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ARTICULO ORIGINAL
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RESUMEN: Se determino el efecto de una cepa nativa del Ecuador de Trichoderma harzianum Rifai sobre
el desarrollo de la Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet) en plantas de banano cv. ‘Williams’
(Musa AAA) inoculadas artificialmente con el patégeno y desarrolladas en casa de cultivo. Se comprob6 que
la aplicacién foliar de la cepa provoc6 cambios en la evolucion de los sintomas y en las variables epifitiol6gicas
evaluadas. El periodo de incubacién se alargd, se incrementd el tiempo de evolucion de los sintomas y se
redujeron el tiempo de desarrollo de la enfermedad, el indice de infeccion y el estado de sintomas promedio.
La eficacia, a los 64 dias posteriores a la inoculacién, fue del 68,8%. Los resultados indicaron la capacidad de
la cepa nativa T. harzianum CCECH-p1 como antagonista de M. fijiensis en casa de cultivo.

Palabras clave: bioproductos, control biolégico, enfermedad de la mancha negra de la hoja, Mycosphaerella
fijiensis, Trichoderma.

Effect of an ecuadorian strain of Trichoderma harzianum Rifai as an antagonist of
Mycosphaerella fijiensis Morelet under greenhouse conditions

ABSTRACT: The effect of a native strain of Trichoderma harzianum Rifai on the development of black
Sigatoka (Mycosphaerella fijiensis Morelet) artificially inoculated in banana plants cv. ‘Williams’ (Musa AAA)
was determined in a greenhouse. It was shown that the foliar application of this native Ecuadorian strain of T.
harzianum caused changes in the evolution of symptoms and in the variables evaluated. The incubation period
and the symptom evolution time and disease development time became longer. The infection index and the
state of symptom average decreased. Effectiveness after sixty- four days of the inoculation was 68.8%. The
results showed the capability of the native Ecuadorian strain of T. harzianum CCECH-p1 as an antagonist of
M. fijiensis under greenhouse conditions.

Key words: biological control, bioproducts, black leaf spot disease, Mycosphaerella fijiensis, Trichoderma.

INTRODUCCION

El uso de agentes de control biolégico es un com-
ponente importante de la agricultura sostenible (1). Este
aspecto cobra gran importancia en la produccion orga-
nica de cultivos como los platanos y bananos (Musa
spp.), donde se aplican practicas agronémicas enca-
minadas al control de patégenos (2).
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La mancha negra de la hoja o Sigatoka negra, oca-
sionada por el hongo ascomiceto Mycosphaerella
fijiensis Morelet, provoca pérdidas cuantiosas en la
produccidn bananera a nivel mundial y representa un
factor limitante de la produccion en la industria bananera
ecuatoriana. Las medidas de control se basan, princi-
palmente, en el uso de fungicidas quimicos, productos
gue son toxicos para animales y plantas y crean resis-
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tencia en las cepas del patégeno (3). Sin embargo, la
percepcion publica en los Ultimos afios ejercié alta pre-
sién sobre los agricultores e investigadores para desa-
rrollar sistemas de produccién ambientalmente mas
amigables y sostenibles (4).

Diferentes especies del género Trichoderma son el
ingrediente activo de bioproductos comerciales que se
emplean para el control de patégenos de cultivos de
gran importancia econémica. Entre los principales me-
canismos de accion se encuentran: antibiosis, com-
petencia, micoparasitismo e induccion de resistencia
(1,5).

Este microorganismo antagonista se usé anterior-
mente en el manejo de enfermedades poscosecha de
platanos y bananos (Musa spp.) (6,7). En el caso de la
Sigatoka negra, Arzate-Vega et al. (8) informaron re-
sultados promisorios en casa de cultivo, cuando em-
plearon dos cepas nativas de México. Debido a la ne-
cesidad de identificar cepas nativas de Trichoderma
con potencial para el control biolégico de M. fijiensis
este trabajo tuvo como objetivo determinar el efecto de
una cepa nativa de Trichoderma harzianum Rifai como
antagonista de M. fijiensis en casa de cultivo.

MATERIALESY METODOS

Se emplearon cepas de microorganismos, perte-
necientes ala Coleccion de Cultivos Microbianos de la
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo
(ESPOCH), que fueron aisladas de una bananera or-
ganica. Como patdgeno se utilizé la cepa CCCh-Mf1
de Mycosphaerella fijiensis y como agente de control
biolégico Trichoderma harzianum CCECH-p1, cepa ais-
lada de suelo, de rapido crecimiento in vitro y antago-
nista in vitro de M. fijiensis, asi como de otros
patégenos.

Para determinar el efecto de la aplicacion de una
cepa nativa de T. harzianum sobre el desarrollo de la
Sigatoka negra en casa de cultivo se utilizaron plantas
de banano cv. ‘Williams’ (Musa AAA) (susceptible ala
enfermedad). Estas fueron obtenidas por cultivo in vitro
en el Centro Internacional Biotecnologico del Ecuador
(CIBE), via organogénesis, con una alturade 30 cmy
tres hojas activas. Las plantas se colocaron en reci-
pientes de 5,0 L de capacidad con sustrato compues-
to por humus de lombriz, compost y turba en propor-
cion 5:3:2 (Y).

Se utilizé un disefio completamente al azar con dos
tratamientos, cinco plantas de banano con tres hojas
inoculadas por tratamiento, para un total de 15 unida-
des experimentales y el ensayo se repitié dos veces
(n=30). Los tratamientos consistieron en la aplicacion

de una suspension acuosa de conidios de T. harzianum
CCCh-p1ltres dias después de inoculado el patégeno
y un control, compuesto por plantas inoculadas con
M. fijiensis. Se incluyeron plantas de banano sin ino-
cular como control absoluto.

La suspension de conidios se prepar6 a partir de
una formulacion del antagonista (polvo seco, libre de
sustrato) que se obtuvo por fermentacion sélida en
sustrato de arroz. La concentracion se ajusto a ~5 x
10°conidios.ml* y no se incluyeron otros aditivos. Se
aplicé con un aspersor manual, aproximadamente 1
ml por planta.

La preparacion de la suspensién micelial de M.
fijiensis, asi como el proceso de inoculacion artificial,
se llevaron a cabo segun el protocolo descrito por Leiva-
Mora et al. (9). La inoculacion de M. fijiensis se realizé
con un pincel sobre el envés de las tres hojas mas
jovenes totalmente extendidas y se utilizé gelatina 0,1%
(m/v) como adherente. Se ajusté la concentracion a ~
5x10° fragmentos de micelio.ml?.

El riego se realizé por aspersion, los tres primeros
dias constante para mantener la humedad relativa al
100% y, posteriormente, tres veces al dia, para que
estuviera por encima del 70%. La iluminacion fue so-
lar. La temperatura media durante el desarrollo del ex-
perimento fue de 26,4 °C (temperatura maxima 38,5
°C y minima de 14,4 °C) y la humedad relativa media
de 71% (humedad relativa maxima 99% y minima de
43%).

Las evaluaciones se realizaron a partir de los diez
dias posteriores a la inoculacion del patégeno y hasta
los 64 dias (cada 5 dias después de los 14 dias). En
cada una se determing el estado de sintomas en las
tres hojas de cada planta inoculadas con M. fijiensis,
de acuerdo con la escala propuesta por Alvarado-Cap6
et al. (10) que incluye seis estados (Tabla 1).

En los tratamientos donde se inoculé M. fijiensis
se describié la frecuencia de aparicion de los sinto-
mas, se determind el periodo de incubacion (tiempo
gue media desde la inoculacién hasta la aparicién de
los primeros sintomas) (dias) y se calcularon el indice
de infeccion, el tiempo de evolucion de los sintomas
(tiempo desde que aparecen los primeros sintomas
hasta la aparicion de manchas grises con centro
seco) (dias) y el tiempo de desarrollo de la enferme-
dad (TDE) (tiempo que media desde la inoculacion
hasta que aparecen manchas grises con centro seco)
(dias) segun Carlier et al. (11). Ademas, se calculd el
estado de sintomas promedio en cada evaluacion.

La eficacia de la aplicacién del antagonista, en el
control del patégeno inoculado artificialmente, se deter-
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TABLA 1. Escala para evaluacion de estados de sintomas ocasionados por M. fijiensis sobre plantas de Musa spp.
inoculadas artificialmente en casa de cultivo (10)./ Scale to evaluate the symptom states caused by M. fijiensis on Musa

spp. artificially inoculated in a greehouse (10)

Estado Descripcion

sin sintomas por el haz.

0 Hoja sin sintomas.
1 Hoja con pequefias lesiones, puntiformes de coloracion rojiza por el envés y sin sintomas por el haz.
2 Hoja con manchas de contornos regulares o irregulares de color pardo-rojiza por el envés de la hojay

pueden colgar del pseudotallo.

3 Hoja con manchas de contornos regulares o irregulares de coloracion pardo-rojiza por el haz.

4 Hoja con manchas negras (elipticas o circulares) con bordes cloréticos y halo acuoso. La hoja
mantiene tejido verde.

5 Hoja con manchas negras con centros secos grises, las hojas pueden estar completamente necrosadas y

ming a través de la variable indice de infeccion a los 64
dias posteriores a la inoculacién del patégeno, median-
te la féormula: llc-1If / lic x 100, donde llc representa el
indice de infeccion en el control y lIf el indice de infec-
cién en las plantas donde se aplico el antagonista.

Los datos de las variables: estado de sintomas pro-
medio e indice de infeccién se analizaron mediante la
prueba de Kruskal Wallis y las medias se compararon
por la prueba de Mann Whitney para p<0,05.

RESULTADOSY DISCUSION

Se comprobo que la aplicacion foliar de una cepa
nativa de T. harzianum provoc6 cambios en la evolu-
cion de los sintomas y en las variables epifitiolégicas
evaluadas.

En el control inoculado, los primeros sintomas
puntiformes aparecieron en el envés de las hojas a los
14 dias posteriores a la inoculacién (dpi) del patégeno
(periodo de incubacion). Sin embargo, en el tratamien-
to donde se aplicé la suspensién de conidios de T.
harzianum CCCh-p1 fue a los 19 dpi. El periodo de
incubacién se empled por otros autores (12) para dife-
renciar cultivares de Musa con respecto a su respues-
ta frente a M. fijiensis en casa de cultivo, pero no para
evaluar productos biolégicos y resulté Util en este tra-
bajo.

De igual forma, se observo un retraso en la apari-
cion de los estados de sintomas y una reduccioén en la
frecuencia de aparicion de estos en el tratamiento con
T. harzianum. En estas plantas predominaron los pri-
meros estados de sintomas (1 y 2) hasta el dia 54
después de la inoculacion del patégeno y solo evolu-
cionaron hasta el estado 3 (manchas de contornos re-
gulares o irregulares de coloracion pardo-rojiza por el

haz) al final del periodo, a diferencia del control inocu-
lado donde se observo que el patdgeno ocasiono sin-
tomas hasta el estado 5 (manchas negras con centros
secos grises) (Fig.1). El estado de sintomas promedio
en este tratamiento fue significativamente menor con
respecto al control inoculado (Fig. 2).

En correspondencia con lo anterior, la aplicacion
foliar de T. harzianum alargd el tiempo de evolucion
de los sintomas y el tiempo de desarrollo de la enfer-
medad. En las plantas donde se aplicé T. harzianum
no se pudieron calcular estas variables al término del
periodo de evaluacion, ya que los sintomas no alcan-
zaron los estados de mancha necr6tica. Ademas, se
observo una disminucion significativa de la variable
indice de infeccién y estado de sintomas promedio
(Tabla 2).

M. fijiensis es un hongo hemibiotréfico, que en su
proceso de colonizacién de la hoja de banano, antes
de penetrar por los estomas crece epifiticamente (3).
En este ensayo, para garantizar su presencia en las
hojas, se aplicd el antagonista tres dias después de
inoculado. Atendiendo a los resultados de la variable
indice de infeccion, la eficacia de T. harzianum CCCh-
pl a los 64 dias posteriores a la inoculacion fue del
68,8%. Ello indic6 una reduccion del inéculo del pato-
geno por accion del antagonista, que pudiera relacio-
narse con los mecanismos descritos sobre competen-
ciay micoparasitismo observados previamente in vitro
entre estas dos especies de hongos filamentosos (13).

Los resultados de este estudio coinciden con los
informes previos de Arzate-Vega et al. (8), quienes eva-
luaron varias cepas mexicanas de Trichodermay com-
probaron que dos de ellas redujeron la infeccion oca-
sionada por M. fijiensis en casa de cultivo. Ademas,
apoya referencias positivas de la aplicacion de cepas
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FIGURA 1. Efecto de la aplicacion foliar de T. harzianum CCCh-p1 sobre la evolucion de sintomas de M. fijiensis en plantas
de banano cv. ‘Williams’ (Musa AAA) inoculadas artificialmente en casa de cultivo. a. Control inoculado, b. T. harzianum
CCCh-pl./ Effect of the foliar application of T. harzianum CCCh-p1 on the symptom evolution of M. fijiensis on banana
plants cv. ‘Williams” (Musa AAA) artificially inoculated in a greenhouse. a. Inoculated control, b. T. harzianum CCCh-

p1.n=30.

de Trichoderma spp. contra enfermedades foliares como
las causadas por Cercospora beticola Sacc (14) y
Botrytis cinerea (De Bary) Whetzel (15).

De igual forma, indicaron la capacidad de la cepa
nativa (Ecuador) T. harzianum CCECH-p1 para reducir
el inoculo de M. fijiensis y su potencial como antago-
nista de este patdgeno. No obstante, se requiere pro-
fundizar en otros estudios para comprender los meca-
nismos involucrados en el efecto antagonico de este
agente de control biolégico en el patosistema Musa-M.
fijiensis y evaluar su eficacia en campo. A partir de

ello, la efectividad del control podria ser mejorada con
el disefio de un bioproducto que permita una adecuada
adherenciay durabilidad del microorganismo en la hoja.
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FIGURA 2. Efectodelaaplicacion foliar deT. harzianum CCCh-pl sobre el estado de sintomas ocasionados por M. fijiensis
en plantas de banano cv. ‘Williams’ (Musa AAA) inocul adas artificialmente en casa de cultivo. Letras diferentesindican
diferencias S gnificativas entretratami entos seglin |a pruebade Kruskal Wallis’Mann Whitney, p<0,05./ Effect of the foliar
application of T. harzianum CCCh-pl on M. fijiensis symptom stage on banana plants cv. ‘Williams’ (Musa AAA)
artificially inoculated in a greenhouse. Different letters indicate significant differences between treatments according
Kruskal Wallis’Mann Whitney test, p<0,05.n=30.

TABLA 2. Efecto de la aplicacion de T. harzianum CCCh-pl sobre e desarrollo de Sigatoka negra en plantas de
banano cv. ‘Williams’(Musa AAA) inoculadas artificialmente en casa de cultivo. /Effect of T. harzianum application on
Black Sgatoka development on banana plants cv. ‘Williams (Musa AAA) artificially inoculated in a greenhouse.

indice deinfeccién

Tratamiento

44dpi
Control inoculado 50 64 10,56a 27,78a 78,33a 0,13b
T. harzianum CCCh-pl >64 >64 3,33b 11,67b 24,440 1,47a

Leyenda: TES: tiempo de evolucion de los sintomas, TDE: tiempo de desarrollo de la enfermedad, ESP: Estado de
sintomas promedio, dpi: dias posteriores a la inoculacion. Letras diferentes en cada columna indican diferencias
significativas segun la prueba de Kruskal Wallis'Mann Whitney para p<0,05. n=30.
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