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. INTRODUCCION

La revolucién verde impulsada en la década de los sesenta fue uno de
los procesos por los cuales se tratdé de acelerar el crecimiento del sector
agricola en todo el mundo, su impulso trajo consigo muchos progresos
logrando convertirse en un freno de las hambrunas en muchos paises; no
obstante, también provocé impactos negativos, en especial a la salud humana

y al equilibrio de los ecosistemas por el uso excesivo de agrotéxicos.

Dentro de las opciones presentadas para revertir los dafios colaterales
de revolucion verde sobresalen el uso de organismos vivos modificados (OVM)
y la produccion organica. Sin embargo, existe mucha discusién sobre la
seguridad del consumo de los productos transgénicos y su impacto en la
biodiversidad. Esta controversia ha permitido volver a colocar al frente de la
investigacion los conocimientos de control biolégico y el uso de
microorganismos dentro de este como parte de una estrategia sana de

produccion y protecciéon vegetal.

Dentro de los microorganismos antagonistas empleados en el control
biolégico de enfermedades destaca el género Trichoderma, por poseer
diferentes mecanismos de biocontrol. Se ha demostrado que algunas especies
acttan como hiperparasitos competitivos que producen metabolitos
antifingicos y enzimas hidroliticos que limitan significativamente el desarrollo

principalmente de hongos patégenos habitantes del suelo (KUBICEK and
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HARMAN 1998) y nematodos. Otros mecanismos reportados del género
Trichoderma es que favorecen la tasa de crecimiento, desarrollo vegetativo y
aumenta la resistencia frente a situaciones de estrés de las plantas por actuar
como un bioestimulante en el desarrollo radicular, debido a la secrecion de
fitohormonas y compuestos que aumentan la resistencia natural de las plantas
(PAEZ et al., 2006). Considerando estos avances en la investigacion del
género Trichoderma el presente trabajo pretende obtener los objetivos

siguientes:

1. Evaluar la eficiencia de aislamientos de Trichoderma sp. como
promotores del crecimiento vegetativo en Phaseolus vulgaris L. var.
‘chaucha’ bajo condiciones de invernadero.

2. Evaluar el efecto antagénico de los aislamientos de Trichoderma sp.

frente a Sclerotium rolfsii a nivel in vitro.



. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. El género Trichoderma sp.

CLEMENTS y SHEAR (1931), sostienen que las colonias crecen
rapidamente, presentan micelio inicialmente sumergido, luego crecimiento
aéreo pulverulento de color blanquecino que a medida que crece cambia a un
color verde amarillento 0 ambar rojizo; el color varia dependiendo de la cepa y
medio de cultivo. El olor del cultivo en su mayor parte es pronunciado

sugiriendo a coco o alcanfor.

BARNETT y HUNTER (1998), indican que las especies del género
Trichoderma presentan conidiéforos complejos y altamente ramificados en
forma piramidal o cénica dando origen a esterigmas, con extremos ahusados.
Al microscopio, las fidlides se observan mas estrechas en la base que en la
parte superior, permitiendo una buena correlacion entre el sistema de

ramificacion del conidiéforo y la disposicion de estas.

HERMOSA et al. (2000), reportan que microscopicamente muchas
especies del género crecen rapidamente en cultivos artificiales y producen un
largo nimero de pequefias conidias verdes o blancas de células conidibgenas
situadas al final de conidiéforos extensamente ramificados. Esta caracteristica

permite una relativa facil identificacion de Trichoderma como género.
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2.1.1. Clasificacion taxonémica

El género Trichoderma, segin KIRK et al. (2008) se encuentra

clasificado en:

Divisién : Ascomycota

Subdivision : Pezizomycotina

Clase X Sordariomycetes

Subclase X Sordariomycetiade

Orden : Hypocreales

Familia : Hypocreacea

Género : Estado telemérfico: Hypocrea

Estado anamérfico: Trichoderma

GAMS y BISSETT (1998), indican que en muchos razas de
Trichoderma no se ha encontrado la fase sexual; sin embargo, para la mayoria

se la asociado a especies del género Hyprocrea.

2.1.2. Mecanismos de biocontrol de Trichoderma

KUBICEK y HARMAN (1998); BENITEZ et al. (2004), mencionan
que el género Trichoderma esta integrado por un gran nimero de especies que
actuan como agentes de control biolégico y cuyas propiedades antagoénicas se

basan en la activacién de mecanismos muy diversos como el control indirecto
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realizado por la competené:ia por espacio y nutrientes, produciendo antibidticos,
modificando las condiciones ambientales, estimulando el crecimiento de las
plantas y activando sus mecanismos de defensa. El control directo lo realiza
mediante el parasitismo. Todos estos mecanismos pueden actuar de forma
conjunta y su importancia en los procesos de biocontrol depende de la cepa de
Trichoderma, del hongo al que antagoniza, del tipo de cultivo y de las
condiciones ambientales tales como la disponibilidad de nutrientes, el pH, la
temperatura o la concentracioén de hierro en el suelo. La activacion de cada uno
de los mecanismos implica la producciéon de metéboﬁtos y compuestos
especificos tales como factores de crecimiento de plantas, enzimas hidroliticas,

sideréforos, antibiéticos y permeasas de carbono y nitrégeno.

YEDIDIA et al. (1999), indican que a pesar de la cantidad
creciente de investigaciones dedicadas a estudiar la actividad antimicrobial de
Trichoderma sp. ‘in vitro”, el conocimiento de los mecanismos exactos
responsables de la reduccién en la incidencia de las enfermedades, después

de la aplicacién de Trichoderma sp. es aun insuficiente.

BENITEZ et al. (2004), manifiesta que algunas especies del
género Trichoderma son muy comunes en diversos suelos, principalmente en
suelos acidos y ricos en materia organica. Estas especies son faciles de aislar,
de cultivar y de propagar en diversos sustratos y la mayoria presentan un buen

micoparasitismo.
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2.1.2.1. Competencia

Las diversas cepas de Trichoderma crecen
rapidamente cuando se inoculan en suelo ya que son naturalmente resistentes
a muchos compuestos téxicos incluyendo herbicidas, fungicidas y pesticidas
tales como DDT y compuestos fendlicos. Ademas, se recuperan muy
rapidamente después de la adicién de dosis subletales de algunos de estos
compuestos. CHET et al. (1997); HARMAN et al. (2004), mencionan que la
inanicién es la causa mas comun de muerte para microorganismos; por tanto,
la competencia por nutrientes limitantes, resulta ser una eficiente forma de

control de muchos hongos fitopatégenos.

Eisendle et al. (2004), citados por CHAVEZ (2004),
mencionan que un ejemplo claro de este mecanismo de accién se encuentra
representado en hongos filamentosos, donde la toma de hierro es esencial para
la viabilidad de los mismos. Bajo condiciones de deficiencias de hierro, el
hongo excreta agentes quelantes especificos de bajo peso molecular llamados

sideréforos, que le permiten tomar el hierro en forma reducida.

2.1.2.2. Antibiosis

HOWELL (1998), menciona que la antibiosis ocurre
durante la interaccion de los compuestos difusibles de bajo peso molecular que
inhiben el crecimiento de otros microorganismos; entre estos compuestos, se

encuentran el acido harzianico, alameticinas, tricholinas, 6-penthylpirona,
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massoilactona, viridina, gliovirina, glisoperonas, acido heptéidico y otros que

estan siendo descritos.

2.1.2.3. Micoparasitismo

- FERNANDEZ  (2001),  manifiesta que el
micoparasitismo se trata de la accion directa de un hongo parasitando a otro,
donde el patégeno es utilizado como alimento por su antagonista. Este tipo de
mecanismo se basa en la produccién, por parte del antagonista, de enzimas
extracelulares, como la quitinasa, celulasa, 8,1-3-glucanasa y la proteasa, que
utiliza para romper las estructuras del patégeno, y poderio parasitar. El
parasitismo puede ocurrir mediante la penetracién, el engrosamiento de hifas,

la produccion de haustorios y la desorganizacién del contenido celular.

CHET y BAKER (1981), mencionan que en el proceso
de micoparasitismo ejercido por Trichoderma se produce en varias etapas
sucesivas, que comienza por el crecimiento quimiotréfico de Trichoderma hacia
el hospedante, estimulado por moléculas procedentes del mismo, de naturaleza
desconocida. Las Unicas que se han detectado hasta ahora son aminoacidos y
azlcares, por lo que no cabe esperar que la induccion sea especifica del

hospedante.

ELAD et al. (1982), demostraron que Trichoderma spp.

producen celulasas, glucanasas y quitinasas que degradan “in vitro” la celulosa
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de las paredes celulares de Oomycetes y la quitina B -1,3 glucanos de las

paredes celulares de los hongos pertenecientes a la divisién Deuteromycota.

2.1.3. Promotor de crecimiento

BAILEY y LUMSDEN (1998), indican que esta plenamente
evidenciado que la adiciéon de especies de Trichoderma a la rizésfera puede
resultar como promotor de crecimiento vegetativo de las plantas. El incremento
masivo de la poblacién de especies de Trichoderma en la rizésfera influye
directamente en el crecimiento de la planta ya sea como promotor o inhibidor.
Los mecanismos de Trichoderma involucrados como promotor de crecimiento

vegetativo estan recién siendo investigados.

BABBITT (2003), indica que uno de los mecanismos que tienen
los hongos para promover el crecimiento de las plantas es precisamente
eliminando los patégenos que lo atacan. Pero no es éste el (inico mecanismo,
también son capaces de solubilizar micronutrientes, incrementar la absorcion y
de producir reguladores del crecimiento vegetal. Tienen la capacidad de
bloquear sitios de infeccion de los patdgenos, ya que colonizan en forma
competitiva las raices. Asi mismo, menciona que puede haber que un mismo
aislamiento se comporte tanto como promotor del crecimiento vegetativo y

como antagonista.

Bjorkam et al. (1990) citados por BAILEY y LUMSDEN (1998),

demostraron que las raices de plantas de maiz tratados con la cepa 1295-22
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de T. harzianum son mas vigorosas que en plantas no tratadas. Esta evidencia
sugiere que los aislamientos de T. harzianum puede limitar y atin puede revertir
el efecto de la oxidacion de las raices. PAEZ et al. (2006), mencionan que se
ha comprobado que Trichoderma produce sustancias estimuladoras del
crecimiento y desarrollo de las plantas. Estas sustancias actGan como
catalizadores o aceleradores de los tejidos meristematicos primarios en las
partes jovenes de éstas, acelerando su reproduccion celular, logrando que las
plantas alcancen un desarrollo mas rapido que aquellas plantas que no hayan
sido tratadas. Algunas especies de Trichoderma han sido reportadas como
estimuladoras de crecimiento en especies tales como clavel, crisantemo,
petunia, pepino, berenjena, arveja, pimienta, rabano, tabaco, tomate, lechuga,

zanahoria, papa, algodén, frijol y pastos ornamentales.

CHANG et al. (1986), observaron un incremento en la
geminacion, floracion, aitura y peso fresco en pimienta, crisantemos y otras
plantas, después del tratamiento del suelo con suspensiones conidiales de T.

harzianum.

LYNCH et al. (1991), demostraron la promocién del crecimiento
de la planta en el cuitivo de lechuga, con el tratamiento con T. harzianum
utilizando como medio de cultivo melaza, este tratamiento aumento el

crecimiento y pesos después de 25 dias.
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AHMAD y BAKER (1988) y HARMAN et al. (1989), plantean
que el efecto de promotor de crecimiento de plantas con Trichoderma sp. es
como resultado del control de agentes patégenos, ello sugiere que las plantas
para cumplir sus capacidades para crecimiento maximos es necesario que esté

libre de patégenos.

ERAZO (2004), reporta que Trichoderma contribuye al
crecimiento en cuanto a profundidad de las raices de las plantas y aumentando
la capacidad de absorciéon de nutrientes y agua. Las raices colonizadas por
Trichoderma requieren un 40% menos de fertilizantes nitrogenados con
relacion a las raices que no se encuentran colonizadas. Trichoderma estimula
el crecimiento de los cultivos porque posee metabolitos que promueven los

procesos de desarrollo en las plantas.

2.1.4. Rango de hospederos

GONZALES (1999), manifiesta que las diferentes especies de
Trichoderma pueden controlar a un amplio grupo de patégenos; sin embargo, la
mayoria de especies o cepas son mas eficientes para controlar a ciertos

patdgenos, pudiendo ser ineficaces contra algunos otros.

2.2. Del frijol (Phaseolus vulgaris L.) variedad "‘chaucha’

2.2.1. Origen y distribucion

LIRA (1994), refiere que es una hortaliza facil de cultivar,

proporciona un alimento muy nutritivo. Su domesticacion se produjo en México,



-22.

Centro América y Perl, en épocas antiguas y probablemente, en forma

independiente, partiendo de un ancestro silvestre ampliamente extendido y

polimérfico. Originario de América central, el sur de México y sud América; en

estos lugares de cultivan desde épocas precolombinas.

2.2.2.

Caracteristicas botanicas

Es una planta de crecimiento determinado.

Hojas de color verde oscuro.

Tamano de planta de 50 a 60 cm.

Inicio de floracién a los 45 dias después de la siembra.
Flor de color blanco.

Duracién de la floracién de 10 a 15 dias.

De 10 a 30 vainas por planta.

De 5 a 6 granos por vaina.

Maduracion uniforme a partir de los 100 dias de sembrado.
Las plantas después de amarillamiento de sus hojas en un

90%, comienza la madurez de la cosecha.

Defoliacion natural cuando los granos estan de 90 a 100 dias

desde la siembra.
El peso de 100 semillas es de 40 gramos aproximadamente.

Rendimiento desde los 2000 a 4000 kg/ha.
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+ Granos de color rojo con jaspes crema.

* Amplia adaptacion desde los 100 msnm (Selva Baja), hasta

2500 msnm.

*+ Mediadamente susceptible al dafio por “ascochyta”
(Ascochyta phaseolorum), pudricién radicular (Sclerotium

rolfsii) y Oidium (Erysiphe polygoni) (PROYECTO PRA, 2003).

Descripcion morfoldgica

BRUNO (1990), indica que en la primera etapa de desarroilo el

sistema radical esta formado por la raiz principal o primaria. A los pocos dias

de la emergencia de la ridicula es posible ver las raices secundarias, que se

desarrollan especialmente en la parte superior o cuello de la raiz principal; se

encuentran de 3 a 7 de éstas raices en disposicion de corona y tienen un

didametro poco menor que la raiz principal. El tallo es el eje central de la planta

el cual esta formado por la asociacién de nudos y entrenudos. Se origina del

meristemo apical del embrion de la semilla; desde la germinacion y en las

primeras etapas de desarrollo de la planta, este meristemo tiene fuerte

dominancia apical y en proceso de desarrollo genera nudos.



Ill. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

El trabajo fue realizado en el Laboratorio de Fitopatologia e invernadero
Fitopatologico de la Universidad Nacional Agraria de l_a Selva, geograficamente
ubicada en el km 2 de la carretera Tingo Maria a Huanuco, distrito de Rupa
Rupa, provincia de Leoncio Prado, departamento de Huanuco; cuyas
coordenadas UTM son: Norte: 8969849.07 m, Este: 390636.56 m, Altitud:
669.50 msnm, presentando un Bosque Himedo Premontano Tropical (bh-PT),
con temperatura media de 25°C y humedad relativa de 82.5%, segun la
clasiﬁcacién ecologica realizada por HOLDRIDGE (1 987), Con una precipitacion

pluvial de 3400 mm/afio.

3.2. Metodologia

El trabajo se desarrollé en dos fases:
3.2.1. Fase de laboratorio
3.2.1.1. Obtencion de aislamientos de Trichoderma sp.

Fueron obtenidos siguiendo la metodologia descrita por
SOSA et al. (2005); que consiste en ubicar un area de terreno que presenta
caracteristicas de suelo con bastante materia organica, de color oscuro y que
esté himedo. En cada area ubicada se delimité una parcela de 9 m?
situandose en cada uno de ellos cinco puntos de muestreo; de los que se tomd

una submuestra de suelo de 50 g de los primeros 10-15 cm de profundidad,
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cada muestra fue depositada en una bolsa plastica debidamente codificada.
Las muestras se trasladaron al Laboratorio de Fitopatologia, donde se secaron
a temperatura ambiente bajo sombra por 24 horas, para reducir la poblacién de

bacterias habitantes del suelo.

Una vez seco el suelo se realiz6 un mullido manual y
se colocd en recipientes estériles dentro de una camara de flujo laminar, se
tomé aproximadamente 1 g de suelo y se espolvored sobre placas petri que
contenian medio PDA (Agar Papa Dextrosa). Las placas sembradas, se
incubaron a temperatura ambiente. Cada 12 horas, se realizaron observaciones
al microscopio Optico para observar crecimiento de estructuras vegetativas y/o.
propagativas de hongos. En aguellas placas donde se observé crecimiento,
semejantes a colonias de Trichoderma se procedi6 a reaislarlos hasta obtener
crecimientos puros. Su identificacion hasta nivel de género se realizd siguiendo

la clave propuesta por BARNETT y HUNTER (1998).

En el Cuadro 1, se muestra las zonas de los cuales se
obtuvo muestras de suelo para el aislamiento de Trichoderma sp.,

obteniéndose un total de 77 muestras.

3.2.1.2. Determinacion de la tasa de crecimiento micelial

La tasa de crecimiento micelial (cm/dia) de los
aislamientos obtenidas (incluyendo a T. harzianum proporcionado por el

Laboratorio de Fitopatologia y adicionada como testigo comparador) se realizé
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siguiendo la metodologia descrita por FRENCH (1981); que consiste en extraer
de cultivos puros discos de medio con la ayuda de un sacabocado de un
diametro de 10 mm. Cada uno de los discos fueron colocados individuaimente
al centro de una placa que contenia medio PDA, en un ambiente de asepsia
(camara de siembra). Las placas sembradas, fueron incubadas a temperatura
ambiente y cada 24 horas se evalud el diametro de crecimiento micelial hasta
llenar la placa. La tasa de crecimiento micelial (cm/dia) se calculé al someter

los datos de crecimiento por dia a un analisis de regresion lineal simple.

Cuadro 1. Numero de muestras de suelo obtenidas para el aislamiento de

Trichoderma sp. en diferentes zonas.

Departamento Provincia Zona N° de muestras obtenidas
Fundo-UNAS 20
Naranjillo 08
1y ik s Leoncio Castillo Grande 10
Huanuco Prado Tulumayo 10
Bella Monzén 10
Maliqui 05
San Martin Tocache Tocache 12
Junin Chontamayo 02
Total 77

3.2.1.3. Determinacion de la concentracion de conidias

De las placas que contenian cada uno de los
aislamientos puros se extrajeron 3 rodajas de 5 mm de diametro y se colocaron
sobre 100 g de sustrato arroz estéril en bolsas de polipropileno. Cada bolsa fue

incubada a temperatura ambiente por 10 dias bajo luz artificial.
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Después de los 10 dias de incubacién, se extrajo de
cada bolsa 1 g de sustrato colocandolos en 9 ml de ADE (agua destilada
estéril), a partir del cual se realizaron diluciones seriadas de 102, 103, 10*y
10°. La cuantificacién de la concentracién de conidias en cada dilucién se
realizO empleando una camara de contaje de Levi, que tiene un rayado
Neubaver, para ello se sigui6 la metodologia descrita por FRENCH (1981). Los
datos obtenidos se sometieron a un analisis de variancia utilizando un disefio

completamente al azar (DCA), con 25 tratamientos y 4 repeticiones.

3.2.1.4. Determinacion del efecto antagdénico de los
aislamientos de Trichoderma frente a Sclerotium
rolfsii

Con la finalidad de determinar el potencial de antibiosis
0 micoparasitismo de los aislamientos de Trichoderma obtenidos, se realizo
una siembra dual con Sclerotium rolfsii en placas de petri que contenian medio

PDA (Figura 1).

Se registré por 7 dias el crecimiento radial (cm) de
cada colonia en la parte opuesta a la tapa de la placa petri. E! efecto
antagénico mediante el mecanismo de antibiosis fue determinado mediante Ila
medicién de la zona de inhibicién del aislamiento de Trichoderma con respecto
a Sclerotium rolfsii. El parasitismo fue determinado mediante observacion visual
de la existencia de desarrollo del aislamiento de Trichoderma sobre el micelio

de S. rolfsii (Figura 3). Ademas, a partir de esta figura, se ha elaborado el
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Cuadro 13, donde se presenta el grado de antibiosis y micoparasitismo
mediante la siguiente escala: (-) = ‘No existé, (+) = Bajo, (+) = Moderado, (++) =
Alto. Para el parametro de antibiosis se consider6 de la escala bajo (), cuando
las % partes del area de la placa ocupado por S. rolfsii y la diferencia por
Trichoderma; Moderado (+), cuando la mitad del area de la placa ocupado por
Trichoderma y la otra mitad ocupado por S. roffsii y Alto (++) cuando las %
partes del area de la placa ocupado por Trichoderma y la diferencia por S.

roffsii.

Figura 1. Siembras duales de Trichoderma harzianum (Th) vs. Sclerotium

rolfsii (Sr) en medio PDA.

Para el parametro de micoparasitismo en el rango de
Bajo (+) cuando las % partes del area de la placa eran ocupados por S. roffsii y
la diferencia por Trichoderma, donde sus hifas sobrepasaba al area de S.
rolfsii, Moderado (+), cuando la mitad del area de la placa era ocupado por

Trichoderma y sus hifas sobrepasaban el crecimiento a la mitad del area de la
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placa que era ocupado por S. rolfsii y Alto (++), cuando de las % partes del
area de la placa era ocupado por Trichoderma y sus hifas sobrepasaban el

crecimiento al area de S. roffsii

3.2.2. Fase de invernadero
3.2.21. Determinacion de la habilidad de los aislamientos
de Trichoderma sp. como promotores de crecimiento
vegetativo

BENITEZ et al. (2004), refieren que las sustancias que
actian como promotores de crecimiento vegetativo en el género Trichoderma
se encuentran en sus metabolitos secundarios. Tomando como referencia esta

afirmacion se procedié a obtener los metabolitos de cada aislamiento.

+ Obtencion de los metabolitos

Se prepar6 un cultivo melaza de cafia mas extracto
de levadura (melaza de cafa al 3% y levadura al 0.5%), este medio se colocd
en botellas autoclavables hasta las % partes de su capacidad, se esterilizaron
por 2 veces (121°C x 30 minutos). En cada botella se colocaron tres discos de
PDA conteniendo el micelio de cada aislamiento en estudio. Las botellas se
colocaron en un agitador orbital a 100 rpm, durante 15 dias. Se consideré como
metabolitos la suspension liquida que qued6é después de filtrar el medio a

través de un tamiz de 0.25 mm.
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3.2.21.1. Determinacién de la dosis optima de aplicacion de
metabolitos

Obtenido los metabolitos; fue necesario determinar la dosis
6ptima de dilucién en la cual podria ejercer la accion promotora de crecimiento
vegetativo. En ésta fase s6lo se trabaj6é con 20 aislamientos, puesto que 5 auin

estaban en proceso de purificacion.

a. Componentes en estudio
+ Metabolitos de 20 aislamiento de Trichoderma
Dilucién de los metabolitos al 0, 50, y 75%. Como diluyente se
empleé la solucién nutritiva de Hogland (1.18 g de nitrato de calcio,
0.13 g de fosfato dihidrogenado de potasio, 0.5 g de nitrato de
potasio y 0.25 g de sulfato de magnesio en un litro de agua).
+ Germoplasma

Semillas de frijol de la variedad “chaucha’

b. Tratamientos en estudio: Se muestran en el Cuadro 2.

c. Instalacion y aplicacion de los metabolitos
Sobre los vasos que contenian arena estéril se sembr6 una semilla de
frijol. A los 3 dias de la siembra y con una frecuencia de 3 dias se regé con
cada uno de las diluciones de los metabolitos de cada aislamiento durante 30

dias.



Cuadro 2. Exposicién de plantulas de frijol a tres dosis de metabolitos obtenidos de 20
aislamientos de Trichoderma.

Clave Tratamiento (% dilucién del metabolito) Frecuencia de aplicacion (dias) N° de aplicaciones
T ATrF al 50% de dilucién 3 10
T ATrqF al 75% de dilucion 3 10
Ts ATrF al 100% 3 10
T4 ATrN al 50% de dilucion 3 10
Ts ATTN al 75% de dilucion 3 10
Ts ATr,N al 100% 3 10
T, ATrsF al 50% de dilucion 3 10
Te ATrsF al 75% de dilucion. 3 10
Te ATrsF al 100% 3 10
T1wo ATr,N al 50% de dilucién 3 10
T ATr,N al 75% de dilucion 3 10
T AT,N al 100% 3 10
T ATrsF al 50% de dilucion 3 10
Tis ATrsE al 75% de dilucion 3 10
Tis ATrsF al 100% 3 10
T ATrsF al 50% de dilucién 3 10
Ty ATreF al 75% de ditucion 3 10
T13 ATrGF al 100% 3 10
Ty ATr,Cg al 50% de dilucion 3 10
Ty ATr;Cg al 75% de dilucion 3 10
T ATr,Cg al 100% 3 10
T» ATrsT al 50% de dilucién 3 10
Tn ATrgl al 75% de dilucion. 3 10
Toa ATreT al 100% 3 10
T ATroF al 50% de dilucion 3 10
T ATrgF al 75% de dilucion 3 10
T ATroF al 100% 3 10
T ATryoF al 50% de dilucion 3 10
T ATryoF al 75% de dilucién 3 10
Tao ATryoF at 100% 3 10
Ta ATrCh al 50% de dilucién 3 10
Tn ATr,,Ch al 75% de dilucion 3 10
Tas ATry,Ch al 100% 3 10
T ATry,T al 50% de dilucién: 3 10
Tas ATr,T al 75% de dilucion 3 10
T35 ATT12T al 100% 3 10
Tar ATry3T al 50% de dilucién 3 10
Tas ATr,3T al 75% de dilucion 3 10
Tae ATryT al 100% 3 10
Tao ATrq,T al 50% de dilucién 3 10
T41 AT\'MT al 75% de dilucién 3 10
Ta ATr;,T al 100% 3 10
Tas ATrysT al 50% de dilucion 3 10
Taa ATrysT al 75% de dilucion 3 10
Tas ATrysT al 100% 3 10
T ATrN al 50% de dilucién 3 10
T ATreN al 75% de dilucion 3 10
Tas ATreN al 100% 3 10
Ta ATry7M al 50% de dilucion 3 10
Tso ATr;M al 75% de dilucion. 3 10
Ts1 ATr7M al 100% 3 10
Ts2 ATrisBM al 50% de dilucion 3 10
Tss ATrsBM al 75% de dilucion 3 10
Tsa ATrsBM al 100% 3 10
Tss ATrsBM al 50% de dilucion 3 10
Tss ATroBM al 75% de dilucion 3 10
Ts7 ATrgBM al 100% 3 10
Tss Trh al 50% de dilucién 3 10
Tse Trh.al 75% de dilucion 3 10
Teo Trh al 100% 3 10
Tet Testigo Hogland 100% 3 10
Te2 Testigo Agua 3 10

Aislamiento de Trichoderma: ATr1¥ = del Fundo - UNAS, ATr2N = de Naranjillo, ATr3F = del Fundo UNAS, ATr4N = de
Naranjillo, ATr5F = del Fundo - UNAS, AT6F = del Fundo- UNAS, ATr7Cg = Castillo Grande, ATr8T = de Tulumayo,
ATrOF = del Fundo- UNAS, ATr10F = del Fundo- UNAS, ATr11Ch = de Chontamayo, ATr12T = de Tocache, ATr13T =
de Tocache, ATr14T = Tocache, ATr15T = de Tocache, ATri6N = de Naranjillo, ATr17M = de Mallqui, ATr18BM = de
Bella Monzén, ATr19BM = de Bella Monzon y Trh.= Trichoderma haszianum.
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d. Disefio experimental
El disefio experimental empleado fue el Disefio Completamente al Azar
(DCA) en forma independiente para cada aislamiento, con 5 tratamientos y 4

repeticiones.

e. Analisis de variancia

Cuadro 3. Analisis de variancia para los resultados de cada aislamiento en

un disefio completamente al azar (DCA) con testigos adicionales.

Fuente de variacion Grados de libertad
Tratamientos 4
Dosis
Testigos™
Dosis vs Testigos 1
Error experimental 11
Total 15

* Los valores de los testigos fueron los mismos para los 20 aislamientos

f. Observaciones registradas
Se registro la altura de planta cada 3 dias y al término del experimento
se evalud: volumen radicular, peso fresco (total, parte aérea y parte radicular) y

peso seco (total, parte aérea y parte radicular).

3.2.21.2. Seleccion de aislamientos con mejor habilidad promotora
de crecimiento

La prueba anterior permiti6 determinar el porcentaje de

diluciéon del metabolito al cual podria aplicarse; siendo el 75% de dilucién el que
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mejor efecto tuvo en el crecimiento vegetativo del frijol var. chaucha (Cuadros

del 14 al 21).

a. Componentes en estudio
+ Metabolitos de 25 aislamientos de Trichoderma
A una dosis de aplicacion al 75% (se empleé como diluyente agua

destilada).

* Germoplasma

Semillas de la variedad de frijol "chaucha”

b. Tratamientos en estudio: Se muestran en el Cuadro 4.

c. Instalacion y aplicacion de los metabolitos
Sobre los vasos que contenian arena estéril se sembré una semilla de
frijol. A los 5 dias de la siembra y con una frecuencia de 5 dias se regd con los

metabolitos crudos al 75% durante 30 dias.

d. Disefio exberimental
El disefio experimental empleado fue el Disefioc Completamente al Azar

(DCA), con 26 tratamientos y 9 repeticiones.



Cuadro 4. Exposicion de plantulas de frijol a una dilucion del 75% de

metabolitos obtenidos de 25 aislamientos de Trichoderma.

Frecuencia N° de
Clave Tratamiento aplicacién (dias) aplicacién
T4 Metabolitos del aislamiento ATr,F al 75% 5 6
T, Metabolitos del aislamiento ATr>N al 75% 5 6
Ts Metabolitos del aislamiento ATrsF al 75% 5 6
T, Metabolitos del aislamiento ATr,N al 75% 5 6
Ts Metabolitos del aislamiento ATrsF al 75% 5 6
Ts Metabolitos del aislamiento ATrsF al 75% 5 6
Ty Metabolitos del aislamiento ATr;Cg al 75% 5 6
T Metabolitos del aislamiento ATrsT al 75% 5 6
Te Metabolitos del aislamiento ATrqF al 75% 5 6
T Metabolitos del aislamiento ATroF al 75% 5 6
Ty Metabolitos del aislamiento ATr,,Ch al 75% 5 6
T2 Metabolitos del aistamiento ATr,T al 75% 5 6
Tis Metabolitos del aislamiento ATr5T al 75% 5 6
Tas Metabolitos del aislamiento ATry4T al 75% 5 6
T1s Metabolitos del aislamiento ATrysT al 75% 5 6
T1s Metabolitos del aislamiento ATreN al 75% 5 6
T4z Metabolitos del aislamiento ATr;M al 75% 5 6
Tis Metabolitos del aislamiento ATrzsBM al 75% 5 6
Tig Metabolitos del aislamiento ATr,sBM al 75% 5 6
Tag Metabolitos del aislamiento ATr,,BM al 75% 5 6
Tay Metabolitos del aislamiento ATr,;BM al 75% 5 6
Ta Metabolitos del aislamiento ATr.,BM al 75% 5 6
Tas Metabolitos del aislamiento ATrysN al 75% 5 6
Tos Metabolitos del aisiamiento ATr,4BM al 75% 5 6
Tas Metabolitos de T. harzianum al 75% 5 6
Tos Testigo (agua) 5 6

Como diluyente de los metabolitos se emple6 agué destilada

Aislamiento de Trichoderma: ATr1F = del Fundo - UNAS, ATr2N = de Naranjillo, ATr3F = del Fundo
UNAS, ATr4N = de Naranjillo, ATrSF = del Fundo - UNAS, ATr6F = del Fundo- UNAS, ATr7Cg = Castillo
Grande, ATr8T = de Tulumayo, ATr9F = del Fundo- UNAS, ATr10F = del Fundo- UNAS, ATr11Ch = de
Chontamayo, ATr12T = de Tocache, ATr13T = de Tocache, ATr14T = Tocache, ATri5T = de Tocache,
ATr16N = de Naranjillo, ATr17M = de Mallqui, ATri8BM = de Bella Monz6n, ATr19BM = de Bella Monzén
y Trh = Trichoderma harzianum.
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e. Observaciones registradas
Se registré la altura de planta cada 5 dias y al término del experimento
se evalud, volumen radicular, peso fresco (total, parte aérea y parte radicular) y

peso seco (total, parte aérea y parte radicular).
f. Analisis de variancia
En el Cuadro 5 se presenta el analisis de variancia para el diseno

empleado.

Cuadro 5. Andlisis de variancia para un disefio completamente al azar

(DCA).
Fuente de variacion Grados de libertad
Tratamientos 25
Error experimental 208
Total 233

3.2.2.1.3. Evaluaciéon de 4 aislamientos de Trichoderma con
capacidad promotora de crecimiento vegetativo en tres

formas de aplicacioén en P. vulgaris
De la prueba anterior se seleccionaron 4 aislamientos por su
mayor habilidad promotora de crecimiento. Este ensayo tuvo por finalidad
determinar si la forma de aplicacion de Trichoderma (sélido 6 liquido) influye en

la habilidad promotora de crecimiento vegetativo de P. vulgaris var. ‘chaucha’.
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a. Componentes en estudio
+ Aislamiento de Trichoderma
4 aislamientos de Trichoderma sp. (ATraN, ATrsF, ATri2T y ATr4T).
* Forma de aplicacién
- Aplicacion directa de los 4 aislamientos de Trichoderma fermentada
en medio melaza de cafia y levadura sobre las plantulas de frijol.
- Aplicacion directa de los 4 aislamientos de Trichoderma en sustrato
arroz a cuello de plantulas de frijol.
- Aplicacion liquida de los 4 aislamientos de Trichoderma obtenido al
lavar en agua el sustrato arroz.
*+ Germoplasma

Semillas de frijol de la variedad ‘chaucha’.

b. Tratamientos en estudio: Se muestra en el Cuadro 6.

c. Instalacién y aplicaciéon de los metabolitos
Cada semilla de frijol se sembré en las macetas de 2 kg de suelo
franco estéril. La primera aplicaciéon se realiz6 a los 10 dias de la siembra y
cada 15 dias se aplico a cada maceta 30 ml de una suspensioén conidial de 10°

ufc por 60 dias.

d. Diseiio experimental
El disefio experimental empleado fue el Disefio Completamente al Azar

(DCA). con 17 fratamientas y 4 repeticionas.
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e. Analisis de variancia

En el Cuadro 7 se muestra el analisis de variancia empleado.

Cuadro 6. Tres formas de aplicacién de 4 aislamientos de Trichoderma para

evaluar su efecto como promotor de crecimiento en frijol var.

‘chaucha’.
N° de
Clave Trat. Aislamiento de Trichoderma Dosis Frec. aplicaciones
T, ATr,N  ATr,N en medio MC+L* 75% 15 3
T- ATroN  ATrN en solucion liquida™ 10° ufc/ 30ml 15 3
T, ATr,N ATN en sustrato de arroz*** 20g 15 3
Ta ATrsF  ATrsF en medio MC+L* 75% 15 3
Ts ATrsF  ATrsF en solucion liquida™ 10%ufc/ 30ml 15 3
Te ATrsF  ATrsF en sustrato de arroz*** 20g 15 3
T, ATr,T ATroT en medio MC+L* 75% 15 3
Ts ATr,T ATryoT en solucién liquida** 10° ufc/ 30m| 15 3
Ts ATri,T ATr,T en sustrato de arroz*** 2049 15 3
T1o AT, T ATrsT en medio MC+L* 75% 15 3
T4 ATry T ATr4T en solucién liquida** 108 ufc/ 30ml 15 3
Ti2 ATr4T ATr4T en sustrato de arroz*** 20g 15 3
T3 Sélo Levadura 3.0% 15 3
T4 Sélo Melaza de caia 0.5% 15 3
Tis Melaza de cafia +Levadura 3.5% 15 3
Tis Sélo Arroz 20g 15 3
Ty Sélo Agua (testigo) 30 ml 15 3

* Aislamiento Trichoderma fermentado en médio melaza de cafia mas extracto de lavadura.
** Solucibn fiquida del asilamiento de Trichoderma obtenida al lavar el sustrato arroz en agua.
*** Aislamiento Trichodenma fermentado en sustrato de arroz.

10® ufc/ 30mi= concentracion de conidias, del cual se aplic6 30 mi por maceta de 2 Kg de suelo.

ATr2N = Aislamiento de Trichoderma 2 de Naranjillo, ATr5F = Aislamiento de Trichoderma 5 de! Fundo-
UNAS, ATr12T = Aislamiento de Trichoderma 12 de Tocache y ATr14T = Aislamiento de Trichoderma 14
de Tocache.



Cuadro 7. Analisis de variancia para los tratamientos en estudio bajo un

disefio completamente al azar (DCA).

Fuente de variacion Grados de libertad
Tratamientos 16
Error experimental 51
Total 67

f. Observaciones registradas

Se registré la altura de planta cada 7 dias y al término del experimento
se evalué: volumen radicular, peso fresco (total, parte aérea y parte radicular) y

peso seco (total, parte aérea y parte radicular).



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Fase de laboratorio

4.11. Obtencion de los aislamientos de Trichoderma sp.

De las 77 muestras de suelo, colectadas de las diferentes zonas
(Cuadro 1), se lograron obtener 24 aislamientos de Trichoderma sp., siendo el
porcentaje de ocurrencia de éste antagonista en estos suelos en un rango de
10 a 60%; con un promedio del 31% (Cuadro 8). Esto corrobora el reporte de
muchos autores que manifiestan que Trichoderma es un antagonista habitante
natural del suelo y se encuentra ampliamente distribuido en todo tipo de suelo,
especialmente en aquellos que contienen materia organica o desechos
vegetales en descomposicién. Sin embargo, en este estudio no fue posible

aislarlos de todos los suelos.

Cuadro 8. Numero de aislamientos de Trichoderma sp. obtenidos por cada

zona y su porcentaje de ocurrencia.

N° de muestras N° de Aislamientos Frecuencia de
Procedencia* obtenidas. obtenidos ocurrencia
Fundo-UNAS 20 6 30%
Naranijillo 8 4 50%
Castillo Grande 10 1 10%
Tulumayo 10 1 10%
Chontamayo 2 1 50%
Tocache 12 4 33%
Mallqui 5 1 20%
Bella Monzon 10 6 60%
Total 77 24 Prom. 31%

* Todas las zonas o localidades citadaé corresponden al ambito de los departamentos de
Huanuco, Junin y San Martin — Peru



Cuadro 9. Caodificacidbn empleada para los 24 aislamientos de Trichoderma

obtenidos por cada zona.

N° Aislamientos Procedencia Codificacion
1 'Fundo-UNAS ATrF
2 Naranjillo ATrN
3 Fundo-UNAS ATrsF
4 Naranijillo ATsN
5 Fundo-UNAS ATrsF
6 Fundo-UNAS ATreF
7 Castillo Grande ATr,Cg
8 Tulumayo ATrgT
9 Fundo-UNAS ATrgF
10 Fundo-UNAS ATroF
11 ‘Chontamayo ATry1Ch
12 Tocache ATroT
13 Tocache ATry3T
14 Tocache ATraT
15 Tocache ATrsT
16 Naranjillo ATrN
17 Mallqui ATryyM
18 Bella Monzén ATrsBM
19 Bella Monzén ATrigBM
20 Bella Monzén ATrsBM
21 Bella Monzén ATr:1BM
22 Bella Monzén ATr,BM
23 Naranijillo ATrasN
24 Bella Monzén ATr,BM
25 Lab. Fitopatologia T. harzianum (Trh)

En el Cuadro 9, se presenta la codificacién que se dio a los 24
aislamientos de Trichoderma obtenidos; asi mismo, se incluy6 a la especie T.
harzianum como un testigo comparador. Este aislamiento fue obtenido de la

micoteca del laboratorio de Fitopatologia.
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4.1.2. Determinacion de la tasa de crecimiento micecial de los
aislamientos de Trichoderma sp.

Las tasas de crecimiento micelial (cm/dia) de los aislamientos
obtenidos se muestra en el Cuadro 10. Segun, estos valores el género
Trichoderma posee un rapido crecimiento; sin embargo, debemos precisar que
éstos al tener una esporulaciéon pulverulenta, sus conidias se diseminan
rapidamente en el medio cuando se manipula la placa y ellos inician nuevos
puntos de crecimiento dando ese aparente crecimiento acelerado. Los valores
obtenidos fluctian entre 3.22 y 4.12 cm por dia; siendo los aislamientos ATrsF
(3.8), ATr4T (4.0) y ATr2T (4.1), los que tuvieron mayores tasas de
crecimiento micelial; situaciéon que expresa diferencias genéticas y fisiologicas
de cada aislamiento. Ademas, por la forma de crecimiento micelial, tincién al
medio y esporulacion de la mayoria de los aislamientos hacen presumir que

existen varias especies y trabajos futuros deben tentar a clasificarlos.

Del total de aislamientos de Trichoderma evaluados el 68%
tiene una tasa de crecimiento micelial en un intervalo de 3.5 a 3.82 cm por dia
(Figura 2); mientras sélo un 12% posee tasas comprendida entre 3.9 a 4.1.
Estos resultados son similares a los reportados por Wells et al. (S/A), citados
por KRAUSS y SOBERANIS (2001), quienes indican que Trichoderma
harzianum, sembrado en placa petri de 10 cm de diametro fue cubierto en 4

dias.



Cuadro 10. Tasa de crecimiento micelial de los 25 aislamientos de

Trichoderma sp. estudiados.

Aislamientos @~ Tasa de crecimiento micelial (cm/dia)
ATrF 3.6
ATrN 3.7
ATrsF 3.8
ATrsN 3.8
ATrsF 3.8
ATr 5F 34

ATr;Cg 3.7
ATrsT 3.6
ATroF 3.7
ATI'10F 3.3

ATrq4 Ch 3.6
ATr 1 zT 4.1
ATrsT 3.4
ATf14T 4.0
ATrisT 3.7

ATH sN 3.2

ATry 7M 3.6

ATI'1 aBM 3.6
ATr 1gBM 3.8
ATr0BM 3.6
ATI'21 BM 4.0
ATI'ZQBM 3.3
ATrsN 3.8
ATr,BM 3.8
Trh 3.7

Aislamiento de Trichoderma: ATriF = del Fundo - UNAS, ATi2N = de Naranjillo, ATr3F = del Fundo
UNAS, ATr4N = de Naranijillo, ATr5F = del Fundo - UNAS, ATr6F = del Fundo- UNAS, ATr7Cg = Castillo
Grande, ATr8T = de Tulumayo, ATr9F = del Fundo- UNAS, ATr10F = del Fundo- UNAS, ATr11Ch = de
Chontamayo, ATr12T = de Tocache, ATr13T = de Tocache, ATr14T = Tocache, ATr15T = de Tocache,
ATr16N = de Naranjillo, ATr17M = de Mallqui, ATr18BM = de Bella Monzdn, ATr19BM = de Bella Monzén
y Trh = Trichoderma harzianum.
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Figura 2. Distribucidn (porcentaje) de los 25 aislamientos de Trichoderma

segun su rango de tasa de crecimiento micelial.

4.1.3. Determinacion de la concentracion de conidias

La concentracién de conidias obtenidos de una muestra de 1 g
de sustrato arroz de los 25 aislamientos de Trichoderma son mostrados en el
Cuadro 11. Los valores fluctian entre 10” y 10° conidias por gramo; siendo el
aislamiento ATr{F el que produce estadisticamente el mayor numero de
conidias con 8.9x10%g de arroz. El menor valor fue obtenido en el aislamiento
ATri7M con 7.4x10°conidias/lg y es estadisticamente semejante sélo al
aislamiento ATrsBM que produjo 4.6x10% conidias/g. Estos resultados son
similares a los reportados por PEREZ y RAMIREZ (2000), quienes en una
produccion masiva de Trichoderma harzianum en sustrato arroz, alcanzaron
una concentracién maxima de 1.8x10° conidias/g. Asi mismo, CRUZ (2007)
reporta que Trichoderma koningii en el mismo sustrato alcanza un valor

maximo y minimo de 8.4x10° y 6.7x10% conidias/g respectivamente. Las
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diferencias encontradas en la tasa de crecimiento micelial y concentraciéon de
conidias de los 24 aislamientos permiten suponer que se trata especies o razas
diferentes, situacion que también determinara diferencias en sus mecanismos

de control biolégico de este antagonista ampliamente estudiado.

Cuadro 11. Concentraciéon de conidias obtenidos de una muestra de un gramo
de sustrato arroz para los aislamientos de Trichoderma en estudio

(Tukey a=0.05%).

Clave Aislamientos Promedios _Significacion
T1 ATI’1F 8.9 X']O9 a
Tis ATrsT 6.0 x10° b
Tos ATr4BM 5.9 x10° b
Ts ATrgT 5.1 x10° c
Tao ATroBM 3.6 x10° d
T ATrBM 3.1 x10° de
T, ATrN 2.9 x10° ef
T, ATr,Cg 2.6 x10° fg
Ts ATrsF 2.6 x10° fg
Ts ATrsF 2.3 x10° gh
LEY ATry1Ch 2.3 x10° gh
T ATr»BM 2.2 x10° ghi
T2 ATr,T 2.2 x10° ghij
Ts ATryN 2.1 x10° ghij
Te ATreF 2.1 x10° ghijk
Tos ATrsN 2.0 x10° hijk
T1o ATrioF 1.9 x10° hijk
T1e ATrgN 1.8 x10° ijk
To ATrgF 1.7 x10° jkim
T1o ATrgBM 1.6 x10° kimn
Tas Trh 1.3 x10° Imn
T1a ATriaT 1.2 x10° mn
Tis ATrisT 1.1 x10° n
T1s ATr;sBM 4.6 x108 o
Ti7 ATri7M 7.4 x10’ 0

Aislamiento de Trichodenna: ATr1F = del Fundo - UNAS, ATr2N = de Naranjillo, ATr3F = del Fundo
UNAS, ATraN = de Naranjilo, ATr5F = del Fundo - UNAS, ATI6F = del Fundo- UNAS, ATr7Cg = Castillo
Grande, ATr8T = de Tulumayo, ATrOF = del Fundo- UNAS, ATr10F = del Fundo- UNAS, ATr11Ch = de
Chontamayo, ATr12T = de Tocache, ATr13T = de Tocache, ATr14T = Tocache, ATr15T = de Tocache,
ATr16N = de Naranijillo, ATr17M = de Mallqui, ATr18BM = de Bella Monz6n, ATr19BM = de Bella Monzé6n
y Trh = Trichoderma harzianum. Tratamientos unidos por la misma letra en columna no difieren
significativamente entre si.
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4.1.4. Efecto antagodnico de los aislamientos Trichoderma sp. frente

a Sclerotium rolfsii
En el Cuadro 12, se muestra la tasa de crecimiento micelial de
los 25 aislamientos de Trichoderma sp. y Sclerotium rolfsii cuando ambos son
sembrados dualmente en placas petri conteniendo medio PDA, donde se
observa que los aislamientos ATroN, ATryN, ATroF, ATr2T y ATr,BM han
reducido la tasa de crecimiento de Sclerotium rolfsii en mas del 60%

comparado tratamiento testigo (Tz).

La tasa de crecimiento de los aislamientos de Trichoderma
también se ven seriamente reducidas bajo estas condiciones que cuando
desarrollan individualmente (Cuadro 10); mientras que la tasa de crecimiento
de S. rolfsii se ve disminuida, de 1.1 a 0.3 cm/dia cuando se enfrenta con
Trichoderma, siendo el aislamiento ATr{1Ch el que mostré el menor efecto
inhibitorio. Estos resultados difieren a los obtenidos por CHAVEZ et al. (2004),
quienes precisan haber encontrado tasas superiores a 2.62 cm/dia de

crecimiento micelial de Trichoderma sp. en siembra dual con S. roffsii.

De los 25 aislamientos de Trichoderma, 10 de ellos poseen en
diferentes grados el mecanismo de antibiosis y sélo 5 de ellos poseen el
mecanismo de parasitismo (ATrsN, ATrgF, ATrxT, ATri4T y ATr,BM) (Cuadro
13 y Figura 3). Si bien es cierto, que el género Trichoderma se encuentra
presente en la mayoria de suelos, sin embargo, segin estos resultados

obtenidos sé6lo unos pocos actian como antagonista a hongo Sclerotium roffsii.
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Por ello, en un sistema de produccién agricola es necesario la aplicacion de un
aislamiento de Trichoderma con capacidad antagénica comprobada para el

patdégeno que se pre‘cenda controlar.

Cuadro 12. Tasa crecimiento micelial de los aislamientos de Trichoderma sp.

y Sclerotium rolfsii en siembras duales.

Tasa de crecimiento (cm/dia)

Trat.= Aislamientos Trichoderma sp. Sclerotium rolfsii
T1 = ATHF 05 0.7
T,-  ATrN 0.5 0.3
Ts= ATrF 04 1.0
Tsa= ATsN 0.5 0.3
Ts=  ATrsF 0.4 0.8
Te = ATl'sF 06 0.7
T,= ATr/Cg 0.5 0.8
Tg=  ATrgT 0.5 0.8
Tg=  ATrgF 0.5 0.6
Tm = ATT10F 0.6 04
T11 = ATI’11C‘h 0.5 1.1
Ti2= ATroT 0.5 0.5
T13= AT['13T 0.5 0.9
T14= ATI"14T 0.5 0.7
T15 = ATF1 5T 0.5 1.0
Ti6= ATﬁsN 0.6 0.6
Ti7= ATI'17M ' 0.6 0.8
T18= ATr1gBM 0.5 1.0
T1g‘= AT‘HQBM 0.8 0.9
Too= ATreBM 0.6 1.0
T21 = ATT21 BM 0.6 0.7
T22 = ATrzzBM 0.5 0.5
T23 = ATT23N 0.7 1.1
T24 = ATI'24BM 0.6 0.5
Tos=  Trh 0.6 0.8
Tox= Testigo (S. rolfsii) 1.2

Aislamiento de Trichoderma: ATr1F = del Fundo: - UNAS, ATr2N = de Naranjillo, ATr3F = del Fundo UNAS, ATr4N =de
Naranjillo, ATr5F = del Fundo - UNAS, ATr6F = del Fundo- UNAS, ATr7Cg = Castillo Grande, ATr8T = de Tulumayo,
ATr9F = del Fundo- UNAS, ATr10F = del Fundo- UNAS, ATr11Ch = de Chontamayo, ATr12T = de Tocache, ATr13T = de
Tocache, ATr14T = Tocache, ATr15T = de Tocache, ATr16N = de Naranjillo, ATr17M = de Maliqui, ATr18BM = de Bella
Monzén, ATr19BM = de Bella Monzén y Trh = Trichoderma harzianum.
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El mecanismo de antibiosis se da a través de la produccién de
compuestos que acthan sobre la pared y la membrana celular, algunos de
estos compuestos se han identificado como: alamethicina, trichotoxina,
suzukacillina, gliovirina, gliodeliquesina y gliotoxina (COTES, 1993). En cambi6
el mecanismo de micoparasitismo se desarrolla por la produccién de enzimas
como la quitinasa, celulasa, B,1-3-glucanasa y proteasas. El parasitismo puede
ocurrir mediante la penetracién, el engrosamiento de hifas,_la produccioén de

haustorios y la desorganizacion del contenido celular (FERNANDEZ, 2001).

De los cinco aislamientos con ambos mecanismos de antibiosis
y parasitismo el aislamiento ATr,T procedente de Tocache posee un alto grado
de antibiosis y moderado parasitismo (Cuadro 13 y Figura 3). Los cuatro
aislamientos restantes poseen un bajo nivel de parasitismo. ElI Trichoderma
harzianum existente en el Laboratorio de Fitopatologia no mostré ningun

mecanismo de control sobre Sclerotium rolfsii (Figura 3).

4.2. Fase de invernadero

421. Determinacion de la eficiencia de los aislamientos de
Trichoderma sp. como promotores de crecimiento vegetativo

4.2.1.1. Dosis optima de aplicacion de los metabolitos de
Trichoderma sp.

En los Cuadros 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, y 21 se
muestran los resultados estadisticos para los valores biométricos evaluados

como el peso fresco total, peso fresco de la parte aérea y radicular, obtenidos



Figurs 3, Efecto antagoriico dé 25 aiglamientos de Trichoderma sp, frente g

Sclerotium rolfsii bajo la técnica de siembra dual.



Cuadro 13. Escala visual de 25 aislamientos de Trichoderma sp. frente a

Sclerotium rolfsii bajo la técnica de siembra dual.

Aislamientos Antibiosis Parasitismo
ATrF + -

ATroN ++ -

ATrsF - )

ATryN ++
ATrsF - _
ATreF
ATr;Cg - -
ATrgT - -
AngF : - -
ATrqF ++ -
ATry1Ch - -
ATroT ++ +
ATryaT - -
ATrT + +
ATrsT - -
ATrigN + -
ATrizM - -
ATrigsBM - -
ATr,gBM - -
ATrBM - -
ATr;:BM - -
ATr,,BM ++ +
ATrsN - -
ATr4sBM 4 -

Trh - -
{-) = No existe (%) = Bajo {+) =Moderado  (++) = Alto

Aislamiento: de Trichoderma: ATr1F = del Fundo - UNAS, ATr2N = de Naranjillo, ATr3F = del Fundo
UNAS, ATr4N = de Naranjillo, ATr5F = del Fundo - UNAS, ATr6F = del Fundo- UNAS, ATr7Cg = Castillo
Grande, ATr8T = de Tulumayo, ATr9F = del Fundo- UNAS, ATr10F = del Fundo- UNAS, ATr11Ch = de
Chontamayo, ATr12T = de Tocache, ATr13T = de Tocache, ATr14T = Tocache, ATr15T = de Tocache,
ATr16N = de Naranjillo, ATr17M = de Mallqui, ATr18BM = de Bella Monzén, ATr19BM = de Bella Monzén
y Trh = Trichoderma harzianum.

H+

+
H+
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al aplicar tres concentraciones (concentrado al 100% y diluciones al 50 y 75%)
de los metabolitos obtenidos de los 20 aislamientos de Trichoderma. En
promedio, se evidencia que no existe una tendencia estadisticamente
significativa por algan nivel de concentracion de los metabolitos para algin
factor biomeétrico evaluado; sin embargo, los aislamientos ATr:N, ATrsF, ATrgT,
ATrioF, ATr11Ch, ATri3T, ATrgN, ATrzM y ATrgBM, superan estadisticamente
a los testigos comparativos (solucién Hogland y Agua); ello evidencia que el
género Trichoderma produce en sus metabolitos secundarios ciertas sustancias

gue promueven el crecimiento vegetativo de plantas.

En Cuadro 14, el aislamiento ATr,N y ATrigBM a una
dilucién de su metabolito al 50% es estadisticamente significativo al resto de
tratamientos para el factor peso fresco total. Esto sugeriria, que en las
concentraciones de su metabolito existen algunas sustancias que tienen efecto
inhibitorio en altas concentraciones. Esta accion desfavorable de ciertos
aislamientos de Trichoderma fue repdrtado por BAILEY y LUMSDEN (1998).
Ademas, HOWEL y STIPANOVIC (1995), mencionan que la produccion de
antibiéticos, gliotoxin y gliovirin, por T. harzianum inhiben el crecimiento de

plantas.

4.21.2. Seleccion de aislamientos con mejor habilidad
promotor de crecimiento

Los Cuadros 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, y 21 muestran

los resultados de la aplicacion de los metabolitos de aislamientos de
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Trichoderma en tres dosis (concentrado al 100% y diluciones al 50, 75%), no
tienen un marcado efecto diferencial en el desarrollo vegetativo del frijol, por
ello en esta prueba final de selecciéon de los mejores aislamientos se empleé la

dilucién al 75%, por ser una dosis intermedia.

De acuerdo a los resultados obtenidos en los Cuadros
22 y 23; los 25 aislamientos influyen en forma diferenciada en los factores
biométricos de las plantulas de frijol al ser aplicado sus metabolitos en una

dilucion del 75% con una frecuencia de 5 dias durante un mes.

La superioridad estadistica y numérica de un
aislamiento en un factor biométrico determinado no corresponde
necesariamente para todos los otros factores; por ejemplo, el aislamiento Trq,T
favorece un mayor crecimiento en la altura (40.5 cm), superando
estadisticamente al Testigo (29.4 cm), a T. harzianum (33.3 cm) y a otros
aislamientos como Tr2,BM, Tr1F y Tra3sN que alcanzan valores que van desde
33.4 a 34.0 cm; sin embargo, esta superioridad no se refleja en los otros
parametros como volumen radicular, peso fresco total y peso seco total
(Cuadros 22 y 23). GUIGON y GONZALES (2004), al evaluar estos mismés

parametros en el cultivo de aji obtuvo resultados similares.

En relacidon peso fresco total el aisilamiento ATrsF con
8.3 g es estadisticamente significativo a todos los tratamientos. El tratamiento

testigo con 4.7 g es estadisticamente igual a los tratamientos Tr;Cg y Trh (7.
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harzianum) (Cuadro 22). GUIGON y GONZALES (2004), reportaron que al
menos uno de los aislamientos de Trichoderma acumuld un 40% mas de
materia seca que el testigo. En el presente estudio la mayor acumulacion de
materia seca en relacion al testigo (0.7 g) fue en un rango de 22-36%; estos
porcentajes son estadisticamente semejantes para 15 aislamientos y 10

aislamientos son estadisticamente semejantes al testigo (Cuadro 22 y 23).

Ademas, de la abundante bibliografia que reporta a
Trichoderma como promotor de crecimiento; por ser capaces de solubilizar
micronutrientes, de incrementar la absorcion y de producir reguladores del
crecimiento (BABBITT, 2003). Ademas, EL MOITY (1982) y MIRANDA et al.
(1998) reportan que ciertas cepas aceleran el proceso de germinacion de
semillas de tomate, tabaco y café. CUPULL et al. (2000), reportaron que al
aplicar aislamientos de Trichoderma en plantulas de café obtuvieron diferencias
significativas en la altura, diametro de tallos, pares de hojas y en el peso seco
respecto a los testigos. BENITEZ et al. (2004), mencionan la existencia de
cepas de Trichoderma que producen fitohormonas de crecimiento como
auxinas, citoquininas y etileno. Sin embargo BESNARD y DAVET (1993),
observaron que semillas de tomate y pepino tratadas con los filtrados de
Trichoderma sp., determinaron que el 92.9% de los filtrados metabdlicos no
tenian ningun efecto sobre la germinacién y en algunos casos habian cepas

que ejercieron un efecto negativo.
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PAEZ et al. (2006), mencionan que Trichoderma
estimulé el crecimiento en un 70 a 80% y una ganancia en peso en un 60%
aproximadamente, ello supone un incremento en los rendimientos de este
cultivo. En el presente ensayo el porcentaje de incremento en la altura fue en
un rango de 12 a 27%; mientras que la ganancia en peso oscilé entre 04 a

43%.

4.2.1.3. Evaluaciéon de 4 aislamientos de Trichoderma con
capacidad promotora de crecimiento vegetativo en

P. vulgaris aplicados en dos formulaciones
De acuerdo a los resultados mostrados en los Cuadros
22 y 23, no existen aislamientos con una clara tendencia en la supremacia
estadistica para todos los parametros biométricos evaluados; lo que ha
dificultado la seleccién de los aislamientos para esta prueba cuyo objetivo fue
determinar si la formulacion (soélida o liquida) y la forma de aplicacion tienen
efecto en la promocion de crecimiento vegetativo. Los aislamientos ATrN,
ATrsF, ATry,T y ATr4T han sido seleccionados por haber sobresalido en algtn
~en uno o mas factores biométricos evaluados. Existen sélo ligeras diferencias
estadisticas entre los tratamientos respecto a la altura, volumen radicular y

peso al estado fresco (Cuadro 24).

El tratamiento testigo (T+7;) sélo es estadisticamente
inferior al aislamiento ATri4T (T10) cuando sus metabolitos son obtenidos por

fermentacion liquida en medio melaza de cafia mas extracto de levaduray es



Cuadro 14. Efecto de tres concentraciones de metabolitos de 20 aislamientos de Trichoderma en el peso fresco total (parte aérea y radicular) en plantulas de frijol
var. “chaucha’, con una frecuencia de aplicacion de tres dias, durante un mes bajo condiciones de invernadero (Tukey a=0.05%).

Tratamientos Aislamientos de Trichoderma
ATrF AT:N ATrsF ATrN ATrsF ATreF ATr,Cg ATreT ATrF  ATroF ATrsCh ATr:T  ATraT ATr14T ATrsT ATreN ATrisM ATrisBM ATreBM Trh
a0% 6.40ab 6.00a 5.30a 4.80a 460a 4.70a 440a 4.70a 4.20ab 4.80a 4.10a 3.80a 4.70a 4.80a 440a 3.90b 550a 4.30a 5.30a 3.40a
79% 530b 5.20b 5.00a 4508 4.30a 4.70a 4.70a 4.40a 4.00bc 5.30a 3.80ab 3.70ab 4.20a 4.80a 4.30a 460a 500a 4.20b 460ab 3.1ab
i00% 5.00b 5.30b 5.50a 3.60b 4.00ab 4.40b 4.70a 3.80b 4.60a 500a 3.50b 3.1b0¢c 4602 3.50b 3.80a 4.10b  520a 3.70b 4.40b 2.70b
Sal. N. Hagland 360c 3.60c 3.60b 3.60b 360b 3.60c 3.60b 3.60b 3.60c 3.60b 3.60b 3.60ab 3.60b 360b 3.60b 3.60b 360b 3.60b 3.60c 3.60a
Agua 290d 290d 290c 2.80c 290c 2.90c 2.90b 290c 290d 2.90c 2.90¢c 2.90c 290c 290b 290c 2.80c 2.90c 2.90c 2.90¢c 2.90b

Cuadro 15. Efecto de tres concentraciones de metabolitos de 20 aislamientos de Trichoderma en el peso fresco de la parte aérea de plantulas de frijol, con una
frecuencia de aplicacion de tres dias, durante un mes bajo condiciones de invernadero (Tukey a=0.05%).

Tratamientos Aislamientos de Trichoderma
ATrF  ATro-N ATrF ATisN ATrsF ATreF ATr;Cg ATrsT  ATrgF ATroF ATr«Ch ATro T ATraT ATr14T ATnsT ATreN ATrisM ATraBM ATrgBM Trh
a0% 3.3ab 3.00a 2.7ab 230a 2.10a 2.40a 25ab 230a 23ab 2.70b 20ab 20ab 230a 290a 160b 24ab 3.20a 2.80a 2.80a 2.50a
T9% 2.5ab 2.50b 26ab 220a 2.20a 2.40a 2.5ab 2.30a 21ab 3.30a 2.0ab 1.80b 2.2ab 2.50b 1.80b 2.70a 2.80b 2.40b 2.30b 2.2ab
{00% 2.60a 2.40b 2.90a 1.80b 2.10a 2.20a 2.70a 1.9bc 2.50a 2.80b 1.80b 1.70b 2.30a 2.2bc 1.80b 24ab 2.70b 2.30b 2.40b 1.50a
Sal. N. Hogland 220b 220b 22bc 220a 2.20a 220a 2.2hc 22ab 22ab 220c 220a 220a 22ab 22bc 220z 22bc 220c 2.20bc 2.2bc 2.2ab
_Agua 1.90c 1.90c 1.90c 190b 1.90a 190b 190c 1.90c 190b 190c 190b 190b 1.90b 190c 1.90b 1.90c 1.90¢c 1.90c 1.90c 1.9bc

Cuadro 16. Efecto de tres concentraciones de metabolitos de 20 aislamientos de Trichoderma en el peso fresco de la parte pedicular de plantulas de frijol, con una
frecuencia de aplicacion de tres dias, durante un mes bajo condiciones de invernadero (Tukey a=0.05%).

Tratamientos Aislamientos de Trichoderma
ATriF ATr.N ATrF ATr:N ATrsF ATreF ATr,Cg ATrsT ATrsF ATroF  ATriCh  ATrioT ATraT ATrM4T ATrsT ATrieN ATrsM  ATr:BM ATreBM Trh
S0% 3.20a 3.10a 2.60a 2.40a 240a 230a 190a 240a 190b 210a 210a 1.80a 240a 210a 270a 1.60b 240a 2.10a 250a 1.00bc
75% 2.80b 2.80b 2.30a 2.30a 2.10b 2.30a 2.00a 2.10b 1.90b 2.00a 1.80b 1.80a 2.00a 2.30a 2.50a 1.90a 2.20a 1.80b 2.30a 0.90¢c
i00%. 2.40c 3.10a 2.60a 1.90b 1.90b 2.20a 2.00a 1.80b 2.20a 220a 1.70b 1.40b 230a 1.30b 210b 1.70b 250a 1.20c 2.10b 1.10a
Sal. N. Hogland 1.10d 1.10¢ 1.10b 1.10b 1.10c 1.10b 1.10b 1.10¢ 1.10¢c 1.10b 1.10c 1.10¢ 1.10b 1.10bc 1.10c 1.10c 1.10b 1.10c 1.10bc  1.10ab
Agua 1.00d 1.00c 1.00b 1.00c 1.00c 1.00b 1.00b 1.00c 1.00c 1.00b 1.00c 1.00c 1.00b 1.00c 1.00c 1.00c 1.00b 1.00c 1.00c  1.0abc




Cuadro 17.  Efecto de tres concentraciones de metabolitos de 20 aislamientos de Trichoderma en el peso seco total (parte aérea y radicular) en plantulas de frijol var.
“chaucha’, con una frecuencia de aplicacién de tres dias, durante un mes bajo condiciones de invernadero (Tukey a=0.05%).

Tratamientos Aislamientos de Trichoderma
ATriF AToN ATRF ATiN ATrsF  ATreF ATrCg ATreT  ATrsF ATroF ATriCh ATr T ATrsT ATr14T ATrsT ATreN ATryM ATrsBM ATroBM Trh
90% 1.13a 1.05a 0.90a 068a 0.80a 0.88a 0.70bc 1.03a 0.93a 1.00a 0.83a 0.75a 0.83a 0.85a 1.00a 0.73a 0.85a 0.76ab 0.83a 0.782
T9% 10%a 0786 073b 065ab 0.70ab 0088 0.85ab 098ab 0.80a 093a 0.83b 0.73a 075a 080ab 093a 080a 088a 0.83a 0.60b 0.58b
00% o0o95b 093a 0736 060bc 063bc 090a 1.00a 0.850 083a 0.88a 0.73c 0.50b 0.83a 048 0.88a 0752 063b 0.70b 0.58b 0.60b
Sal. N. Hogland 0.58bc 0.58c 0.58c 0.58bc 0.58bc 0.58b 0.58cd 0.58c 0.58 0.58b 0.58d 058b 0.58b 0.58abc 0.58b 0.58b 0.58b  0.58¢ 0.58b 0.58b
Aqua 0.63c 053¢ 0.53c_ 0.53¢ 053¢ 053b  0.53d 053¢ 053b _ 0.53b  0.53d 0.53b  0.53b  0.53bc  053b 053 053  0.53c 0.53b 0.53b

Cuadro 18. Efecto de tres concentraciones de metabolitos de 20 aislamientos de Trichoderma en el peso seco de la parte aérea de plantulas de frijol var, “chaucha’,
con una frecuencia de aplicacion de tres dias, durante un mes bajo condiciones de invernadero (Tukey a=0.05%).

Tratamientos Aislamientos de Trichoderma
ATriF_ ATr.N ATrF  ATiN ATrsF ATrsF ATr,Cg ATrsT  ATrsF  ATroF ATrsCh ATroT ATrisT ATr14T ATrsT ATreN ATrsM ATrgBM ATrBM Trh
50% os5a 0552 045ab 040a 0452 058a 043c 053a 053a 0552 0.38ab 0.38ab 0.35a 0.38a 043b 0382 045a 0.48a 0.40a 0.38a
7% 0.55b 045bc 0502 040a 0.38a 0.65a 058b 060a 043ab 0.55a 0.43a 0.43a 043a 038a 053a 0452 0453 040ab  0.38a 0.30ab
00% o.53p o048ab 050a 0.38a 038a 063a 070a 0.58a 045ab 0.53a 0.35p 0.30b 043 0352  0.50ab 040a 0.38a 0.40ab  0.40a 0.28b
Sol. N. Hagland 0.38c 0.38 038> 038 038a 038 038 038 038 038 038b 038ab 038a 038a 038b 038a 0.38a 038 0.382 0.38a
Agua 0.38c _ 0.38c  0.38b 0.38a  0.38a 0.38b 0.38c _ 0.38b 038> 0.38b 0.38ab _ 0.38ab 0.38a 0.38a  0.38b 0.38a 0.38a  0.38b 0.38a 0.38a

Cuadro 19. Efecto de tres concentraciones de metabolitos de 20 aislamientos de Trichoderma en el peso seco de la parte pedicular de plantulas de frijol var.
‘chaucha’, con una frecuencia de aplicacidn de tres dias, durante un mes bajo condiciones de invernadero (Tukey a=0.05%).

Tratamientos Aislamientos de Trichoderma
ATr,F ATrN ATrF ATr.N ATrsF ATrsF ATr,Cg ATrsT ATrgF ATroF ATryyCh ATr,T ATraT ATr14T ATrsT ATreN ATrsM ATreBM ATrgBM  Trh
50% o048a 0552 0452 028a 0.35a 0.30a 0.28a 0.50a 040a 045a 0.55a 0.38a 048a 0.28a 0.58a 0.35a 0.40a 0.28b 0.43a 0.40z2
7% o048a 0.33c 023 025ab 0.33a 0.33a 028as 038> 0.38a 0.38ab 0.40b 0.30b 0.33b 0.23ab 0.50a 0.35a 043a 0.43a 0.25b 0.28b
00% o0.43a 0450 023b o025ab 0.25b 0.28a 0.30a 0.28c 0.38a 0.35b 0.38b 0.20c 040b 013d 038 0352 025  0.30b 0.18¢ 0.33ab
Sal. N. Hogland 0.20b 0.20d 0.20bc 0.20bc 0.20bc 0.20b 0.20b  0.20cd 0.20b 0.20c 0.20c 0.20¢c 0.20c 020bc 0.20c 0.20b 0.20bc 0.20c 0.20bc  0.20¢
Agua 0150 0.15d 0.15c  0.15c_ 0.15c_ 0.15b 0156  0.15d 0.15b  0.15c _ 0.15¢ 0.15c _ 015c__ 0.15cd  015¢c  0.15b  0.15¢c  0.15¢ 0.15¢ 0.15¢




Cuadro 20. Efecto de tres concentraciones de metabolitos de 20 aislamientos de Trichoderma en la altura de pléntulas de frijol var
aplicacién de tres dias, durante un mes bajo condiciones de invernadero (Tukey a=0.05%).

. “chaucha’, con una frecuencia de

Tratamientos

Aislamientos de Trichoderma

ATrRF  ATRN  ATRF ATRN  ATrF  ATreF ATrCg  ATreT  ATrF  ATrF  ATrCh  ATreT  ATrsT  ATr14T  ATrsT  ATrgN ATr M ATreBM  ATreBM _ Trh
50% 21.48a 16.9ab 19.9a 18.33a 18.05a 1573a 19.43ab 18.45a 17.48bc 21.75a 14.93ab 16.03ab 17.4a 20.95a 10.85c 20.0a 23.4a 17.83a 24.7a 17.23a
% 21.13ab 16.95ab 18.9a 17.15a 16.68a 15.85a 10.45a 15.68a 186ab 22.3a 13.93b 14.55b 167a 17.18b 12.38b 10.78a 23.3a 17.75a 21.78b  17.13a
00% +19.13p 18.95a 19.88a 14.280 17.0a 153a 19.7a ~ 12.83b 19.63a 22.13a 13.4b 1450  16.58a 19.1ab 12.68b 16.75b 22.7a  17.3a 21.486  13.65b
Sul. N. Hogland 16.68¢c 16.68b 16680 16.88ab 16.48a 18.68a 16.68ab 16.68a 16.68c 16680 1668a 16.68a 16.68a 16.68b 16.68a 16.68b 16680 1668a 1668c  16.68a
Aqua 16.33c__ 16.33b __ 16.33b_16.33ab 16.33a 16.33a_ 16.33a__ 16.33a_16.33¢c _ 16.33b 16.33a__ 16.33ab_16.33a_ 16.33p  16.33a 16.33b_ 16.33b 16.33a _ 16.33c___ 16.33a
Cuadro 21. Efecto de tres concentraciones de metabolitos de 20 aislamientos de Trichoderma en el volumen radicular de plantulas de frijol var. "chaucha’, con una:.
frecuencia de aplicacion de tres dias, durante un mes bajo condiciones de invernadero (Tukey a=0.05%).
Tratamientos Aislamientos de Trichoderma
AThE _ ATrpN  ATrsF ATrN AT ATreF  ATr;Cg  ATreT  ATreF  ATroF  ATryCh ATrioT ATrysT  ATr14T  ATrsT  ATreN  ATryM  ATreBM  ATrigBM -~ Trh
S0% 203a 203a 1.73ab 1.98a 1.75a 1.33a 1.05a 1.05a 1.45a 1.33a 1.13a 1.03a 198a 1.65a 2.00a 1.03bc 1.85a 1.53a 1.55a 0.83a
To% 203a 1752 1.93a 1.73a 1.53ab 1.25ab 0.93ab 0.93ab 0.88b 1.23ab 1.13a 108a 140b 175a 1782 128a 1.55b  1.00b 1.45a 0.95a
0% 1850 198a 155b 1.30b 1.18bc 1.25ab 1.43a  1.13a 1.18a 1.15ab 1.03a 0.95ab 1.88a 0.80b  1.38b 1.13ab 1.88a  1.05b 1050  0.98a
Sal. N. Hogland 1.00c  1.00b 1.00c 1.00bc 1.00c 1.00bc 1.00ab 1.00ab 1.00b 1.00bc 1.00ab  1.00a 1.00bc 1.00b  1.00bc 1.00bc 1.00c  1.00b 1.00b. .1.00a.
Aqua 0.83d  0.83b 0.83c  0.83c  0.83c  0.83c _ 0.83b  0.83b  0.83b 0.83c _ 083b 0.83b 0.83c 083>  0.83c  083c _ 0.83c _ 0.83b 0.83b  -0.83a




Cuadro 22. Efecto de 25 aislamientos Trichoderma sp. como promotor de crecimiento obtenido a una concentracién 75% en altura, volumen

radicular, tasa de crecimiento y peso fresco (Tukey 0=0.05%).

Peso Fresco (g)
Clave Trat.  Altura (cm) Volumen R. (¢c) Total (P. A. + P.R.) Parte aérea (P.A) Parte radicular (P. R.)
T1 (ATrF) Ti4 4050 a T2 3.00 a Ts 830 a Ts 460 a Ts 3.70 a
T2 (ATrzN) T14 39.80 ab T1e 200 b T2 700 b T2 430 ab Te 330 b
Ta (ATrsF) Tie 38.80 abc  Tio 200 b Tio 680 be To 40 be Tis 320 b
T4 (ATraN) Ts 38.70 abc  Ti 2.00 b T. 680 bed Te 420 be Tie 310 be
Ts (ATrsF) T1o0 37.80 abc Ts 180 b Te 660 bede T. 420 be Ti 280 cd
Te (ATrsF) Tis 3760 abc  Tis 180 b Tie 6.60 bcde Te 390 cd T+ 280 de
T.(ATCg)  Ts 3760 abc  Tis 180 b T  6.50 cde Te 390 cd Tie 2.70 def
Ts (ATreT) Ti7 37.40 abc Te 180 b T, 640 cdef T, 360 de Tiz 2.70 def
To (ATrF) T 37.20 abc T4 180 bc Ts  6.30 def Tz  3.60 de Tio 2.60 defg
Tio(ATroF)  Ts 36.90 abc T 180 bc T  6.30 ef Tie 3.60 de Tia 2.60 defg
T11(ATI'11Ch) T1a 36.80 abc Ts 1.50 cd Tg 6.30 ef T11 3.60 def T2 2.60 defg
T12 (ATr2T) T2 36.70 abc T1is 1.50 cd Tis 6.30 ef Toa 3.50 efg T 2.50 defg
Tia(ATriaT) s 36.50 abc T 130 de Ty 6.00 fg T2 350 efg Ti 2.40 efg
T14 (ATI‘14T) T7 36.40 abc Tzz 1.20 de T1 6.00 fg Ta 3.50 efg Ta 2.40 efg -
Tis(ATrsT)  Ts 36.10 abc Tz 120 de Tz 580 gh Tie 3.50 efg Te 240 fg
T16(ATF15N) T1g 35.50 abced Ts 1.20 de T23 5.80 gh T1a 3.40 efgh T24 2.30 gh_
T (ATroM)  Tao 3540 abcd Tz 1.20 e Ta 560 ghi T, 3.30 efghi Tz 2.30 gh
Tis(ATreBM) T2 35.20 abcd Tz 1.20 e Tz 550 hi Tao  3.30 efghi Tz 2.30 gh
Tio (ATr1sBM)  Tas 3520 abcd Ta 1.10 e Tz 550 hi Tt 3.30 efghi Tz 2.00 hi
T2 (ATrzoBM)  Tas 3510 abcd Tis 1.00 e Tz 550 hi Taa  3.30 efghi T1 1.90 i
T21 (ATr2sBM)  Tig 34.30 abcd Ty 1.00 e T 5.30 i Tiz 3.20 fghi Tz 1.90 i
To2 (ATrzBM)  Tas 3400 bed Tz 1.00 e Ta 530 ij T, 320 fghi Tie 1.90 i
Tas(ATraN) T 3390 bed Te 1.00 e Tu 520 ij Tss  3.20 ghi Ts 1.80 i
Toa (ATrzaBM)  Tap 3340 bed Ti7 1.00 e Tr 500 jk Tis  3.10 hi T, 1.70 i
Tas (Trh) To4 33.30  cd T 0.50 f Tos  4.90 ik Te  3.00 i Tes 1.70 i
Coeficiente de variabilidad (%) _ 8.90 10.20 7.80 10.50 8.90




Cuadro 23. Efecto promotor de crecimiento de metabolito producidos por 25 aislamientos de Trichoderma en el peso seco de plantulas de frijol

{Tukey 0=0.05%).

_—— e — e -

Peso Seco (g)

Clave Trat. Total (P. A. +P. R.) Parte aérea (P. A) Parte radicular (P. R.)
T1 (ATF1 F) T23 1.10 a T21 0.90 a T23 0.40 a
T2 (ATrz2N) Tos 1.10 a Tio 0.80 ab Tie 0.40 a
Ta (ATraF) T1o 1.10 ab T1s 0.80 ab T4 0.40 a
T4 (ATraN) Ts 1.00 abc T7 0.80 abc Ta 0.30 ab
Ts (ATrsF) T4 1.00 “abed Ts 0.80 abc Ts 0.30 abc
Te (ATreF) Tie 1.00 abad T1s 0.70 bed Ta2 0.30 abc
T7(ATrCg) Tie 1.00 abad Tas 0.70 bcde Te 0.30 abc
Ts (ATrsT) T7 1.00 abcde Tz 0.70 bedef T1z 0.30 abc
To (ATrgF) Ta 1.00 abcde T4 0.60 bcdefg Ts 0.30 abcd
T10 (ATr10F) Ts 1.00 abcde Ts 0.60 bedefg Tas 0.30 bede
T11(ATr11Ch) Ts 1.00 abcde Ts 0.60 bcdefg T1o 0.30 bcde
T12 (ATr42T) Tis 0.90 abcdefg T2 0.60 cdefg Ts 0.30 bcde
T13 (ATr43T) Ti7 0.90 abcdefgh Tis 0.60 defg T11 0.20 bede
T14 (ATr4T) Ti2 0.90 abcdefghi Tiz 0.60 defg T1a 0.20 bcde
T15(ATrisT) Teo 0.90 bedefghij Ty 0.60 defg Ts 0.20 bede
T16 (ATr1gN) T 0.80 cdefghij T 0.60 defg T2 0.20 bcde
T17 (ATri7M) T2z 0.80 cdefghij T2 0.60 defg T1a 0.20 bcde
T1a (ATrgBM) T2 0.80 defghij T 0.60 efgh Ti7 0.20 cde
T1e (ATr1eBM) T2 0.80 defghij T1a 0.50 fgh T1s 0.20 de
T20 (ATr20BM) Tis 0.80 efghij Ts 0.50 gh T 0.20 e
T21 (ATr21BM) Ts 0.80 efghij To4 0.50 gh T7 0.20 e
T22 (ATr2BM) Tia 0.80 fahij T2s 0.50 gh T20 0.20 e
Ta3 (ATr2aN) To4 0.70 ghij T2z 0.50 gh T2y 0.20 e
T2a (ATr24BM) Tos 0.70 hij Tie 0.50 gh T2a 0.20 e
Tzs (Tl'h) T19 0.70 lj T13 0.50 gh ’ T25 0.20 e
T2e (Testigo) Tos 0.70 i Toe 0.40 h Tis 0.20 e

Coeficiente de variabilidad (%) 7.70 12.30 9.20

Tratamientos unidos por la misma letra en columna no difieren significativamente entre si.
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aplicado en forma liquida como agua de riego a las plantulas de frijol. Esta
misma, tendencia se repite para los pardmetros de volumen radicular y peso

fresco total.

Las formas de formulacion y aplicacion de los 4
aislamientos de Trichoderma no influyen significativamente en la promociéon de
crecimiento vegetativo de las plantulas de frijol. Sin embargo, existe una
superioridad numeérica por la formulacion por fermentacién liquida en medio
melaza de cafia mas extracto de lavadura, aplicado en soluciéon de riego para

los diferentes parametros biométricos (Cuadro 24).

No se ha encontrado reportes cuantitativos de trabajos
similares al presente ensayo por tanto los datos obtenidos no son comparables.
MEZA et al. (2006), al aplicar Trichoderma en dos formulaciones: sélida
(1.1x10"° conidias/ml) y liquida (5.3x10° conidias/ml) en plantulas de Carica
papaya obtuvieron un incremento en la altura y el grosor del tallo en relacion
con el testigo. La concentracion de conidias de los aislamientos aplicados en

este trabajo fue de 10° conidias/ml.



Cuadro 24. Altura, volumen radicular y peso fresco obtenidos bajo formulacion en extracto de melaza y arroz de los 4 mejores aislamientos de

Trichoderma sp. (Tukey a=0.05%).

Peso Fresco (g)

Clave Trat. Altura (cm) Volumen R. {cc) Total (P. A. + P. R.) Parte aérea (P. A.) Parte radicular (P. R.)
T4 (ATr2N) = en medio MC+L* Tio 59.25 a Tio 2125 a T1o 10.77 a Tis 8.10 a T7 290 a

T2 (ATrz2N)= en solucion liquida** Ta 52,13 ab Tz 20.00 ab Ti7 10.05 ab Tio 8.00 a T1o 2.78 ab
Ta (ATrzN)= en sustrato de arroz*** Ts 51.50 ab Ty 19.75 abc Ts 10.03 ab T4 763 a Ts 2.53 abc
T4 (ATrsF ) = en medio MC+L* Ts 51.38 ab T1 19.50 abc Tis 10.00 ab Te7 7.58 a T17 2.48 abc
Ts (ATrsF )= en solucion liquida** Ty 48.00 ab Ts 18.75 abc T4 965 ab Ts 750 a Tia 245 abc
Tes (ATrsF )= en sustrato de arroz*** Tz 47.00 ab Ti2 1825 abc Ts 9.50 ab Tis 7.30 a Ts 2.43 abc
T7 (ATrs2T) = en medio MC+L* Ts 4413 ab T4 18.25 abc Tis 9.30 ab Ti 705 a T2 2.18 abe
Ts (ATr12T) = en solucién liquida** Ty 43.88 ab T14 18.00 abc Tis 9.28 ab Ts 7.05 a Te 2.13 abc
Ts (ATr12T) = en sustrato de arroz*** To 43.63 ab Ts 17.50 abc Tq4 918 ab Te 6.93 a Te 2.13 abc
T10 (ATr14T)= en medio MC+L* Tie 41.13 ab To 17.25 abc To 9.05 ab Tia 6.83 a Ti 213 abc
T11 (ATr44T)= en solucién liquida** T11 41.00 ab Tis 16.25 abc Ti2 8.85 ab Tis 6.83 a Ta 2.03 abc
T12(ATr14T)= en sustrato de arroz*** T17 39.63 ab Ts 1550 abc Tia 8.78 ab Ti2 6.68 a Tis 2.00 abc
T1z (Levadura) Ti4 39.50 ab Tie 1450 abc T 8.75 ab Ty 6.60 a T1a 1.95 abc
T14 (Melaza de cafia) T2 39.25 ab Ty 1425 abc Ts 8.58 ab Te 645 a T1s 1.90 abc
T4s (Melaza de cafia+Levadura) Tia 3825 b T 13.00 abc T4 8.48 ab Ts 640 a T4 1.88 abc
T1e (Testigo arroz) T2 3625 b T 1126 bc Ta 7.90 ab T, 585 a Ts 1.50 c
T17 (Testigo agua) Tis 3563 b Ti 1050 ¢ T 585 b T 453 a T2 1.33 c
Coeficiente de variabilidad (%) 9.10 10.20 6.60 3.30 9.70

Tratamientos unidos por la misma letra en columna no difieren significativamente entre si.

*  Aislamiento Trichoderma fermentado en medio melaza de cafia mas extracto de lavadura.

** Solucion liquida del asilamiento de Trichoderma obtenida al lavar el sustrato arroz.

*** Aislamiento Trichoderma fermentado en sustrato de arroz.

ATr2N = Aislamiento de Trichoderma 2 de Naranijillo, ATrsF = Aislamiento de Trichoderma 5 del Fundo- UNAS, ATr.T = Aislamiento de Trichoderma 12 de Tocache y
ATry4T = Aislamiento de Trichoderma 14 de Tocache.



V. CONCLUSIONES

La aplicacion metabolitos de Trichoderma en tres concentraciones (puro
(100%), 50 y 75% de dilucion) producidos en medio de melaza de caria
mas extracto de levadura no difieren estadisticamente entre ellos en el
incremento del crecimiento vegetativo de plantulas de Phaseolus

vulgaris var. chaucha, pero todos superan al testigo.

El 92% de aislamientos promueven en algin grado el crecimiento
vegetativo de las plantulas de frijol; alcanzando un incremento del 12 a
27% en la altura y de 04 a 43% en el peso fresco al aplicar una dilucién

al 75% de metabolitos en una frecuencia de 5 dias durante 30 dias.

La formulacion a través de la fermentacion liquida (melaza de cafia mas
levadura) o s6lida en sustrato de arroz y las formas de aplicacién de los
aislamientos de Trichoderma no difieren estadisticamente en el

crecimiento vegetativo en P. vulgaris.

De los 25 aislamientos de Trichoderma sélo cinco de ellos (TrsN, ATréF,
ATri T, ATriaT y ATrBM) poseen el mecanismo de antibiosis vy

micoparasitismo sobre Sclerotium rolfsii bajo la técnica de siembra dual.



V. RECOMENDACIONES

Continuar con el aislamiento y selecciéon de cepas de Trichoderma sp.
con mayor habilidad promotora de crecimiento que los encontrados en

este trabajo.

Realizar ensayos con mezclas de aislamientos de Trichoderma sp.
obtenidos para evaluar su potencial antagonica y promotor de

crecimiento vegetativo en varias especies vegetales.



Vil. RESUMEN

En el Laboratorio e invernadero de Fitopatologia de la Universidad
Nacional Agraria de la Selva (UNAS), se ha estudiado la eficiencia de 25
aislamientos de Trichoderma sp. como promotores del crecimiento vegetativo
en Phaseolus vulgaris L. var. ‘chaucha’. Los aislamientos fueron colectados del
suelo en diferentes zonas de los departamentos de Huanuco, Junin y San
Martin, obteniéndose un total de 77 muestras de suelo, lograndose obtener 24
aislamientos de Trichoderma en medio PDA. El porcentaje de ocurrencia de
este antagonista en los suelos muestreados es de aproximadamente de 10 a

60%.

Para la obtencién de las posibles sustancias promotoras de crecimiento
producidas por cada aislamiento, se realizaron cultivos en medio liquido
empleando medio de melaza de cafatlevadura; se incubaron por 15 dias en
un agitador orbital a 100 rpm. Con los metabolitos producidos se establecieron
tres ensayos: el primero se realizdé con la finalidad de determinar el efecto de
tres concentraciones (puro, diluido al 75 y 50%) en el aumento del crecimiento
vegetativo del frijol. Los resultados de este ensayo evidenciaron que no existen
diferencias estadisticas entre los aislamientos en la promocién del crecimiento
vegetativo del frijol por las tres concentraciones; sin embargo, todas ellas
superan al testigo. Un segundo ensayo se realiz6 para seleccionar los
aislamientos con mejor potencial en la promocion de crecimiento a una dilucion
del metabolito al 75% por haber mostrado esta concentracion una mejor

tendencia numérica en incremento de los valores biométricos en el primer
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ensayo. Los metabolitos se aplicaron como riego con una frecuencia de 5 dias
hasta un mes desde la siembra en bolsas de polietileno conteniendo suelo
éstéril. Los parametros evaluados fueron: altura de planta, peso fresco, seco
(parte aérea y radicular) y volumen radicular. El 92% de aislamientos
promueven en algun grado el crecimiento vegetativo de las plantulas de frijol;
alcanzando un incremento del 12 a 27% en la altura y de 4 a 43% en el peso

fresco.

El tercer ensayo, se realizé con la finalidad de evaluar el efecto de la
formulacién (sélida y liquida) y forma de aplicacion de 4 aislamientos
Trichoderma (ATrN, ATrsF, ATrqoT y ATr4T) que mostraron mayor habilidad
promotora de crecimiento en el segundo ensayo. La fermentacién liquida se
realiz6 en medio Melaza de cafia y levadura; esta forma de formulacion se
aplico como riego a una dilucién al 75%. La fermentacién sélida (siembra en
sustrato arroz) se aplicé incorporando directamente alrededor de la planta 2 g
del sustrato arroz y aplicaciéon de 30 ml de una suspension conidial de 10°
ufc/ml, obtenida al lavar sustrato arroz. Las aplicaciones se realizaron cada 15
dias durante 60 dias. Las dos formas de formulacién y las tres formas de
aplicacion de cuatro aislamientos de Trichoderma no difieren estadisticamente

en el crecimiento vegetativo de plantulas de frijol.

En otro ensayo complementario se evalud el efecto antagonico de los
aislamientos obtenidos frente Sclerotium rolfsii a nivel in vitro bajo la técnica de
siembra dual. Sélo cinco aislamientos (TryN, ATrgF, ATr2T, ATrisT y ATr:BM)

poseen el mecanismo de antibiosis y micoparasitismo.
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IX. ANEXO



Cuadro 25. Crecimiento micelial de los aislamientos de Trichoderma sp.

Crecimiento (cm/dia)

Aislamientos Evaluacion 1 Evaluacion 2 Evaluacion 3
(ATr4F) 1.30 4 .50 8.50
(ATrzN) 1.10 4.20 8.50
(ATr3F) 1.00 5.30 8.50
(ATraN) 1.00 4.40 8.50
(ATrsF) 0.90 6.20 8.50
(ATrgF) 1.70 4.90 8.50
(ATr;Cg) 1.10 4.90 8.50
(ATrgT) 1.40 6.10 8.50
(ATrgF) 1.20 4.60 8.50
(ATroF) 2.00 5.90 8.50
(ATry1Ch) 1.40 7.30 8.50
(ATrq2T) 0.30 4.60 8.50
(ATrq3T) 1.70 6.20 8.50
(ATr4T) 0.50 3.50 8.50
(ATrysT) 1.20 6.20 8.50
(ATrigN) 2.10 6.90 8.50
(ATr7M) 1.30 5.30 8.50
(ATrigBM) 1.30 4.50 8.50
(ATrigBM) 1.00 4.90 8.50
(ATroBM) 1.30 5.10 8.50
(ATr21BM) 0.50 3.90 8.50
(ATr2BM) 1.90 6.70 8.50
(ATra3N) 0.90 5.20 8.50
(ATr4BM) 1.00 4.40 8.50

(Trh) . 1.20 470 8.50




Cuadro 26. ANVA (Analisis de variancia) para la determinacién de la

concentracion del niumero de conidias de los aislamientos de

Trichoderma sp.

FV GL sC CMm Fcal Ftab
Tratamientos 24  36x10° 15x10”s 383.80  0.0001
Error experimental 75 29x10"® 3.9x10'°

Total 99 3.7 x10%°

CV=7.44%

S : Significacion estadistica al 5% de probabilidad.

Cuadro 27. Analisis de variancia para la determinacién del efecto antagonico

de los aislamientos de Trichoderma frente a Sclerotium rolfsii.

Cuadrados medios

F.V GL Aislamientos de Trichoderma Sclerotium rolfsii
Tratamiento 24 0.74s 611.65s
Error experimental 75 0.19 100.26
Total 99
CV% 11.58 23.17

S : Significacidn estadistica al 5% de probabilidad.



Cuadro 28. ANVA para el efecto como promotor de crecimiento de los 20 aislamientos de Trichoderma sp. para el parametro biométrico altura de planta obtenido en

tres concentraciones.

...van
) Cuadrados medios
F. de variacién GL ATnF ATr:N ATriF ATrsN ATrsF ATrsF ATr,Cg_ _ ATrsT ATroF . ATryoF
Tratamientos 4 23.2030s 4.2480ns 11.9350s 8.7520ns 1.8940ns 1.1460ns  11.0880ns 10.1090ns  7.4990ns 37.2932s
Dosis 2 6.43_00ns 54700ns  1.3010ns  17.3650s 2.5720ns 0.3320ns  0.0920ns 14.5750s 4.62580ns 0.3158ns
Testigos 1 0.2450 0.2450 0.2450 0.2450 0.2450 0.2450 0.2450 0.2450 0.2450 0.2450
Dosis vs Testigos 1 79.7070 5.8080 44,8960 0.0330 2.1870 3.6750 43.9230 11.0410 20.5010 148.2960
Error experimental 11 34850  3.8860 2.9670 4.8382 4.1500 1.8010 7.3990 2.6140 2.5640 5.7240
Total 15
C\V.= 13.43% 11.49%  9.40% 13.29% 12.05% - 8.40% 14.85% 10.37% 9.03% 12.06%
...Viene
Cuadrados medios
F. de variacién GL ATriuiCh  ATrT ATrisT ATr14T ATrsT ATrigN ATrisM ATrisBM ATrisBM Trh
Tratamientos 4 8.2700ns 4.1730ns  0.6400ns 15.1440ns 27.8420s 13.2290ns 53.1490s 1.7410ns 51.7970s 8.6500ns
Dosis 2 2.4010ns 3.0030ns 0.7900ns 14.2520ns 4.7770ns 13.1750ns  0.5730ns 0.3220ns 12.6970ns 16.5770s
Testigos 1 0.2450 0.2450 0.2450 0.2450 0.2450 0.2450 0.2450 0.2450 0.2450 0.2450
Dosis vs Testigos 1 28.0330 10.4430 0.7360 31.8270 101.5680 26.3200 211.2050 6.0750 181.5480 1.2000
Error experimental 11 31150 3.2930 4.3050 6.1060 2.0800 46370 6.32680  7.0720 4.8570 49720
Total 15
CV.= 11.73% 11.62% -12.40% 13.69% 10.50% 12.03% 12.28% 15.48% 10.92% 13.77%

S= significativo ns= ﬁo signiﬁcativo



Cuadro 29. ANVA para el efecto como promotor de crecimiento de los 20 aislamientos de Trichoderma sp. para el parametro biométrico peso fresco total (P.A. + P.

R.) obtenido en tres concentraciones.

...van
Cuadrados medios .
F. de variacion GL ATnF ATr:N ATrsF ATrsN ATrsF ATrsF ATr:Cq ATrsT ATroF ATrioF
Tratamientos 4 8.0530s 6.9350s 5.4267s 2.3105s  1.8632s 2.6432s 2.6732s 2.0107s 1.772s 4.3207s
Dosis 2 21733s 0.7758ns  0.2775ns 1.3576s 0.3325ns  0.0925ns  0.1525ns  0.8008s 0.3658ns  0.2308ns
Testigos 1 0.9800 0.9800 0.9800 0.9800 0.9800 0.9800 0.9800 0.9800 0.9800 0.9800
Dosis vs Testigos 1 26.8853 25.2083 20.1720 5.5470 5.8080 9.4080 9.4080 5.4613 5.3763 15.8413
Error experimental 11 0.3600 0.2852 0.2723 0.2607 0.3450 0.2014 0.4086 0.2023 0.2252 0.2032
Total 15
CV.= B 12.98% 11.67% 11.78%  13.28% 15.22% 11.11% 15.82% 11.71% 12.37% 10.51%
...Viene
Cuadrados medios
~ F. de variacién GL ATri«Ch ATrs2T ATrsT ATr14T ATrisT ATrisN ATriyM ATr;BM ATrisBM Trh
Tratamientos 4 0.8157s 0.658ns 2.3717s 2.8917s 1.5417s 1.6830s  5.2832s 2.3982s 3.5142s 0.5170ns
Dosis 2 0.2775ns 0.5725ns  0.3008ns 2.2108s 0.3508ns 0.5158ns 0.3158ns 1.5758s 0.7725ns 0.4900ns
Testigos 1 0.9800 0.9800 0.9800 0.9800 0.9800 0.9800 0.9800 0.9800 0.9800 0.9800
Dosis vs Testigos 1 1.7280 0.5070 7.9053 6.1653 4.4853 4.7203 19.5213 5.4613 11.5320 0.1080
Error experimental 11 0.1386 0.2816 0.2795 0.4314 0.3059 0.2143 0.3350 0.3523 0.385¢ 0.2209
Total 15
CV.= 10.46% 15.63% 13.32% 16.93% 14.63% 12.20% 13.12% 15.46% 15.04% 15.11%

S= significativo ns='no significativo



Cuadro 30. ANVA para el efecto como promotor de crecimiento de los 20 aislamientos de Trichoderma sp. para el parémetro biométrico peso fresco de la parte aérea

(P. A.) obtenido en tres concentraciones.

...van
_Cuadrados medios
F. de variacion GL _ATnF ATrN ATrF ATrsN ATrsF ATrgF ATr,Cg ATrsT _ATroF ATrioF
Tratamientos 4 10450s 0.6145s 0.6795s 0.2462ns 0.0725ns 0.2030ns 0.3775ns 0.1782ns 0.1792ns 1.175s
Dosis 2 06175 0.3358s 0.1158ns 0.3658s 0.0058ns  0.0675ns  0.0325ns  0.2058ns ~ 0.1233ns  0.390s
Testigos 1 0.2450 0.2450 0.2450 0.2450 0.2450 0.2450 0.2450 0.2450. - 0.2450 0.2450
Dosis vs Testigos 1 27000 1.5413 2.2413 0.0083 0.0333 0.4320 1.2000 0.0563 0.2253 3.6750
Error experimental 11 0.0782 0.0927 0.1700 0.0757 0.1136 0.0573 0.1109 0.0902 0.1323 0.1070
Total 15
CV.= 11.18%  12.74%  16.76%  13.26% 16.05% 10.73% 14.17% 14.20% 16.68% 12.71%
...Viene |
) Cuadrados medios
F. de variacién GL ATriCh _ ATrT _ ATrgT  ATH4T  ATryT  ATriN  ATroM  ATrigBM _ ATrsBM  Trh
Tratamientos 4 009%2ns 0.1705ns 0.1255ns  0.568s 0.1870s 0.3582ns  1.0462s 0.5195s 0.4650s 0.4620s
Dosis 2 0.0325ns 0.1058ns 0.0158ns 0.4908s  0.0433ns 0.1433ns 0.3033ns 0.3558ns 0.3033ns 0.8008s
Testigos 1 0.2450 0.2450 0.2450 0.2450 0.2450 0.2450 0.2450 0.2450 0.2450 0.2450
Dosis vs Testigos 1 0.0750 0.2253 0.2253 1.0453 0.4563 0.9013 3.3333 1.1213 1.0083 0.0013
Error experimental 11 0.0830 0.0864 0.1155 0.1100 0.0543 0.0968 0.1241 0.1209 0.1107 0.0945
Total 15
CV.= 12.70% 15.31% 15.59% 14.23% 12.50% 13.47% 13.81% 14.86% 14.31% 14.93%

S= significativo

ns= no significativo



Cuadro 31. ANVA para el efecto como promotor de crecimiento de los 20 aislamientos de Trichoderma sp. para el parametro biométrico de la parte radicular (P. R.)

obtenido en tres concentraciones.

...van
Cuadrados medios
F. de variacion GL ATHF ATr:N ATrsF ATN ATrsF ATrsF ATr,Cg ATrsT ATrsF ATryoF
Tratamientos 4 38912s 235469 2.6157s 1.7362s 1.5792s 1.7682s 1.0662s 1.5217s  1.1332s 1.3492s
Dosis 2 06008 47.0825s 0.0925ns 0.3158s 0.2708s 0.0025ns  0.0175ns  0.2858s 0.0758ns  0.0258ns
Testigos 1 0.0113 0.0113 0.0113 0.0113 0.0113 0.0113 0.0113 0.0113 0.0113 0.0113
Dosis vs Testigos 1 14.3521  0.0113 10.2668 6.3021 5.7641 7.0568 4.2188 5.5041 4.3701 5.3341
Error experimental 11 0.0866 0.0625 0.0730 0.0466 0.0557 0.0320 0.0377 0.0586 0.0314 0.0441
Total 15
C.V.= - ) 14.18% 11.39% 14.10% 12.51% 13.92% 10.14% 12.14% 14.41% 11.00% 12.57%
...Viene
Cuadrados medios
E. de variaciéon GL ATriCh ATrioT ATraT ATr147T ATrisT  ATrisN ATryM ATrisBM ATrisBM Trh
Tratamientos 4 0.092ns 0.1705ns 0.1255ns 0.568s 0.197s 0.3582ns  1.0462s 0.5195s 0.465s 0.462s
Dosis 2 0.1675s 0.2133s 0.1675s 1.0225s 047258 0.1158ns 0.0658ns  0.7633s 0.2275s 0.0658s
Testigos 1 0.0113 0.0113 0.0113 0.0113 0.0113  0.0113 0.0113 0.0113 0.0113 0.0113
Dosis vs Testigos 1 3.3668 2.0541 7.0568 3.3668 9.2407  2.1601 8.1641 2.0021 7.3508 0.0141
Error experimental 11 0.0468 0.0355 0.0348 0.0405 0.0586  0.0441 0.0659 0.0343 0.0632 0.0193
Total 15
CV.= 14.05% 13.17% 10.57% 13.06% 12.95% 14.58% 14.11% 13.00% 14.12% 13.83%

S= significativo ns= no significativo



Cuadro 32. ANVA para el efecto como promotor de crecimiento de los 20 aislamientos de Trichoderma sp. para el parametro biométrico peso seco total (P. A. + P. R.)

obtenido en tres concentraciones.

...vVan
Cuadrados medios
F. de variaciéon GL ATnF ATr2N ATrsF ATr:N ATrsF ATreF ATr,Cg ATrsT ATrsF ATryoF
Tratamientos 4 0.2970s - 0.2005s 0.0870s 0.0142ns 0.0467ns  0.1680s 0.1542s 0.2095s 0.1180s 0.1855s
Dosis 2 0.0308ns 0.0758s 0.0408s 0.0058ns 0.0308ns 0.0108ns  0.090s 0.0325ns  0.0175ns  0.0158ns
Testigos 1 0.0050 0.0050 0.0050 0.0050 0.0050 0.0050 0.0050 0.0050 0.0050 0.0050
Dosis vs Testigos 1 1.1213 0.6453 0.2613 0.0403 0.1203 0.6453 0.4320 0.7680 0.4320 0.7053
Error experimental 11 0.0127 0.0145 0.0118 0.0048 0.0111 0.0191 0.0205 0.0200 0.0173 0.0173
Total 15
CV.= 13.43%  15.66% 15.76% 11.42% 16.36% 17.94%  19.59% 17.90% 18.00%  16.85%
...Viene
Cuadrados medios
F. de variacion GL ATriCh ATr2T ATrisT ATrH4T ATrsT ATrisN ATryM ATrisBM ATrisBM Trh
Tratamientos 4 0.1120s 0.0532s 0.0800s 0.0182ns 0.1855s 0.0562ns 0.1045s 0.0612s 0.0555s 0.037ns
Dosis 2 0.0400s 0.0758s 0.0075ns 0.0324s 0.0158ns  0.0058ns 0.0758s  0.0158ns 0.0758s 0.0475ns
Testigos 1 0.0050 0.0050 0.0050 0.0050 0.0050 0.0050 0.0050 0.0050 0.0050 0.0050
Dosis vs Testigos 1 0.3630 0.0563  0.3000 0.0030 0.7053 0.2083 0.2613 0.2083 0.0653 0.0480
Error experimental 11 0.0052 0.0102 0.0182 0.0084 0.0136 0.0139 0.0109 0.0102 0.0118 0.0136
Total 15
CV.= ’ 10.11% 16.44% 19.26% 16.23% 14.97% 17.44% 15.14%  14.98% 17.53% 19.14%

S= significativo

ns= no significativo



-Cuadro 33. ANVA para el efecto como promotor de crecimiento de los 20 aislamientos de Trichoderma sp. para el parametro biométrico peso seco de la parte aérea

(P. A)) obtenido en tres concentraciones. Van
Cuadrados medios
F. de variacién GL ATnF ATrN ATrsF ATrsN ATrsF ATreF ATriCqg  ATrsT ATroF ATroF

Tratamientos 4 0.0567s 0.0217ns  0.0157ns  0.0017ns 0.0045ns  0.0730s 0.0819s 0.0469s 0.0155ns  0.0337s

Dosis 2 0.0174ns  0.0108ns 0.0033ns  0.0033ns 0.0075ns 0.0058ns 0.0758s 0.0058ns 0.0108ns  0.0008ns

Testigos 1 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

Dosis vs Testigos 1 0.1920 0.0653 0.0563 0.0003 0.0030 0.2803 0.1763 0.1763 0.0403 0.1333
Error experimental 11 0.0057 0.0075 0.0077 0.0041 0.0036 0.0091 0.0064 0.0082 0.0091 0.0039
Total 15
CV.= 15.23% 19.46%  19.98% 16.83% 15.46% 18.34%  16.28%  18.48% 22.17% 13.09%

...Viene
, Cuadrados medios
F. de variacion GL ATrisCh ATr2T ATrsT ATr14T ATrsT ATrieN ATrizM  ATrisBM  ATroBM Trh

Tratamientos 4 0.003ns 0.0079ns  0.0045ns 0.0005ns 0.0195ns 0.0042ns 0.0067ns 0.0067ns 0.0017ns 0.0094ns

Dosis 2 0.0058ns 0.0158ns  0.0075ns 0.0008ns 0.0108ns 0.0058ns 0.0074ns 0.0075ns 0.0033ns 0.0108ns

Testigos 1 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

Dosis vs Testigos 1 0.0003 0.0003 0.0030 0.0003 0.0563 0.0053 0.0120 0.0120 0.0003 0.0163
Error experimental 11 0.0036 0.0064 0.0055 0.0036 0.0064 0.0048 0.0039 0.0057 0.0059 0.0045
Total 15
CV.= 15.87% 21.56% 18.94% 16.30% 18.13% 17.49% 15.35% 18.61% 20.23% 19.83%

S= significativo

ns= no significativo



Cuadro 34. ANVA para el efecto como promotor de crecimiento de los 20 aislamientos de Triclzoderma sp. para el parametro biométrico peso seco de la parte

radicular (P. R.) obtenido en tres concentraciones.

Cuadrados medios

F. de variacién GL ATnF ATr:N ATrsF ATrN ATrsF ATreF ATr,Cg “ATrsT  ATroF ATroF
Tratamientos 4  0.0992s 0.0925s 0.0537s 0.0100ns 0.0280s 0.0212s 0.0157ns  0.0787s  0.0537s 0.0629s
Dosis 2 0.0033ns 0.0325s 0.0674s 0.0008ns 0.0108s 0.0024ns 0.0008ns  0.0508s 0.0008ns  0.0108ns
Testigos 1 0.0050 0.0050  0.0050  0.0050 /0.0050  0.0050 0.0050 0.0050  0.0050 0.0050
Dosis vs Testigos 1 0.3853 0.3000 0.0750  0.0333 0.0853  0.0750 0.0563  0.2083  0.2083 0.2253
Error experimental 11 0.0048 0.0081 0.0032  0.0034 0.0034  0.0023 0.0041 0.0059  0.0059 0.0052
Total 15
CV= __20.02% 24.10% 2256% 25.95%  22.90% 19.07%  26.65% 25.62%  25.62%  23.70% _
...Viene

Cuadrados medios

F. de variacién GL ATrinCh_ ATri2T  ATrsT ATr147T ATrisT ATrieN ATryyM ATrysBM ATrisBM Trh

Tratamientos 4  0.1045s 0.0330s 0.0732s 0.0142s  0.1357s 0.0380s 0.0595s  0.0442s 0.0482s 0.0392s
Dosis 2 0.0358s 0.0308s 0.0224s 0.0233s  0.0408s 0.000ns 0.0358s  0.0258s 0.0658s 0.0158s
Testigos 1 0.0050 0.0050 0.0050 0.0050 0.0050  0.0050 0.0050 0.0050 0.0050 0.0050

Dosis vs Testigos 1 0.3410 0.0650 0.2430  0.0050 0.4560  0.1470 0.1610 0.1200 0.0560 0.1200

Error experimental 11 0.0060 0.0030 0.0040  0.0030 0.0060  0.0050 0.0040 0.0040 0.0030 0.0040

Total 156

CV.= 23.38% 23.83% 20.63% 27.87% 21.35% 26.38%  23.06%  23.69% 23.50% 23.69%

S= signiﬂcativd ns= no signiﬁcativo



Cuadro 35. ANVA para el efecto como promotor de crecimiento de los 20 aislamientos de Trichoderma sp. para el pardmetro biométrico volumen radicular obtenido en

tres concentraciones.

Cuadrados medios

F. de variacién GL  ATrHF ATr:N ATrsF ATrsN ATrsF ATrgF ATr,Cg ATrsT ATrsF ATrwF
Tratamientos 4 1.3692s 1.2682s 0.8942s 0.9307s 0.5742s 0.4157s 0.1767ns  0.0532ns  0.2282s 0.1542ns
Dosis 2 0.0408s 0.0858ns  0.1408ns  0.4658s 0.3358s 0.1908ns 0.0075ns  0.0408ns 0.2274s 0.0308ns
Testigos 1 0.0612  0.0612 0.0612 0.0612 0.0612 0.0612 0.0612 0.0612 0.0612 0.0612
Dosis vs Testigos 1 5.3341  4.8401 3.2341 2.7301 15641  1.2201 0.6308 0.0701 0.3968 0.4941
Error experimental 11 0.0120 0.0793 0.0993 0.0893 0.0939  0.0675 0.0686 0.033¢ 0.0320 0.0648
Total 15
CVv.= ) 7.10%  18.59%  22.43% 21.89% 24.41% 21.38% 23.18% 18.68% 16.50% 23.03%
...Viene
Cuadrados medios
F. de variacién GL _ ATr4Ch AT T ATrisT  ATr4T  ATrT  ATrsN ATri/M__ ATrBM ATri9BM Trh
Tratamientos 4 0.0605ns  0.0362ns  1.0457s 0.8455s 0.9917s 0.1099ns 1.0332s  0.2767s 0.3717s 0.0282ns
Dosis 2 0.0133ns  0.0150ns 0.3774s 1.0900s  0.4008s 0.0633ns 0.1808ns 0.3358s 0.2708s 0.0258ns
Testigos 1 0.0612 0.0612 0.0612 0.0612 0.0612  0.0612 0.0612 0.0812 0.0612 0.0612
Dosis vs Testigos 1 0.1541 0.0521 3.3668  1.1408 3.1041  0.2521 3.7101 0.3741 0.8841 0.0001
Error experimental 11 0.0300 0.0138 0.0730  0.0570 0.0675  0.0464 0.0777 0.0459 0.0577 0.0284
Total 16 '
CV= 16.98% 12.08% 19.09%  19.82% 18.62%  20.51% 19.36% 19.84% 20.54% 18.42%

S= significativo ns= no significativo



Cuadro 36. ANVA del efecto de 25 aislamientos de Trichoderma sp. como promotor de crecimiento en frijol var. ‘chaucha’

obtenido a una concentracion de 75%.

, Cuadfados medios
Peso fresco Peso seco , :
FV - GL  Altura Planta Tallo Raiz Planta Tallo Raiz Volumen R.

Tratamiento 25 48.50s 5.60s 1.65s 2.51s 0.13s 0.12s 0.03s 2.78s
Error

experimental 208 13.68 0.06 0.04 0.03 0.01 0.11 0.002 0.03
Total 233 ) , ,
CV% 10.24 4,09 6.06 8.18 1302 1460 1993  11.58

S: Significacion ‘estadistica al 5% de probabilidad.

Cuadro 37. ANVA del efecto de 4 aislamientos de Trichoderma sp. como promotor de crecimiento en frijol var. ‘chaucha’

obtenido bajo dos formulaciones.

Peso fresco o Peso seco
F.V GL  Altura Planta Tallo Raiz Planta Tallo ~ Ralz ‘Volumen R.
Tratamiento 16 169.04 4,71 2.88 0.67 0.21 0.10 0.04 0.97
Error
experimental 51 61.77 2.98 2.02 0.26 0.14 0.07 0.02 0.12
Total 67
CV% 17.78 19.08 20.60 23.65  18.77 19.58 26.47 21.58

S: Significacién estadistica al 5% de probabilidad.



Figura 4. Plantulas de frijol tratadas con los aislamientos de Trichoderma sp.

(ATroN, ATrsF, ATr2T y ATrq4T) bajo dos formulaciones, expresado

~ en altura de planta.



Figura 5. Volumen radicular de plantulas de frijol tratadas con los
aislamientos de Trichoderma sp. (ATr2N, ATrsF, ATriaT y ATr,T)

bajo dos formulaciones.



