee multiples beneficios como controlador microbiano, pero su
potencial dependera de factores externos, como la sensibilidad, mismo factor que llega a incidir
en el desempefio de la especie fungica debido a los rangos de compatibilidad con fungicidas de

diferentes modos de accion (Gonzalez y Pineda, 2020, p. 96).

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Analizar la sensibilidad de seis especies de Trichoderma aislados de suelos agroforestales de

Santa Cruz, islas Galapagos a fungicidas de diferente modo de accidn.

1.2.2. Objetivos especificos

e Determinar la tasa de crecimiento micelial de 6 especies de Trichoderma en medios de cultivo
enmendados con fungicidas de diferentes modos de accion.
e Calcular la dosis letal 50 de fungicidas de diferente modo de accién a 6 especies de

Trichoderma.

1.3. Justificacion

El presente estudio propone analizar la sensibilidad de seis especies de Trichoderma obtenidos
de suelos agroforestales de Santa Cruz, Islas Galapagos a fungicidas de diferente modo de accion.
Tomando en cuenta la importancia del hongo Trichoderma, el estudio se presenta como una
alternativa para validar diferentes productos que, en conjunto con el mismo, permitiran un manejo

integrado de enfermedades.

Se considera, que ante la ausencia de estudios sobre sensibilidad entre las especies de

Trichoderma y fungicidas, el trabajo estara enfocado en proponer informacion idénea para un



control de enfermedades més efectivo, asi mismo proporcionar informacién sobre el nivel de

resistencia que presentan a los fungicidas.

1.4. Hipotesis

1.4.1. Hip6tesis nula

Ninguno de los fungicidas de diferente modo de accién y dosis planteadas presenta efecto

inhibitorio sobre el crecimiento micelial de las cepas de Trichoderma evaluadas.

1.4.2. Hipotesis alterna

Al menos uno de los fungicidas de diferente modo de accién y una de las dosis presenta efecto

inhibitorio sobre el crecimiento micelial de las cepas de Trichoderma evaluadas.



CAPITULO 11

2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

Masaquiza (2019, pp. 1-41), realizd un estudio denominado “Caracterizacion morfoldgica y
molecular de hongos asociados a la rizosfera de plantas de café en la isla Santa Cruz—Galapagos”,
donde evidenci6 la predominancia del género Trichoderma en 23 de los 27 aislados, con 4 clados
diferentes: clado viride; clado pachybasium A/hamatum; clado virens y clado harzianum. El autor
destaca la importancia del género Trichoderma de las islas Galapagos debido a su aislamiento
geografico que impide el intercambio de material bioldgico entre el Ecuador continental y las

islas.

En la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo se ha desarrollado el “Estudio de Trichoderma
spp. en viveros forestales de la provincia de Chimborazo y suelos agricolas en Santa Cruz, Islas
Galapagos”, mediante el anélisis de muestras de alrededor de 25 sitios en la provincia de
Chimborazo y siete sitios en Santa Cruz, lo que permitid aislar alrededor de 40 cepas en el
continente y 20 procedentes del archipiélago. El proposito final de este proyecto es determinar la
eficiencia del Trichoderma spp., a nivel de laboratorio y campo, para promover su utilizacion en
las actividades que realizan productores, viveristas y personas vinculadas a la agronomia

(DC.ESPOCH, 2022, parr. 1-4).

Dentro del estudio mencionado en el anterior parrafo se encuentra el Trabajo de Integracion
Curricular realizado por Arce (2022, pp. 1-61), titulado “Antagonismo de cepas de Trichoderma spp.
aisladas de suelos agricolas de Galdpagos a diferentes hongos patdgenos”, en el que se presentan
niveles favorables de antagonismo de Trichoderma frente a hongos patégenos como Fusarium
circinatum, Neoscitalidyum spp. y Alternaria linariae. Este y otros estudios recientes realizados
por egresados de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo muestran el potencial uso de
hongos benéficos de la localidad en la industria de control de enfermedades de plantas, resaltando

la importancia de ser amigables con el ambiente.



2.2. Referencias teoricas

2.2.1. Trichoderma

Trichoderma es a menudo predominante de la microflora en suelos nativos y también en suelos
agricolas siendo asi una de las especies que son ampliamente utilizadas en la agricultura e
industrias, cabe mencionar que las especies de este hongo se han adaptado a casi todos los

ecosistemas situandose en sitios marinos y terrestres (Mukherjee et al., 2013, pp. 105-129).

Mukherjee et al. (2012, pp. 105-129), menciona que los hongos de Trichoderma llegan a colonizar
organos de plantas desde la parte aérea y por debajo del suelo; teniendo su aparicion en la

hojarasca, materia organica presente en el suelo y en tejidos de mamiferos.

Infante et al. (2009, pp. 14-21), menciona que las especies del hongo Trichoderma al ser saprofitos
tienen una tolerancia y resistencia ecoldgica, siendo parte también de los hongos antagonistas
mismos que son empleados para el control bioldgico. También, estos hongos poseen la capacidad
de detectar, invadir y destruir a otros hongos lo cual ha sido su principal fuerte para su éxito

comercial como un biopesticida (Mukherjee et al., 2012, pp. 105-129).

Chiriboga et al. (2015, p. 13), menciona que Trichoderma posee ventajas diversas como agente de
control bioldgico debido a su rapido crecimiento y desarrollo, a su capacidad de desarrollarse en
una gran variedad de sustratos lo que permite que sea de féacil produccién enfocado para el uso
agricola, un dato importante a tomar en cuenta es su tolerancia a condiciones ambientales
extremas, asi como su capacidad de sobrevivir en medios donde haya contenidos significativos

de agrodefensivos y otros quimicos.

Trichoderma es un microorganismo benéfico de uso amigable, siendo una alternativa sana y
limpia para lidiar con patdégenos que afectan a las plantas, ademas este género llega a comprender
hongos productores de metabolitos secundarios que poseen una importancia clinica (Chiriboga et

al., 2015, p. 18).

2.2.1.1. Taxonomia de Trichoderma sp.

La presente tabla muestra la taxonomia de Trichoderma sp., obtenido del Centro Nacional para la

Informacién Biotecnol6gica (NCBI, 2020, parr. 1):



Tabla 1-2: Clasificacion taxonémica de Trichoderma sp.

Reino Fungi

Phyllum | Ascomycota

Clase Sordariomycetes

Orden Hypocreales

Familia | Hypocreaceae

Género | Trichoderma

Fuente: NCBI, 2020
Realizado por: Paredes José, 2022

2.2.2. Biologia

Lorito (2006; citado en Mesa et al., 2019, pp. 34), menciona que los hongos filamentosos perteneciente
al género Trichoderma son cosmopilitas tanto en el suelo y madera en descomposicién, mostrando

una variable forma de vida e interacciones con diferentes hongos, plantas o animales.

Segln Camargo (2005; citado en Tovar, 2008, p. 18), menciona que Trichoderma sp. es un organismo
natural del suelo, teniendo la caracteristica de un comportamiento saprofito o parasito, a su vez
se consideran colonizadores secundarios por la frecuencia en su aislamiento a partir de materia

orgéanica en estado de descomposicion.

Las especies de Trichoderma se encuentran ampliamente distribuidas, existiendo desde zonas
polares hasta la ecuatorial, debido a esta amplia distribucion y su plasticidad ecoldgica ha dado
como resultado su capacidad enzimatica, permitiéndoles degradar sustancias, poseer un

metabolismo versétil y una resistencia a los inhibidores microbianos (Infante et al., 2009, pp. 14-21).

De manera morfoldgica, Trichoderma estd caracterizada por la presencia de conidiéforos
ramificados a manera de un pequefio arbol, con penachos compactados en forma de anillo. Posee
Clamisdosporas intercalares, terminales y propagulos de tres tipos: hifas, clamidosporas y
conidios. También posee un método de resistencia, en la que los hongos poseen la capacidad de
producir clamidiosporas, mismas que producen zonas terminales del micelio, como zonas medias

o0 intercalados (Mesa et al., 2019, p. 34).

2.2.3. Mecanismos de biocontrol

Trichoderma ha sido descrita con diferentes mecanismos de accion, siendo 3 los que se involucran

en la biorregulacion de organismos patogenos, los principales son: micoparasitismo, antibiosos y
6



competencia; también se puede mencionar otros mecanismos como: promotor del desarrollo
vegetativo, estimulador de los mecanismos de defensa de las plantas, facilitador de la

solubilizacién y absorcion de nutrientes y biorremediador de suelos (Castro y Rivillas, 2012, pp. 7-14).

2.2.4. Micoparasitismo

Mecanismo de accién de gran importancia, debido a que su proceso involucra la produccion de
enzimas liticas (quitinasas, glucanasas, laminarinasas, proteasas, celulasas, esterasas, xylanasas,

glucosidadas y lipasas) (Castro y Rivillas, 2012, pp. 7-8).

Este proceso se lo puede separar en cuatro etapas debido a que hay aspectos que no estan
completamente esclarecidos, por ello cada etapa dependera de los hongos involucrados,
condiciones ambientales, necrotrofico del antagonista y la accion biotréfica (Infante et al., 2009, pp.
14-21):

Crecimiento quimiotréfico: Es el crecimiento de las hifas del hongo Trichoderma en

direccion al patdgeno debido a una respuesta o estimulo quimico.

e Reconocimiento: El reconocimiento se da a través de una interaccion de lectinas-
carbohidratos, y gracias a varios estudios realizados han mostrado que las cepas de
Trichoderma son efectivas solamente contra patdgenos especificos. Cabe mencionar que en
varios casos se encontro evidencias de que las lectinas se involucran en el micoparasitismo.

¢ Adhesion y enrollamiento: Al efectuarse el reconocimiento del patdgeno por parte de las
cepas de Trichoderma las hifas se adhieren a las del hospedante mediante una estructura de
similitud a los ganchos o apresorios.

e Actividad litica: El proceso inicia con la produccion de enzimas liticas extracelulares que
llegan a degradar paredes celulares del hospedante lo que facilita la penetracion de las hifas
del antagonista, mediante este proceso absorbe nutrientes del interior del hongo fitopatogeno.
El micoparasitismo finaliza con la pérdida del contenido citoplasmético produciendo sintomas

de disgregacion con lo cual se disminuye la efectividad del patégeno.
2.2.5. Antibiosis
Es la actividad antibiotica referida a compuestos no volatiles mismos que juegan un papel

importante en la inhibicién del crecimiento y desarrollo de microorganismos patégenos (Castro y

Rivillas, 2012, p. 9).



Por otro lado, la antibiosis llega a ocurrir al momento de la interaccion entre antibiéticos
producidos por las cepas de Trichoderma, ademas la produccién de metabolitos toxicos volatiles
y no volatiles impiden que se produzca la colonizacion por parte de microorganismos antagonicos.

(Tovar, 2008, p. 21).

Infante et al. (2009, pp. 14-21), mencionan que la antibiosis no debe ser vista como el principal
mecanismo de accién como antagonista, debido a que se puede dar la aparicion de patdgenos

resistentes.

2.2.6. Competencia

Es la competencia por el espacio o los nutrientes, siendo este el mecanismo clasico de biocontrol
de Trichoderma; aparte posee la capacidad de movilizarse y tomar los nutrientes del suelo (Castro

y Rivillas, 2012, p. 9).

Algo importante a sefialar es que la presencia natural de Trichoderma en diferentes suelos,
denominado plasticidad ecoldgica, permite comprender su habilidad de competidor de nutrientes,
de esta manera se entiende que esta especie esta biolégicamente adaptado a una colonizacién

agresiva de sustratos y condiciones adversas (Infante et al., 2009, pp. 14-21).

2.2.7. Promotor del desarrollo vegetativo

La existencia de Trichoderma en raices colonizadas por el mismo generan un aumento en su
crecimiento, desarrollo, resistencia al estrés abiotico, a la productividad del cultivo y a la toma 'y
uso de nutrientes; tal es el caso que la productividad de un cultivo puede aumentar en méas de

300% (Castro y Rivillas, 2012, p. 11).

Existen diferentes especies del género Trichoderma que producen factores de crecimiento mismos
que han sido detectados en laboratorio, siendo estas auxinas, citoquininas y etileno, que aparte

posee la caracteristica de acidificar el entorno donde se encuentre (Castro y Rivillas, 2012, p. 12).

Castro y Rivillas (2012, p. 12), mencionan a Trichoderma harzianum como un promotor en el
crecimiento y desarrollo en hortalizas y flores, el ejemplo claro es que T. harzianum ayudo a
incrementar en un 30% el proceso de germinacion de semillas de pepino, dando como resultado

un 95% de incremento en el &rea radicas, un 45% en la altura y un 80% de &rea foliar.



2.2.8. Estimulador de los mecanismos de defensa de las plantas

La habilidad que Trichoderma posee para proteger a las plantas contra patégenos que atacan a las
raices es gracias al antagonismo que se produce, pero la relacion entre hongo-raiz permite que se
estimule los mecanismos de defensa de las plantas, por ello se induce a una resistencia igual a la

resistencia sistémica adquirida y resistencia sistémica inducida “RSI” (Castro y Rivillas, 2012, p. 12).

2.2.9. Biorremediador de suelos

Una de las habilidades que posee Trichoderma es la de degradar compuestos organoclorados,
endosulfan, cloro fenoles y glifosato; a su vez el hongo posee enzimas que le permiten degradar
la materia vegetal y enzimas especializadas en simplificar moléculas complejas como pesticidas,
de la misma manera produce enzimas rodanasa y cianuro hidratasa las cuales son capaces de
degradar el cianuro con lo cual permite un desarrollo normal de las plantas (Castro y Rivillas, 2012,

pp. 14-15).

2.2.10. Fungicidas

Los fungicidas son productos quimicos que se utilizan para la eliminar o prevenir el desarrollo de
hongos y como todo producto quimico debe ser utilizado con precaucion para evitar dafios a tanto

al ambiente como a la salud (Pérez y Forbes, 2018, p. 1).

Tanto insecticidas, herbicidas y fungicidas son pesticidas que son utilizados para la proteccion de
las plantas, de manera especifica los fungicidas son un tipo especifico de pesticida que permite
controlar enfermedades fungicas pues inhibe o mata de manera especifica al hongo causante de

la enfermedad (McGrath, 2016, parr. 2).

2.2.10.1. Fungicidas protectantes

Los fungicidas de contacto o también Ilamados protectores solamente actlan en la superficie de
las plantas, previniendo que los esporangios lleguen a germinar y penetren a las células, por lo

que se debe cubrir toda la planta con el producto en mencion (Pérez y Forbes, 2018, p. 1).

McGrath (2016, parr. 2), menciona que los fungicidas protectantes, preventivo o curativo son
aquellos productos que son usados para uso preventivo y funcionan por medio del contacto con

la superficie de la planta, para proteger una planta es necesario una aplicacion periddica y a su



vez también para reemplazar aquel material que fuese sido lavado por accién de la lluvia, el riego
o diferentes factores climaticos, de cierta manera, gracias a la capacidad que poseen para penetrar
en la planta algunos sistémicos cuentan con actividad preventivay curativa, afectando al patdgeno

incluso después de la infeccion.

2.2.10.2. Fungicidas sistémicos

Los fungicidas sistémicos son absorbidos por medio de las raices y por consiguiente se llegan a
movilizar por toda la planta, por otro lado, los productos conocidos como fungicidas
translaminares poseen la capacidad de desplazarse desde el lado superior al lado inferior de la

hoja, pero no se puede mover de hoja a hojas (Pérez y Forbes, 2018, p. 1).

McGrath (2016, parr. 2), menciona que aquellos fungicidas sistémicos o también llamados
penetrantes o fungicidas maéviles son absorbidos por las plantas, y su movimiento es de cortas
distancias desde el lugar de su aplicacion mientras que otros se mueven extensamente en el tejido

de la xilema.

2.2.11. Descripcion de los fungicidas utilizados en el presente estudio investigativo

2.2.11.1. Tebuconazol

Es un fungicida sistémico que inhibe la biosintesis del esterol, su sustancia activa se absorbe de
manera rapida por los érganos vegetales y con ello se asegura que se dé una distribucion completa
y al interior de la planta, Tebuconazol actla de tal manera que impide al patdgeno su proceso de
infeccién y reduciendo la produccidn de conidias en lesiones ya establecidas previamente (Alvarez,

2020, parr. 2).

Tebuconazol presenta una accion biocida, con un modo de accién sistémico y de contacto,
preventivo y curativo o erradicante, el uso que presenta es de control de Mycosphaerella fijensis
y otras enfermedades fungosas en banano y platano, Alternaria solani en tomate y papa, y otros

hongos en arroz, mani, ajo y ornamentales (Universidad Nacional de Costa Rica, 2022, parr. 1).
Su comportamiento en ambiente es que presenta una solubilidad baja en agua, con una

persistencia extrema a mediana en el suelo, con una movilidad igual de ligera y no es volatil. En

cuando a observaciones, R51/53: son toxicos para organismos acudticos, de cierta manera,
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provoca efectos negativos en concentraciones bajas a largo plazo para las larvas de peces

(Universidad Nacional de Costa Rica, 2022, parr. 5).

2.2.11.2. Azoxystrobin

Azoxystrobin funciona como un inhibidor de la respiracion mitocondrial, lo que interrumpe el
ciclo de energia dentro del hongo, lo cual interrumpe su ciclo de vida, siendo mas frecuente en el
proceso de germinacion de esporas. En cuanto a su modo de accion, este fungicida muestra
absorcion gradual en las hojas, al ser transportado acropetalmente y de manera translaminar por

el interior de las hojas, debe ser aplicado a manera de prevencion (Syngenta Crop Protection, 2022, parr.

1).

Algo que sefialar sobre Azoxystrobin es que, en el agua, en oscuridad, se mantiene estable, pero
se llega a fotodegradar con la luz y llega a tener una vida media de 11-17 dias. En el suelo se
degrada rapidamente por los microorganismos con una vida media de 3 a 39 dias y se fotodegrada

(Terralia, 2018a, parr. 2).

2.2.11.3. Metil-Tiofanato

Metil tiofanato del grupo quimico de benzimidazol, es un fungicida de modo de accion, sistémico,
y protector, que es absorbido por las hojas y las raices y las transporta via floema (Ciati, 2020, parr.

1).

Respecto al modo de accion, su eficiencia es selectiva, extensa actividad por su estabilidad a la
luz solar, por su accién sistémica puede ser aplicado directamente al suelo 0 manipulando las
raices transportando al follaje, ingresando en los tejidos de la planta, desplegando su accién

fungicida (Toledo, 2018, p. 409).

2.2.11.4. Boscalid

Es un fungicida sistémico y translaminar de efectos preventivos, inhabilita la germinacion de
esporas e impide el desarrollo del tubo germinativo y la formacién de apresorios, en algunos
hongos también tiene efectos sobre el crecimiento miceliar y el desarrollo de las esporas, aplicado
sobre la superficie foliar, se absorbe y se mueve desde la base hasta el &pice de las hojas, el
movimiento translaminar es del haz al envés de la hoja, inhabilita la enzima succinato ubiquinona
reductasa, conocida como complejo citocrémico Il, en la cadena de transporte de electrones en la

membrana mitocondrial (Terralia, 2018b, parr. 2).
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2.2.11.5. Sales de cobre

La accion fungicida y bactericida de los compuestos insolubles de Cobre, es la liberacion lenta'y
constante del ion Cobre (1) o Cu?* en contacto con el agua, los fungicidas ctpricos actGan por
contacto y de forma anticipada, que forman una barrera protectora en la superficie de las hojas

contra el ataque de los hongos endoparasitos (Iqvagro, 2019, parr. 1-3).

Los iones Cobre son absorbidos por las esporas del hongo y las bacterias hasta que la acumulacién
resulta perjudicial para sus células, las principales sales de Cobre que se vienen utilizando para
uso fungicida y bactericida son el caldo bordelés, el Oxicloruro de Cobre y el hidroxido de Cobre

(Iqvagro, 2019, parr. 1-3).

2.2.11.6. Cyprodinil

Cyprodinil es el ingrediente activo que ejerce de forma sistémica, el cual tiene propiedades
lipofilicas, lo que proporciona su absorcion dentro de la cuticula y las capas de cera de las hojas,

favoreciendo asi su distribucion y penetracién en el tejido de la planta (Syngenta, 2019, parr. 1).

Referente a su mecanismo de accidn cyprodinil obstaculiza el crecimiento del micelio mediante
la inhibicion de la cistationina-B-liasa, una etapa primordial en la biosintesis de la metionina; asi

se obstaculiza el crecimiento del micelio en la planta (Syngenta, 2019, pérr. 3).

Tabla 2-2: Fungicidas utilizados en la investigacion

Ingrediente activo Modo de accién Sitio de accion Movilidad
Productos uimicos  con | Actividad de contacto multi-
Sulfato de cobre L. q .. .. Contacto
actividad multi-sitio sitio
o Cl1l4- demetilasa en la
Biosintesis de esterol en las | .. . . S
Tebuconazol biosintesis de esteroles | Sistémico
membranas .
(erg11/cip51)
Complejo IlI: citocromo bel | . ., .
. L - . . Sistémico-
Azoxystrobin Respiracion (ubiquinol oxidasa) en el sitio .
. translaminar
Qo (gen cit b)
. L Complejo I: succinato | Sistémico-
Boscalid Respiracion _p J .
deshidrogenasa translaminar
Metil tiofanato P_rotelnas motoras y del Er)sarpblaje de la R-tubulina en Sistémico
citoesqueleto mitosis
- Sintesis de aminoacidos y | Biosintesis de  metionina | .. , .
Cyprodinil . Sistémico
proteinas (propuesto) (gen cgs)

Realizado por: Paredes José, 2022
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2.2.12. Clasificacion de fungicidas de acuerdo con los modos de accion segin la FRAC

A continuacion, se presenta la tabla sobre la clasificacion de fungicidas de acuerdo al modo de

accion:

Tabla 3-2: Clasificacion de fungicidas seguin el modo de accién segln la FRAC

CODIGO Y
MODO DE NOMBRE DE GRUPO .
p PUNTO DE - NOMBRE COMUN
ACCION ACCION GRUPO QUIMICO
Benomilo
CMB- .
.. - Carbendazim
. Bl Fungicidas benzimidazoles .
Citoesqueleto y . . Fuberidazol
. Tubulina (Metilo .
proteina motora L o Tiabendazol
Polimerizacion Benzimidazol -
. Tiofanato
Carbonatados) tiofanatos . .
Tiofanato-metilo
azoxistrobina cumoxistrobina
Metoxi- enoxastrobina
acrilatos flufenoxistrobina
picoxistrobina piraoxistrobina
metoxi- .
. mandestrobina
acetamida
. piraclostrobina
metoxi- . .
pirametostrobina
carbamatos . L
triclopiricarb
I-Funaicid oximino- kresoxim-metil
QO__ ungicidas acetatos trifloxistrobina
C3 (quinona afuera - - -
. S dimoxistrobina
Complejo IlI: inhibidores) o . .
. oximino- fenaminstrobina
Citocromo bcl . . .
. acetamidas metominostrobina
(ubiquinol . .
. orisastrobina
oxidasa) —
oxazolidina-
. famoxadona
dionas
dihidro- .
! ! . fluoxastrobina
dioxazinas
Respiracion imidazolinonas | fenamidona
carba_tmatos de carbamatos de bencilo
bencilo
Qol-Fungicidas
_(qu_l n_ona afuera Tetrazolinonas | metilteraprole
inhibidores;
subgrupo A)
C4 ciano-imidazol | ciazofamida
Complejo IlI: . .. Ifamoil- .
. Pl Qil-fungicidas su_ amo amisulbrom
citocromo bcl . triazol
s (Quinona dentro
(ubiquinona L . .
Inhibidores) — . fenpicoxamida
reductasa) en el picolinamidas L .
R florilpicoxamida
sitio Qi
C8
complejo IlI: QoSI fungisidas
citocromo bcl (Quinona fuera .
L. N triazolo- .
(ubiquinona inhibidor, S ametoctradina
- . o pirimidilamina
reductasa) en Sitio | estigmatizacion
Qo, estigmatelina | tipo de enlace)
subsitio vinculante
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D1

metionina AP-fungicidas - . .. .
P - anilino- ciprodinilo mepanipirim
biosintesis (Anilino- S . .
S pirimidinas pirimetanil
(propuesto) (gen Pirimidinas
cgs)
E2
MAP/Histidina-
. uinasa en PP-fungicidas
Transduccion de Q . . _g A . . . .
~ osmatica FenilPirroles fenilpirroles fenpiclonil fludioxonil
sefial -
transduccion de
sefiales (0s-2,
HOG1)
Sintesis o Ah-fungicidas I .
F3 g bifenilo cloroneb dicloran
transporte de S (Aromatico . .
P . peroxidacion . hidrocarbonos quintoceno (PCNB)
lipidos/integridad Hidrocarburos) "
. celular . aromaticos tecnaceno (TCNB) tolclofos-
o funcién de la (Propuesto) (clorofenilos, metil
membrana prop Nitroanilinas)
piperazinas triforina
piridinas pirifenox pirisoxazol
pirimidinas fenarimol nuarimol
imazalil oxpoconazol
imidazoles pefurazoato procloraz
triflumizol
azaconazol bitertanol
bromuconazol ciproconazol
Gl . . S
. DMI-fungicidas . difenoconazol diniconazol
C14- desmetilasa S triazoles .
en esterol (Desmetilacion epoxiconazol etaconazol
S RV Inhibidores i
Biosintesis de biosintesis (SBI: Clase)l) ::anb_:Jcor:a}zIo: fll;q:unconazol
esteroles en (ergll/cyp51) ’ ustlazo u.rla_o
hexaconazol imibenconazol
membranas . -
ipconazol mefentrifluconazol
metconazol miclobutanil
penconazol propiconazol
L simeconazol tebuconazol
triazolintionas o
tetraconazol triadimefén
triadimenol triticonazol
protioconazol
G3 hidroxianilidas | fenhexamida

3-ceto reductasa,

KRI fungicidas

o Cetorreductasa amino- . .
C4- desmetilacion L . . fenpirazamina
Inhibidores pirazolinona
(erg27)
amidas de dimetomorfo flumorfo
. acido cinamico irimorfo
CAA-fungicidas — P — - -
o P valinamida bentiavalicarbo iprovalicarbo
Biosintesis de la H5 Acido .
. - carbamatos valifenalato
pared celular celulosa sintasa carboxilico -
. amidas del
Amidas L . .
acido mandipropamida
mandélico

Fuente: FRAC Code List, 2022
Realizado por: Paredes José, 2022
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2.2.13. Sensibilidad y resistencia a fungicidas

Tomando en cuenta que resistencia se define como la competencia de un patégeno para sobrevivir
al grado letal de un fungicida o bactericida, hay que diferenciar la resistencia propia, que es
inherente a un patégeno que jamas fue sensible, de la resistencia obtenida la cual es la capacidad
de un patégeno para sobrevivir a grados de fungicida o bactericida que anteriormente sus

resultados fueron letales (Montesinos, 2005, parr. 1-3).

Los componentes de la resistencia son evidentemente variables y pueden ser causados por la
disminucidn de la permeabilidad celular al fungicida, la desintoxicacion ya sea por variabilidad
quimica o por restriccion, a pesar de ello, los fungicidas no promueven resistencia al contrario
seleccionan dicha poblacion del patdgeno que se ha transformado u obtenido mencionada
capacidad al intercambio genético, aunque la resistencia se muestre frecuentemente en el
laboratorio mediante la investigacion de aislados de pat6genos, esto no implica que la eficiencia

en campo sea afectada (Montesinos, 2005, parr. 1-3).

2.2.14. Métodos in vitro para estudiar sensibilidad de fungicidas

2.2.14.1. Crecimiento micelial

Guigon et al. (2010, pp. 87-96), mencionan que, en su trabajo, para la determinacion de la tasa de
crecimiento se colocaron en discos de PDA de 8 mm de diametro el micelio de cada cepa, en una
caja Petri de 90 mm de didmetro mismas que fueron inoculadas a una temperatura de 25 ° C;

siendo medido de manera diaria el crecimiento radial.

Por otra parte, Martinez et al. (2015, p. 4), mencionan en su trabajo que el crecimiento de los hongos

se estimo basandose en el didmetro de la colonia flngica en intervalos de 24 a 48 horas.
2.2.14.2. Dosis letal 50 (DL50)

Sanchez y Andrade (2009, p. 35), mencionan que la DLso es aquella concentracion obtenida por
estadistica, de una sustancia la cual se espera produzca la muerte del 50% de los individuos

expuestos durante un tiempo determinado. El valor de la DLso se expresa en miligramos por litro
(mg/L).
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CAPITULO Il

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Enfoque de investigacion

Es una investigacion propuesta para dar respuesta a problemas que presentan los productores

agricolas y agroforestales.

3.2. Nivel de Investigacién

En una investigacion bésica de tercer nivel para la obtencion de titulo de pregrado.

3.3. Disefio de investigacion

Se trabajara con 6 aislados de Trichoderma con 5 dosis, 3 repeticiones cada uno y 6 fungicidas,
dando un total de 108 repeticiones por ensayo. En donde se evaluaran el diametro de crecimiento
micelial por dia en el eje ecuatorial(X) y en el eje polar (Y) utilizando un Disefio Completamente
al Azar.

Si los datos presentan normalidad, se aplicara el Andlisis de Varianza.

Se utilizara el test de Tukey al 5% para determinar si existen diferencias significativas entre

tratamientos para separar las medias.

3.3.1. Segun la manipulacion o no de la variable independiente

Es una investigacion de tipo experimental.

3.3.2. Segun las intervenciones en el trabajo de campo

La investigacion tendra una intervencion de tipo longitudinal.
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3.4. Tipo de estudio

La investigacion es de tipo laboratorio, ya que mencionado tema exige la utilizacion de equipos
y materiales que posea un laboratorio de Fitopatologia.

3.5. Poblacion y Planificacidn, seleccién y célculo del tamafio de la muestra

Las unidades experimentales constaran de 6 aislados x 5 dosis x 6 fungicidas y 3 repeticiones.
3.6. Caracteristicas del lugar

3.6.1. Localizacion del sitio

La presente investigacion se llevé a cabo en el laboratorio de fitopatologia de la Facultad de

Recursos Naturales de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo sede central Riobamba.

UBICACION DEL ENSAYO
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Latitude Of Origin: 0,0000 Autor: José Eduardo Paredes Espin
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llustracion 1-3: Ubicacion geogréfica del laboratorio de fitopatologia

Realizado por: Paredes José, 2022
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3.7. Métodos, técnicas e instrumentos de investigacion

3.7.1. Materiales y equipos

3.7.1.1. De escritorio

Computadora, impresora, regla, lapices, borrador, carpeta, libreta de apuntes, esferos, papeleria

en general, marcadores, tijeras.

3.7.1.2. De Laboratorio

Material bioldgico

Las cepas de Trichoderma que fueron utilizadas para el estudio fueron aisladas de suelos

agroforestales de Santa Cruz, Islas Galapagos.

Materiales

Cajas Petri de vidrio, botellas de vidrio de tapa roscable (1000 mL), sorbetes, palillos, puntas para
micropipeta (1000 uL), vasos de precipitacion (500 mL), papel film, pinzas, jeringas (5 ml),

guantes, papel toalla, cinta masking, mascarilla.

Equipos

Cémara de flujo laminar (OASIS 48), Autoclave (BIOBASE BKQ-B100II), Destilador de agua
(BOECO WS 8000), Incubadora (DIN12880-2007-K1, MEMMERT), Balanza de precisién
(RADWAG AS220.R2), Secador de vidrio (SELECTA 200038), Microondas (PANASONIC
900W), Cémara fotografica (CANNON), Micropipeta (Eppendorf), Calibrador digital
(VERNIER).

Reactivos e insumos
Cepas de Trichoderma harzianum, Trichoderma lentiforme, Trichoderma breve, Trichoderma

orientale, Trichoderma resei, Trichoderma andinense, papa dextrosa agar (PDA), fungicidas:

Benzimidazol (metil-tiofanato), Triazol (Tebuconazol), Estrobilurinas (Azoxystrobin),
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Carboxamida (Boscalid), Sales de cobre, Pirimidina (Cyprodinil), alcohol antiséptico al 70%,

agua destilada estéril, antibi6ticos. (cloranphenicol; streptomicina).

Principios activos utilizados:

Tabla 1-3: Listado de ingredientes activos y nombres comerciales que

fueron utilizados

Ingrediente Activo | Nombre comercial
Sulfato de cobre Phyton SL
Tebuconazol Stratego® SC
Azoxystrobin Amistar 50 WG
Metil tiofanato Novak® 500 SC
Cyprodinil Escudo 75 WG
Boscalid Cantus® 50 WG

Realizado por: Paredes José, 2022

3.7.2. Metodologia

3.7.2.1. Preparacion del medio de cultivo

Se esteriliz6 dos frascos de vidrio con tapa roscable de 1000 mL, después se afiade 39 g de medio

de cultivo PDA y 1000 mL de agua destilada. Se esteriliza a 121 °C por 25 minutos.

Se afiadid cloranphenicol y streptomicina al 5% y las cantidades de fungicidas determinados

segun la concentracion deseada, posterior se dispensa en las cajas Petri.

3.7.2.2. Calculos para determinar las concentraciones de los fungicidas

Los célculos para alcanzar la solucién madre fueron ejecutados en base a las concentraciones del

ingrediente activo en cada uno de los fungicidas; lo que se presenta a continuacion un ejemplo:

Célculo del fungicida Tebuconazol al 43%:

1%
43%

5 000 mg/L
? = 215000 mg/L = Ci

v

v
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Luego de conseguir la concentracion inicial (Ci) se determiné el volumen del fungicida para que
la solucién se encuentre en stock en un volumen de 5 mL de solucién, para lo que se utilizo la

férmula propuesta por Descroizilles (Domingo, 2020, parr. 13-19):

Ci*Vi=Cf*Vf
215000 mg/L * Vi =5 000 mg/L * 5 mL

25 ooo%.ml

Vie— L
215 000%

= 0,12 ml del fungicida

Dénde:

Ci = Concentracion inicial
Vi = Volumen inicial

CF = Concentracion final

Vf = Volumen final

Una vez conocida la cantidad de fungicida para nuestra solucion se procede a determinar la

cantidad de solvente a utilizar, para lo cual:

VT=VFf+Vs
5mL=0,12 mL + Vs
Vs=5mL-0,12 mL

Vs = 4,88 mL de agua destilada estéril

Donde:
VT = Volumen total
Vf = Volumen del fungicida

Vs = Volumen del solvente

La solucion lograda es la solucion stock; es decir, que su concentracion esta a 500 ppm y para
obtener dosis mas pequefias se realizo la dilucion de esta, es decir: especificar otra solucidn stock

para 100 ppm.

100 ppm =5 mL de agua destilada estéril y 0,5 mL de la solucion stock.

10 ppm =5 mL de agua destilada estéril y 0,5 mL de la solucion 100 ppm.
1ppm =5 mL de agua destilada estéril y 0,5 mL de la solucién 10 ppm.
0,1 ppm =5 mL de agua destilada estéril y 0,5 mL de la solucién 1 ppm.
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0 ppm = control

3.7.2.3. Aislados de Trichoderma

Para la activacion de los aislados se utilizaron seis especies, Trichoderma harzianum,
Trichoderma lentiforme, Trichoderma breve, Trichoderma orientale, Trichoderma resei,

Trichoderma andinense.

De acuerdo con los principios activos del fungicida se prepararon metil-tiofanato (Benzimidazol),
Tebuconazol (Triazol), Azoxystrobin (Estrobilurinas), Boscalid (Carboxamida), Sales de cobre,
Cyprodinil (Pirimidina) solucion madre de cada fungicida y dosificacién, se tomaron las
diferentes fracciones para obtener una concentracién de 0; 0,1; 1; 10; 100; 500 (mg/L) de

ingrediente activo.

Se utilizé la siguiente formula:

Ci»Vi=Cs¢= Vs
Donde:
Ci = concentracion inicial
Vi=volumen inicial
Ct = concentracion final

V= volumen final

3.7.2.4. Preparacion de la solucion Stock

Una vez obtenidos los calculos, se procedi6 a realizar la solucion stock dentro de la cabina de
flujo con el volumen de 5 mL, para lo cual se tomé una parte del fungicida con ayuda de la micro
pipeta siempre y cuando el fungicida sea liquido (en caso que el fungicida sea sélido se pes6 con
la ayuda de la balanza digital), y se coloco en un vaso de precipitacion posteriormente se colocd
la cantidad faltante de agua destilada estéril para completar los 5 mL que fue el volumen de la

solucién final, asi obteniendo la dosis 500 ppm.
Para la preparacion de las dosis pequefias se realizé por medio de disolucién, es decir, con ayuda

de la micro pipeta se tomd 0,5 mL de la solucién madre (dosis 500 ppm) y se afiadi6é en un vaso

de precipitacion, luego se coloc6 4,5 mL de agua destilada estéril, obteniendo asi una solucion de
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5 mL (dosis 100 ppm) y para las otras dosis mas pequefias (10; 1; 0,1 ppm) se procede a repetir

el procedimiento anterior.
3.7.2.5. Ensayo de crecimiento micelial

Para el crecimiento micelial de los aislados de Trichoderma, se obtuvieron discos con ayuda de
sorbetes estériles y se coloco en las cajas petri en medio de cultivo enmendado con cada dosis del
fungicida. Las mismas que fueron etiquetadas, selladas con papel film y llevadas a la incubadora

en obscuridad a temperatura 2542 °C hasta que el control llené por completo la caja.

Los datos del crecimiento micelial de aislados de Trichoderma se recogieron bajo mediciones
cada 24 horas en milimetros (mm) de los dos ejes x (ecuatorial), y (polar) que se realizaron al
momento de la instalacion del ensayo tanto del testigo como de los medios enmendados con el

fungicida, los cuales se registraron en una matriz anteriormente elaborada.
3.7.2.6. Tasa de crecimiento micelial

Se calculd la tasa de crecimiento cada 24 horas (mm/dia) de acuerdo al procedimiento establecido,
para lo cual se tomaron los radios de crecimiento micelial del dia inicial y final, utilizando la
siguiente ecuacion:

Cf —Ci
Tc= ﬁ
Donde:
Cf: Crecimiento diametral final expresado en mm
Ci: Crecimiento diametral inicial (dia uno) expresado en mm
Tf: Tiempo final (dia final)

Ti: Tiempo inicial (dia uno)
3.7.2.7. Estimacidn de dosis letal (DLso)

Por otra parte, para conocer la sensibilidad de las seis especies de Trichoderma se estimd la dosis
letal 50 (DLso), lo cual permitio conocer la variabilidad entre los aislados y un grupo de
fungicidas, para medir la potencia fungitdxica, también permitié calcular el crecimiento o
germinacion relativa al testigo por cada una de las dosis de fungicida y aislados lo cual se calculé
usando la regresion de los valores de inhibicién de crecimiento micelial versus al log10 de la

concentracion de los fungicidas.
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3.7.2.8. Porcentaje de inhibicién

Conjuntamente se efectu6 la determinacion del porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial

mediante la siguiente formula:

L diametro medio * 100
% de inhibiciéon = 100 —

diametro concentracioén cero

3.7.2.9. Disefio experimental y analisis estadistico

El experimento se montd en un disefio completamente al azar con 3 repeticiones para cada
tratamiento. Los datos se analizaron con el programa R. version 4.1, utilizando un andlisis
exploratorio con diagramas de caja y bigotes, mediciones de resumen (mediana, desviacion
estandar), y para la separacion de los diferentes tratamientos se compararon utilizando intervalos

de confianza del 95%.

3.7.2.10. Rango de sensibilidad

Se caracterizaron los fenotipos como: sensibles, levemente resistente, moderadamente resistente
y resistente. Mediante la escala de sensibilidad propuesta por Edgington et al. (1970; citado en Yumhbo,

2022, p. 33):

Tabla 2-3: Rangos de sensibilidad

Fenotipos DLso (mg/L)
Sensible <1
Levemente resistente 1-10
Moderadamente resistente 10-50
Resistente >50

Realizado por: Paredes José, 2022

3.7.2.11. Recoleccion de datos

Una vez montado el ensayo, se procedid a la medicion del didmetro de cada tratamiento y
repeticion de manera horizontal (ecuatorial) y vertical (polar) cada 24 h. Tomando en cuenta que
las cajas Petri debian mantener condiciones de temperatura controladas en todo el ensayo para
cada caso y que las mediciones deben ser realizadas en un mismo horario una vez recolectada la
informacion, la cual se procedié a agrupar la informacién en un documento de Microsoft Excel

con hojas separadas por cada producto utilizado.
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CAPITULO IV

4. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1. Tasa de crecimiento micelial de diferentes aislados de Trichoderma en medio PDA

enmendado con diferentes dosis de Azoxystrobin

=]
i
1
[ {

identificacion

,5
<
I
k!
T

)

el

E

E 1

E =

TE $ T_andinense
= E T_breve

=]

E - T_harzianum
E » ‘ T_lentiforme
E ﬁ = E T_orientaks
: * E T_resei

=

[

[°r)

o

—

:II 3I1 I 1II3 1I5:I 5I5:l
Dosis (ppm) de Azoxystrobin
llustracion 1-4: TCM de seis aislados de Trichoderma en medio PDA enmendado con

Azoxystrobin en diferentes dosis

Realizado por: Paredes José, 2022

De acuerdo a la llustracion 1-4, la Tasa de Crecimiento Micelial en las dosis O (Tratamiento
control); 0,1; y 1; ppm nos muestra que los aislados correspondientes a Trichoderma andinense,
presentaron el menor crecimiento, opuesto a lo presentado por los aislados de Trichoderma resei
que presentaron el mayor crecimiento micelial en las dosis mencionadas; mientras que en las dosis
10; y 100; ppm muestran gue los aislados correspondientes a Trichoderma andinense presentaron
el menor crecimiento opuesto a lo presentado por Trichoderma orientale con un mayor
crecimiento, finalmente en la dosis 500 ppm en el aislado de Trichoderma lentiforme con un

menor crecimiento y en Trichoderma harzianum con un mayor crecimiento micelial.
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4.1.1. Dosis letal 50 (DLsg) de Azoxystrobin para los diferentes aislados de Trichoderma

600 -

identificacion

— T_andinense
- T_breve

- T_harzianum
- T_lentiforme
- T_orientale

200- B T_resei

400-

Dosis letal 50 (ppm)

0- 1 1 1 1 1 1
T_andinense T_breve T_harzianum T_lentiforme  T_orientale T_resei
Especies de Hongo en Estudio

lustracion 2-4: DL50 de Azoxystrobin para seis aislados de Trichoderma

Realizado por: Paredes José, 2022

El aislado Trichoderma breve requiere mayor DLsy de Azoxystrobin para su control, a diferencia

del aislado Trichoderma resei que requiere menor DLso de Azoxystrobin para su control.

Tabla 1-4: Andlisis de varianza para la DL50 de diferentes aislados de Trichoderma enmendado

con Azoxystrobin

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado
o ) ) Valor de F PR(>F)
Variacion Libertad cuadrados medio
Aislados 5 327997 65599 3,697 0,0295*
Error 12 212906 17742

Realizado por: Paredes José, 2022
Coadigos de significancias: 0 “***° (0,001 “**> 0,01 “*’ 0,05 <> 0,1 °’ 1

El analisis de varianza (ANOVA), indic6 que existe diferencia significativa en el factor estudiado

con un valor de P=0,0295 (Tabla 1-4).
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Tabla 2-4: Test de Tukey al 5% de la DL50 de los seis diferentes aislados

de Trichoderma con diferentes dosis de Azoxystrobin

Aislados DLsy | Rango de Significancia®
T breve 398,32 a
T_harzianum | 389,29 ab
T andinense | 250,64 ab
T _orientale 153,32 ab
T_lentiforme | 140,79 ab
T_resei 26,43 b

Realizado por: Paredes José, 2022

La prueba Tukey al 5% en diferentes aislados de Trichoderma (Tabla 2-4) mostr6 dos grupos
estadisticos; en el grupo “a” se encuentra la identificacion Trichoderma breve; en el grupo “ab”
se encuentran las identificaciones Trichoderma harzianum, Trichoderma andinense,
Trichoderma orientale, Trichoderma lentiforme; finalmente en el grupo “b”, se encuentra la
identificacién Trichoderma resei, en donde el aislado Trichoderma breve con mayor DLsp
resistencia y con el menor DLsg es el aislado Trichoderma resei que por su valor entra en el rango
de moderadamente resistente, considerando que los aislados presentan diferencia significativa en

sus muestras al fungicida Tebuconazol.

26



4.2. Tasa de crecimiento micelial de diferentes aislados de Trichoderma en medio PDA

enmendado con diferentes dosis de Tebuconazol
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llustracién 3-4: TCM de seis aislados de Trichoderma en medio PDA enmendado con

Azoxystrobin en diferentes dosis

Realizado por: Paredes José, 2022

De acuerdo a la llustracion 3-4, la TCM en las dosis 0 (Tratamiento control) y 0,1 ppm muestran
que los aislados correspondientes a Trichoderma andinense, presentan el menor crecimiento,
opuesto a lo sefialado por los aislados de Trichoderma resei que presentan el mayor crecimiento;
mientras que en las dosis 1 ppm indica que el aislado perteneciente a Trichoderma orientale
presenta el menor crecimiento opuesto a lo presentado por Trichoderma resei con un mayor
crecimiento, seguido por la dosis 10 ppm en el aislado de Trichoderma orientale con un menor
crecimiento y en Trichoderma breve con un mayor crecimiento micelial, finalmente en las dosis

100 y 500 ppm que no presentan crecimiento significativo en sus aislados.
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4.2.1. Dosis letal 50 (DLsg) de Tebuconazol para los diferentes aislados de Trichoderma
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lustracion 4-4: DL50 de Tebuconazol para seis aislados de Trichoderma

Realizado por: Paredes José, 2022

El aislado Trichoderma harzianum requiere mayor DLsy de Tebuconazol para su control, a
diferencia del aislado Trichoderma breve que requiere menor DLsy de Tebuconazol para su

control.

Tabla 3-4: Analisis de varianza para la DL50 de diferentes aislados de Trichoderma enmendado

con Tebuconazol

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado
o . ) Valor de F PR(>F)
Variacion Libertad cuadrados medio
Aislados 5 145,41 29,082 10,8 | 0,000412***
Error 12 32,33 2,694

Realizado por: Paredes José, 2022

Codigos de significancias: 0 “***° (0,001 “*** 0,01 “*’ 0,05 <> 0,1 °’ 1
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El analisis de varianza (ANOVA), indic6 que existe diferencia altamente significativa en el factor
estudiado con un valor de P=0,000412 (Tabla 3-4).

Tabla 4-4: Test de Tukey al 5% de la DL50 de los seis diferentes aislados

de Trichoderma con diferentes dosis de Tebuconazol

Aislados DLso | Rango de Significancia®

T harzianum | 8,66 a
T _andinense | 3,27 b
T _lentiforme | 2,83 b
T orientale 1,04 b
T _resei 0,52 b
T breve 0,43 b

Realizado por: Paredes José, 2022

La prueba Tukey al 5% en diferentes aislados de Trichoderma (Tabla 4-4) mostr6 dos grupos
estadisticos; en el grupo “a” se encuentra el aislado Trichoderma harzianum; y en el grupo “b” se
encuentran los aislados Trichoderma andinense, Trichoderma lentiforme, Trichoderma orientale,
Trichoderma resei y Trichoderma breve, en donde el aislado Trichoderma harzianum con una
mayor DLso que por su valor calculado es levemente resistente a diferencia del aislado

Trichoderma breve con la menor DLso considerado como sensible al fungicida Tebuconazol.
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4.3. Tasa de crecimiento micelial de diferentes aislados de Trichoderma en medio PDA

enmendado con diferentes dosis de Tiofanato
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llustracién 5-4: TCM de seis aislados de Trichoderma en medio PDA enmendado con Tiofanato

en diferentes dosis

Realizado por: Paredes José, 2022

De acuerdo a la llustracion 5-4, la Tasa de Crecimiento Micelial en las dosis O (Tratamiento
control); 0,1; y 1; ppm nos muestra que los aislados correspondientes a Trichoderma andinense,
presentaron el menor crecimiento, opuesto a lo presentado por los aislados de Trichoderma resei
que presentaron el mayor crecimiento micelial en las dosis mencionadas; mientras que en las dosis
10; 100; y 500 ppm muestran que los aislados correspondientes a Trichoderma harzianum
presentaron el menor crecimiento opuesto a lo presentado por Trichoderma breve con un mayor

crecimiento micelial.
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4.3.1. Dosis letal 50 (DLsg) de Tiofanato para los diferentes aislados de Trichoderma
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lustracion 6-4: DL50 de Tiofanato para seis aislados de Trichoderma

Realizado por: Paredes José, 2022

El aislado Trichoderma orientale requiere mayor DLso de Tiofanato para su control, a diferencia

del aislado Trichoderma harzianum que requiere menor DLz, de Tiofanato para su control.

Tabla 5-4: Andlisis de varianza para la DL50 de diferentes aislados de Trichoderma enmendado

con Tiofanato

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado
o ) ) Valor de F PR(>F)
Variacion Libertad cuadrados medio
Aislados 5 2401 480,3 0,789 0,577
Error 12 7303 608,6

Realizado por: Paredes José, 2022

Coadigos de significancias: 0 “***° (0,001 “**> 0,01 “*’ 0,05 <> 0,1 °’ 1

El andlisis de varianza (ANOVA), indic6 que no existe diferencia significativa en el factor
estudiado con un valor de P=0,577 (Tabla 5-4).

31



Tabla 6-4: Test de Tukey al 5% de la DL50 de los seis diferentes aislados

de Trichoderma con diferentes dosis de Tiofanato

Aislados DLso | Rango de Significancia®
T orientale 33,70 a
T_lentiforme | 23,42 a
T andinense | 21,20 a
T breve 14,13 a
T_resei 3,23 a
T_harzianum | 0,55 a

Realizado por: Paredes José, 2022

La prueba Tukey al 5% en diferentes aislados de Trichoderma (Tabla 6-4) mostr6 un grupo
especifico para todos los aislados, esto quiere decir que no presenta diferencia significativa en sus
muestras en donde el aislado Trichoderma orientale con una mayor DLsy y un grado de
sensibilidad de moderadamente resiste segln la escala de Edgington a diferencia del aislado
Trichoderma harzianum con una menor DLso considerado como sensible al principio activo de

tiofanato metil por su menor valor.
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4.4, Tasa de crecimiento micelial de diferentes aislados de Trichoderma en medio PDA

enmendado con diferentes dosis de Boscalid
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llustracion 7-4: TCM de seis aislados de Trichoderma en medio PDA enmendado con Boscalid

en diferentes dosis

Realizado por: Paredes José, 2022

De acuerdo a la llustraciéon 7-4, la Tasa de Crecimiento Micelial en todas las dosis evaluadas 0;
0,1; 1; 10; 100; y 500 ppm nos muestra que los aislados correspondientes a Trichoderma
andinense, presentaron el menor crecimiento, diferente a lo presentado por los aislados de

Trichoderma resei que obtuvieron el mayor crecimiento micelial en todas las dosis mencionadas.
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4.4.1. Dosis letal (DLso) de Boscalid para los diferentes aislados de Trichoderma.
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llustracion 8-4: DL50 de Boscalid para seis aislados de Trichoderma

Realizado por: Paredes José, 2022

El aislado Trichoderma orientale requiere mayor DLso de Boscalid para su control, a diferencia

del resto de aislados que requiere menor DLso de Boscalid para su control.

Tabla 7-4: Andlisis de varianza para la DL50 de diferentes aislados de Trichoderma enmendado

con Boscalid
Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado
Valor de F PR(>F)
Variacion Libertad cuadrados medio
Aislados 5 3,002e+28 6.003e+27 1 0,458
Error 12 7,204e+28 6.003e+27

Realizado por: Paredes José, 2022

Coadigos de significancias: 0 “***° (0,001 “**> 0,01 “*’ 0,05 <> 0,1 °’ 1

El andlisis de varianza (ANOVA), indic6 que no existe diferencia significativa en el factor
estudiado con un valor de P=0,458 (Tabla 7-4).
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Tabla 8-4: Test de Tukey al 5% de la DL50 de los seis diferentes aislados de

Trichoderma con diferentes dosis de Boscalid

Aislados DLso Rango de Significancia®
T orientale Mas de mil a
T _andinense | 9.603117e+02 a
T breve 7.573384e+02 a
T_harzianum | 2.380014e+02 a
T_resei 2.140224e+02 a
T_lentiforme | 2.139229¢+02 a

Realizado por: Paredes José, 2022

La prueba Tukey al 5% en diferentes aislados de Trichoderma (Tabla 8-4) manifest6 un grupo
determinado para todos los aislados,la cual no demuestra diferencia significativa ya que sus
valores no varian en la dosis letal 50, el aislado Trichoderma orientale con mayor DLso
mostrandose resistente al igual que el resto de especies de Trichoderma en estudio analizando que

todos los aislados son resistentes al fungicida Boscalid.
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45. Tasa de crecimiento micelial de diferentes aislados de Trichoderma en medio PDA

enmendado con diferentes dosis de Sales de Cobre
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llustracion 9-4: TCM de seis aislados de Trichoderma en medio PDA enmendado con Sales de

Cobre en diferentes dosis

Realizado por: Paredes José, 2022

De acuerdo a la llustracion 9-4, la Tasa de Crecimiento Micelial en la dosis 0 ppm (control), se
puede observar que el aislado Trichoderma lentiforme presenta menor crecimiento, a diferencia
de Trichoderma orientale con el mayor crecimiento, en la dosis 0,1 ppm quien obtuvo el menor
crecimiento fue el aislado Trichoderma orientale y con el mayor crecimiento Trichoderma breve,
mientras tanto en la dosis 1 y 10 ppm el menor crecimiento fue los aislados de Trichoderma
andinense y con mayor crecimiento los aislados de Trichoderma orientale, por Gltimo la dosis
500 con un menor crecimiento en el aislado de Trichoderma breve mientras que el aislado

Trichoderma resei con un mayor crecimiento micelial.
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4.5.1. Dosis letal (DLso) de Sales de cobre para los diferentes aislados de Trichoderma
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lustracion 10-4: DL50 de Sales de Cobre para seis aislados de Trichoderma

Realizado por: Paredes José, 2022

El aislado Trichoderma lentiforme requiere mayor DLso de Sales de Cobre para su control, a
diferencia del aislado Trichoderma andinense que requiere menor DLso de Sales de cobre para su

control.

Tabla 9-4: Andlisis de varianza para la DL50 de diferentes aislados de Trichoderma enmendado

con Sales de Cobre

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado
o ) ) Valor de F PR(>F)
Variacion Libertad cuadrados medio
Aislados 5 216088 43218 3,145 0,0482*
Error 12 164904 13742

Realizado por: Paredes José, 2022

Codigos de significancias: 0 “***° (0,001 “*** 0,01 “*’ 0,05 <> 0,1 °’ 1
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El analisis de varianza (ANOVA), indic6 que existe diferencia significativa en el factor estudiado
con un valor de P=0,0482 (Tabla 9-4).

Tabla 10-4: Test de Tukey al 5% de la DL50 de los seis diferentes aislados

de Trichoderma con diferentes dosis de Sales de Cobre

Aislados DLs, | Rango de Significancia®
T _resei 377,59 a
T lentiforme | 329,61 a
T _harzianum | 195,98 a
T_orientale 182,24 a
T breve 102,19 a
T _andinense 79,41 a

Realizado por: Paredes José, 2022

La prueba Tukey al 5% en distintos aislados de Trichoderma (Tabla 10-4) present6 un solo rango
de significancia para todos los aislados, mostrandose sin diferencias significativas en sus muestras
donde los aislados de Trichoderma resei, Trichoderma lentiforme, Trichoderma harzianum,
Trichoderma orientale, Trichoderma breve, y Trichoderma andinense presentan resistencia
debido a sus altos valores en la DLsy considerando que todos los aislados son resistentes al

principio activo Sales de Cobre.
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4.6. Tasa de crecimiento micelial de diferentes aislados de Trichoderma en medio PDA

enmendado con diferentes dosis de Cyprodinil
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llustracion 11-4: TCM de seis aislados de Trichoderma en medio PDA enmendado con

Cyprodinil en diferentes dosis

Realizado por: Paredes José, 2022

De acuerdo a la lustracion 11-4, la TCM en la dosis 0 ppm (tratamiento control) nos evidencia
que el aislado perteneciente a Trichoderma andinense presenta un menor crecimiento, en
comparacién a su inverso el aislado Trichoderma resei con un evidente mayor crecimiento, por
otro lado, en la dosis 0,1 ppm el aislado que obtuvo un menor crecimiento fue Trichoderma
orientale y con mayor crecimiento micelial Trichoderma resei, mientras tanto en la dosis 1y 10
ppm los aislados con menor crecimiento fueron los de Trichoderma andinense, opuesto a los
aislados de Trichoderma resei quienes obtuvieron un mayor crecimiento; finalmente en las dosis

100 y 500 ppm en donde los aislados no obtuvieron un crecimiento significativo.
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4.6.1. Dosis letal (DLso) de Cyprodinil para los diferentes aislados de Trichoderma
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lustracion 12-4: DL50 de Cyprodinil para seis aislados de Trichoderma

Realizado por: Paredes José, 2022

El aislado Trichoderma harzianum requiere mayor DLsy de Cyprodinil para su control, a
diferencia del aislado Trichoderma resei que requiere menor DLso de Cyprodinil para su control.

Tabla 11-4: Analisis de varianza para la DL50 de diferentes aislados de Trichoderma enmendado

con Cyprodinil

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrado
o ) ) Valor de F PR(>F)
Variacion Libertad cuadrados medio
Aislados 5 70,29 14,058 2,574 0,0834
Error 12 65,53 5,461

Realizado por: Paredes José, 2022

Coadigos de significancias: 0 “***° (0,001 “**> 0,01 “*’ 0,05 <> 0,1 °’ 1

El analisis de varianza (ANOVA), indic6 que existe diferencia significativa en el factor estudiado
con un valor de P=0,0834 (Tabla 11-4).
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Tabla 12-4: Test de Tukey al 5% de la DL50 de los seis diferentes aislados

de Trichoderma con diferentes dosis de Cyprodinil

Aislados DLso | Rango de Significancia!
T_harzianum | 6,54 a
T breve 5,92 a
T lentiforme | 3,94 a
T _andinense | 3,86 a
T _orientale 3,53 a
T_resei 0,38 a

Realizado por: Paredes José, 2022

La prueba Tukey al 5% en distintos aislados de Trichoderma (Tabla 12-4) present6 un grupo
concreto para todos los aislados, donde es evidente que el aislado Trichoderma harzianum con
una mayor DLso con el rango de levemente resistente por su valor calculado a diferencia de la
especie Trichoderma andinense, con un menor valor en la DLsg, considerando que el mismo es

sensible al principio activo Cyprodinil.

Tabla 13-4: Resumen de los resultados obtenidos

Principio activo Aislados DLso Sensibilidad

Azoxystrobin T breve 398,32 | Resiste
T_harzianum 389,29 | Resiste
T_andinense 250,64 | Resiste
T orientale 153,32 | Resiste
T _lentiforme 140,79 | Resiste
T resei 26,43 | Moderadamente resistente

Tebuconazol T_harzianum 8,66 | Levemente resistente
T_andinense 3,27 | Levemente resistente
T lentiforme 2,83 | Levemente resistente
T orientale 1,04 | Levemente resistente
T resei 0,52 | Sensible
T breve 0,43 | Sensible

Tiofanato T orientale 33,70 | Moderadamente resistente

T lentiforme 23,42 | Moderadamente resistente
T _andinense 21,20 | Moderadamente resistente
T breve 14,13 | Moderadamente resistente
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T resei 3,23 | Levemente resistente
T _harzianum 0,55 | Sensible
Boscalid T orientale Mas de mil | Resistente
T_andinense 9,60E+08 | Resistente
T breve 7,57E+08 | Resistente
T_harzianum 2,38E+08 | Resistente
T resei 2,14E+08 | Resistente
T _lentiforme 2,14E+08 | Resistente
Sales de Cobre T _resei 377,59 | Resiste
T_lentiforme 329,61 | Resiste
T _harzianum 195,98 | Resiste
T orientale 182,24 | Resiste
T breve 102,19 | Resiste
T_andinense 79,41 | Resiste
Cyprodinil T_harzianum 6,54 | Levemente resiste
T breve 5,92 | Levemente resiste
T _lentiforme 3,94 | Levemente resiste
T_andinense 3,86 | Levemente resiste
T orientale 3,563 | Levemente resiste
T resei 0,38 | Sensible

Realizado por: Paredes José, 2022

4.7. Discusién de resultados

Tanto Stefanova (2012, p. 510), como Infante (2009, pp. 14-21), en la literatura especializada sobre el
género Trichoderma, plantean la compatibilidad del hongo para sobrevivir en sustancias con
trazas y residuos de agroquimicos. Sin embargo, Franco y Orrego (2013, pp. 15-22) mencionan que
cada cepa de Trichoderma puede presentar un nivel de tolerancia diferente. Como consecuente es
importante estudiar las caracteristicas individuales sobre los aislados nativos para su utilizacion
enddgena, que tendria como resultado una respuesta a futuro para el manejo integral de plagas

con recursos locales.
En el presente estudio se comprobo6 la sensibilidad de los aislados de Trichoderma harzianum,
Trichoderma resei, Trichoderma andinense, Trichoderma orientale, Trichoderma lentiforme, y

Trichoderma breve ante los principios activos flngicos Azoxystrobin, Tebuconazol, Tiofanato-
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metil, Boscalid, Sales de Cobre, y Cyprodinil, los cuales aciertan en los ingredientes activos mas

utilizados para el control de enfermedades segin su modo de accion (Frac, 2019, pérr. 3).

Los resultados obtenidos en la presente investigacion muestran que el aislado de Trichoderma
resei presenta baja sensibilidad y alta compatibilidad con los principios activos estudiados Segun
Atanasova et al. (2010, p. 7260), Trichoderma resei ha sido encontrado en suelos tropicales del
sureste de Asia, Suramérica y regiones del sur del Pacifico, donde su reproduccion es ideal entre
los 25-30 °C. Druzhinina et al. (2010, p. 2), demostraron que Trichoderma resei es un antagonista
moderado contra los patdgenos Sclerotinia sclerotiorum, Alternaria alternata yBotritis cinerea y

que se ha encontrado también en Centroamérica y Suramérica.

Por su parte como resultados de la compatibilidad de T. harzianum con los principios activos en
estudio, estos se mostraron sobre la media, determinando que son eficientes para la combinacion
quimico-biolégica (Trichoderma harzianum + Fungicida quimico) y se recomienda su uso en el
manejo integrado de enfermedades. Esto concuerda con lo analizado por Gonzélez y Pineda (2020,
p. 96), que en su estudio de sensibilidad de Trichoderma harzianum ante dos fungicidas
carbendazim y mancozeb obtuvo como resultado una alta tasa de compatibilidad ante dichos

principios activos acertando efectivamente lo estudiado.

Existe la posibilidad, que la especie Trichoderma harzianum manifieste una disposicion de poca
sensibilidad y consecuente una alta compatibilidad con los funguicidas, de alli algunos de sus
interesantes investigaciones en el &mbito biotecnoldgicos para el manejo y control de plagas y
enfermedades (Infante et al., 2009, pp. 14-21). No obstante, esta peculiaridad no es una regla
determinada, debido a que el origen de cada aislado limita algunas caracteristicas genéticas como
la resistencia y sensibilidad a la manifestacion quimica tanto en patdgenos como en antagonistas

(Agrios, 2005, pp. 117-121).
Finalmente, el aislado que presentd mayor resistencia a fungicidas de diferente modo de accién

fue Trichoderma andinense el cual en el factor quimico-biolégica no presentdé mayor crecimiento,

siendo su combinacion no recomendable en el manejo de enfermedades
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CONCLUSIONES

La tasa de crecimiento micelial (TCM) mostro6 diferencias evidentes entre los principios activos,
la especie que mostrd una alta resistencia y mayor crecimiento ante los diferentes principios
activos fue Trichoderma resei siendo compatible con los productos de diferente modo de accion
fangicos investigados, seguido de Trichoderma harzianum que mostré6 un comportamiento
similar ante la combinacion quimica-biolégica, los aislados antes mencionados se recomiendan
en el manejo integral de enfermedades por su alta compatibilidad flngica, por otro lado el aislado
que presentd menor resistencia a diferentes fungicidas fue Trichoderma andinense evidenciando

que su crecimiento fue bajo, el cual no es compatible con los principios activos estudiados.

Los principios activos Azoxystrobin, Sales de Cobre, y Boscalid tuvieron las mayores DLso, para
las seis especies de Trichoderma permitiendo el crecimiento micelial. Los principios activos
Tebuconazol, Tiofanato-metil y Cyprodinil mostraron los menores valores de DLsp para las seis
especies de Trichoderma con un menor crecimiento micelial respectivamente, y por lo tanto estos
principios activos podrian utilizarse en combinacion con los aislados de Trichoderma estudiados

para el manejo integrado de enfermedades.
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RECOMENDACIONES

Efectuar estudios de sensibilidad de las especies Trichoderma resei y Trichoderma andinense con
otros principios activos diferentes a los utilizados en esta investigacion, ya que existe poca
informacion referente a dichos aislados, con el propdsito de generar informacion y proponer

métodos de manejo integral de plagas y enfermedades

Implementar y evaluar la combinacion de Trichoderma y principios activos estudiados a nivel de

viveros forestales.
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GLOSARIO

Auxinas: Hormona vegetal que ayuda al crecimiento y desarrollo de la planta (AGRAN, 2012, parr.

1).

Celulasas: Enzima hidrolasa que realiza la hidrélisis de la celulosa en moléculas de glucosa libre

(Nutritienda, 2009, parr. 8).

Citoquininas: O citosinas, son hormonas vegetales, fitohormonas, imprescindibles en la

regulacion del desarrollo y mantenimiento de los tejidos vegetales (Contreras, 2013, pérr. 2).

Conidioforos: Similar a una célula conididgena, término se emplea para referirse a una hifa corta

o diversamente ramificada (Asturnatura, 2022, parr. 4).

Esporangios: Estructura en forma de capsula o saco, presente en plantas y hongos, dentro de la

cual se forman y se almacena las esporas reproductoras (Lifeder, 2019, parr. 3).

Hifas: Estructuras cilindricas filamentosas que constituyen el cuerpo de los hongos multicelulares
(Lifeder, 2022, pérr. 2).

Lectinas: Proteinas presentes de forma natural en la mayor parte de vegetales y en algunos

productos de origen animal (BBVAOPENMIND, 2017, pp. 4-10).

Micelio: Talo de los hongos, formado comunmente de filamentos muy ramificados y que

constituye el aparato de nutricidén (RAE, 20224, p. 45).

Penachos: Disposicion de hojas o flores que salen de un punto comun y que caen hacia un lado

de la planta (Infojardin, 2020, p. 28).

Proteasas: Enzima que descompone proteinas en proteinas mas pequefias o unidades proteinicas

mas pequefias (Clinicalinfo, 2015, p. 14).

Saprdfito: Planta o microorganismo que se alimenta de materias organicas en descomposicion

(RAE, 2022b, p. 12).
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ANEXOS

ANEXO A: PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO PDA CON FUNGICIDAS EN SUS
RESPECTIVAS DOSIS

1. Preparacion de medio de cultivo PDA 40g por 2. Preparacion de las dosis calculadas (500;

cada envase de 1000mL 100; 10; 1; 0,1; 0 ppm)

3. Colocar la cantidad necesaria de medio de PDA, 4. Dispensamos el medio enmendado en las
al igual que la cantidad de solucién del fungicida cajas petri y las dejamos en la cdmara de
dependiendo la dosis en el medio flujo laminar hasta que se gelifique el medio

ANEXO B: SIEMBRA DE LOS DISCOS DE MICELIO CON AISLADOS DE Trichoderma
EN LAS CAJAS PETRI ENMENDADO CON FUNGICIDAS

1.Mientras el medio enmendado se polimeriza, 2. Trasladamos con mucho cuidado y con
realizamos cortes con un sorbete estéril en los ayuda de palillos al medio enmendado,
diferentes aislados de Trichoderma para obtener un etiquetamos, sellamos envolviendo con papel
disco del honao film, y luego transportamos a la incubadora a




ANEXO C: RECOLECCION DE DATOS

1.Toma de datos cada 24; 48; 72; y 96 horas 2. Medicion del crecimiento micelial de

Trichoderma con la ayuda de un calibrador

digital

3. Clasificacion de los datos de acuerdo al principio activo, concentracién y diferentes parametros

estudiados
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2 | azoxystrobin 'y trichoderma_resei 500 1 24 17,2 17,2 17,2

3 | azoxystrobin 'y trichoderma_resei 500 1 48 23,7 21,5 22,6

4 |azoxystrobin 'y trichoderma_resei 500 1 72 29,6 254 27,5

5 |azoxystrobin 'y oderma_resei 500 1 96 0,214533333

6 |azoxystrobin 'y trichoderma_resei 500 2 24 13 11,6 12,3
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ANEXO D: CRECIMIENTO DE LOS 6 AISLADOS DE Trichoderma CON EL PRINCIPIO
ACTIVO AZOXYSTROBIN

1.Trichoderma resei (y). A) dosis 500 B) dosis 100 C) dosis 10 D) dosis 1 E) dosis 0,1 F)

2. Trichoderma orientale (O). A) dosis 500 B) dosis 100 C) dosis 10 D) dosis 1 E)
dosis 0,1 F) Testigo

3. Trichoderma harzianum (M). A) dosis 500 B) dosis 100 C) dosis 10 D) dosis 1 E)
dosis 0,1 F) Testigo




4. Trichoderma breve (E). A) dosis 500 B) dosis 100 C) dosis 10 D) dosis 1 E) dosis
0,1 F) Testigo

5. Trichoderma andinense (R). A) dosis 500 B) dosis 100 C) dosis 10 D) dosis 1 E)
dosis 0,1 F) Testigo




5. Trichoderma lentiforme (H). A) dosis 500 B) dosis 100 C) dosis 10 D) dosis 1 E)
dosis 0,1 F) Testigo
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