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Resumen: El presente estudio incluye trabajo de campo
en un cultivo de maiz en el recinto “Las Caiiitas” en el
canton Urdaneta y una segunda ctapa en el laboratorio
de fitopatologia de la Universidad Agraria del Ecuador.
Con el objetivo de evaluar el efecto antagonista de dos
cepas de Trichoderma (T. harzianum y T viride) sobre la
roya (Puccinia sorghi) y tizén foliar (Helminthosporium
spp.), agentes causales del cultivo de maiz. En campo,
se emplearon para el estudio dos hibridos de maiz
(Iniap H-551 y Trueno), por lo que se establecieron 6
tratamientos. Bajo la incidencia natural de los patdégenos
en estudio, la cepa T viride y el hibrido Trueno
demostraron un comportamiento estable. Sin embargo,
los resultados no fueron significativos. Los resultados
reflejaron que el tratamiento T4 (7. viride - Trueno)
sobresalio para la variable indice de incidencia para
los dos patogenos en estudio. En laboratorio, se valord
la efectividad del micoparasito de las dos cepas de
Trichoderma sp., frente a los hongos fitopatogenos
aislados de las plantas de maiz provenientes del ensayo
de campo, a través de prucbas de antagonismo entre el
agente micoparasito y el agente fitopatdogeno, obteniendo
un mayor antagonismo de los micoparasito frente a
Helminthosporium spp. En el caso de Puccinia sorghi
se evidencid que unicamente 7. viride inhibido en gran
manera su desarrollo. Por lo que se concluye en que
las cepas de Trichodermas no ejerce un control eficaz
en el manejo de las enfermedades evaluadas, debido
a que estas no influyeron en su produccion, ni en su
rentabilidad.
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Abstract: The present study included field work in a
corn crop in "Las Caiiitas" in the Urdaneta canton and
a second stage in the phytopathology laboratory of the
Agrarian University of Ecuador. The objective was to
evaluate the antagonistic effect of two Trichoderma
strains (T. harzianum and T. viride) on rust (Puccinia
sorghi) and leaf blight (Helminthosporium spp.), causal
agents of the maize crop. In the field, two corn hybrids
(Iniap H-551 and Trueno) were used for the study, so 6
treatments were established. Under the natural incidence
of the pathogens under the study, the 7. viride strain and
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the hybrid Trueno showed a stable behavior. However, the
result weren't significant. The results showed that the T4
treatment (7. viride - Trueno) excelled for the incidence

index variable for the two pathogens under study. In
the laboratory, the effectiveness of the mycoparasite
of the two strains of Trichoderma sp. against the
phytopathogenic fungi isolated from the maize plants
from the field trial was evaluated through antagonism
tests between the mycoparasite and the phytopathogenic
agent, obtaining a greater antagonism of the mycoparasite
against Helminthosporium spp. In the case of Puccinia
sorghi, it was shown that only 7. viride greatly inhibited
its development. Therefore, it is conclude that the
strains of Trichodermas don’t exert an effective control
in the management of the evaluated diseases, because
didnt influence their production nor their profitability.

Ciencias E Investigacion, 7(47), 90-100. https://doi.org/10.29018/
issn.2588-1000vol7iss47.2023pp90-100
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INTRODUCCION

| maiz (Zea mays L.) duro es un cultivo de gran importancia econdmica y social, por su

contribucion tanto en la alimentacion humana como la animal mediante la elaboracion de
alimentos balanceados principalmente. Reportes de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO, 2021) indican que la produccion de maiz en América Latina
y el Caribe alcanz6 un total de 203 890 134 toneladas, que corresponde a 1,41% de incremento en
comparacion a la produccion del afio 2020.

En Ecuador se sembraron alrededor de 278 021 hectareas en el 2021 y el rendimiento nacional
fue de 4,31 t/ha (SIPA, 2021), lo cual representd un 34,2 % de disminucidon en comparaciéon al
afio 2020 donde se obtuvo un rendimiento nacional de 6,56 t/ha en una superficie menor de 274
465 hectareas (MAG, 2020).

En la actualidad existe un bajo rendimiento en la produccion de maiz duro en Ecuador, una de
las razones es por la afeccion de enfermedades. Por lo que existe un antecedente de alto indice
de toneladas importadas en el periodo 2004-2021. De acuerdo con los datos del SIPA (2020)
se registro 0 tm exportadas y 49 254 tm importadas, para este afio 2021 (Enero-Febrero) 0 tm
exportadas y 26 870 tm importadas reflejandose un balance comercial negativo de - 100,0%
(SIPA, 2021). Por consiguiente, es de mucha importancia desarrollar y evaluar métodos de control
biologico, con el objetivo de reducir el dafio econdmico y estético causado por las enfermedades
e incrementar los niveles de produccion.

El maiz es susceptible a varias enfermedades, que en alguna manera han causado pérdidas
severas, como lo son la roya y el tizon del maiz que se expondran en esta investigacion. Por lo
que a lo largo de la historia se ha intentado reducir el dafio econémico y estético causado por ellas,
creando enfoques mas precisos en los controles de las mismas, resultando estas a menudo severas
y unicas, como la aplicacion de pesticidas, fumigacion de suelos o quemas (Andrade-Hoyos et al.,
2019).
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El control de los mismos se ha basado tradicionalmente en la aplicacion de plaguicidas, los
cuales muchas veces no solo actuan sobre el agente en estudios, sino que afectan a otros agentes
muchas veces beneficiosos y han contribuido al desarrollo de la inmuno—resistencia de estos
agentes causales de enfermedades. Por tanto, surge la importancia de tomar y desarrollar vias de
solucion que estén siempre orientadas a la conservacion ambiental, ya que es mas sencillo prevenir
proactivamente la aparicion de una resistencia que recuperar la susceptibilidad de forma reactiva.

El potencial productivo del cultivo del maiz (Zea mays), ha aumentado cada afio. Sin embargo,
en varios paises el rendimiento medio esta todavia muy por debajo de lo que se puede producir,
en gran parte por la incidencia de enfermedades. La roya y tizon son enfermedades comunes que
atacan al cultivo de maiz, en el mercado disponen de tratamientos quimicos para su manejo como
son: Mezcla de estrobirulinas y triazoles; tebuconazole; epoxiconazole; mancozeb o propiconazole
(INTA, 2010).

Una de las alternativas bioldgicas para manejar la incidencia de estos agentes causales y de la
cual se ha obtenido buenos resultados, es la aplicaciéon de Trichoderma, un hongo anaerdbico
caracterizado por tener un comportamiento saprofito o parasito. El éxito de las cepas de
Trichoderma como agentes de control bioldgico se debe a su alta capacidad reproductiva,
habilidad para sobrevivir a condiciones ambientales desfavorables, eficiencia en la utilizacion de
nutrientes, capacidad para fortalecer a la planta a nivel radicular, fuerte agresividad contra hongos
fitopatdgenos y eficiencia en promover el crecimiento en plantas e induccion de mecanismos de
defensa (Hidalgo y Moran, 2020).

Por lo que la presente investigacion tiene como objetivo evaluar los agentes causales ya
antes mencionados de las enfermedades roya y tizon, mediante la aplicacion de dos cepas de
Trichoderma, ya que al ser un hongo antagonista tiene la capacidad de ejercer un efecto de control
biologico sobre diferentes patdgenos de interés (Cai y Druzhinina, 2021). La investigacion
se la realizard en condiciones de laboratorio y luego en campo, donde en condiciones in vitro
se identificard a los agentes causales y mediante cultivos duales se determinard la capacidad
antagonica de las cepas de Trichoderma, luego se evidenciara su eficacia sobre la incidencia natural
de los patogenos en estudio, en condiciones de campo en dos hibridos de maiz, a saber Iniap
H-551 y Trueno.

METODOLOGIA

Ensayo en campo

Se realiz6 un ensayo en campo en la finca “Don Leon” en el recinto Las Caifiitas de la parroquia
Ricaurte del canton Urdaneta, provincia de Los Rios. Estableciendo 24 parcelas experimentales,
las cuales estuvieron establecidas en un area de 864 m’ delineadas en un diseflo experimental
en arreglo de parcelas divididas, bajo un disefio de bloques completos al azar, con una densidad
poblacional de 180 plantas por cada parcela, en el periodo comprendido septiembre—diciembre
2021. Donde se implementaron para el estudio 2 hibridos de maiz (Iniap H-551 y Trueno) los
cuales presentan cierta sensibilidad a estas enfermedades.

Se realizaron 3 aplicaciones (20 - 40 - 60 dias) de las cepas de Trichoderma (T harzianum y
Tviride), luego se determind la incidencia y severidad de la roya y el tizon en el cultivo de maiz
dos semanas después de la floracion (65 dds), para lo cual se presenta la formula aplicada para
determinar la incidencia, por lo que se tuvo en cuenta el numero de plantas totales y cuantas de
estas se encontraban sanas y enfermas; en el caso de la severidad, se utilizd una escala (INIAP,
2018).
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FORMULA
Total de plantas enfermas
= x 100
Total de plantas muestreadas
ESCALA

Figura 1. Escala de severidad para la evaluacion de enfermedades foliares: roya, tizon foliar,
mancha de asfalto, Cercospora y curvularia; donde 1 significa la minima presencia de la
enfermedad y 5 los sintomas mas severos de la enfermedad en todas las hojas de la planta

Ensayo en laboratorio

Para el analisis en laboratorio, las muestras se tomaron realizando un recorrido por el ensayo
establecido en campo, observando los sintomas de enfermedad por accion de los patogenos en
estudio. Las partes que visualmente aparentaron dafio en su tejido vegetal fueron recolectadas
del total del area sembrada, equivalente a 4 320 plantas, se muestre6 cerca del 2% del cultivo, lo
equivalente a 86 plantas; estas muestras recolectadas fueron guardadas y almacenadas en sobres de
papel.

Posterior a esto, las muestras fueron llevadas al laboratorio para la identificacion de los patdgenos.
En el caso de la roya, se implemento la técnica de impronta directa, la cual consiste en tomar una
muestra del tejido vegetal afectado y con una pedazo de cinta transparente hacer presion sobre
dicha area y posteriormente retirarla con cuidado; en una ldmina se coloca una gota de azul de
lactofenol para luego ubicar la cinta con la muestra del patégeno y poder realizar la observacion en
el microscopio a un aumento de 40X (Chingaté ef al., 2020).

En el caso del tizén foliar, se tomaron fragmentos de hojas sintomaticas (4-5 cm de longitud)
los cuales fueron desinfestadas en una solucidon de hipoclorito de sodio al 0.5% por 2 min, luego
lavados en agua destilada estéril por 3 min y secados con papel de filtro. Los fragmentos fueron
colocados en cdmaras himedas por 48 h a 25 °C (Félix-Gastélum et al., 2018). De los conidios
formados en el tejido de las hojas se procedio a la identificacion en el microscopio y se obtuvieron
cultivos monosporico a través de su transferencia con una aguja de diseccidon a placas de Petri
con papa dextrosa agar (PDA).

Las especies del género Trichoderma son faciles de aislar. Se procedidé como sefiala Chingaté et al.,
(2020) para el aislamiento, realizar varias siembras en el medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA)
hasta obtener el Trichoderma puro y no exista contaminacion con otro microorganismo. Se incorporo
una alicuota de 5 ul de ambas cepas en el medio de cultivo, en el caso de 7. harzianum como su
presentacion fue en polvo, se diluy6 previamente una pequena cantidad en agua destilada.
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Grado de micoparasitismo

Para las pruebas de antagonismo, en el caso del tizon se tomaron partes del tejido del hongo
reproducido en los medios de cultivo y se lo sembro6 en agar PDA en un extremo de la caja Petri un
disco de 4 mm de didmetro, luego se sembro al lado opuesto, a una distancia de 5 cm entre ambos,
un disco de 4 mm de didmetro con micelio de 7. viride y de igual manera con 7. harzianum, para el
posterior analisis de variables a los 7 dias. Se incubaron a temperatura de 24°C a 26°C, hasta que el
crecimiento del antagonista o del patdogeno cubriera toda la superficie del medio de cultivo.

La evaluacion antagonica para roya se realizd6 mediante cdmara humeda, ya que como este
solo se reproduce en presencia de su hospedero, no puede reproducirse en medios de cultivo, por
lo que tuvo que realizarse camaras humedas con fragmentos de hojas contaminados con roya y
el tratamiento de las cepas de Trichoderma se realizd por aspersion para las pruebas antagdnicas
(Chingaté et al., 2020). Para la evaluacion de la actividad antagénica de las cepas de Trichoderma
en laboratorio se empled la escala propuesta por Royse y Ries (1978) determinando el grado de
micoparasitismo de los aislados.

ESCALA
Tabla 1. Escala para clasificar el grado de micoparasitismo de aislados de Trichoderma
., . .. Cubrimiento de la superficie del
Grado Descripcion de micoparasitismo T e e ()
1 El antE}gonlsta cubre totalmente el micelio del 100%
fitopatogeno
2 El antagonista cubre 75% del micelio del fitopatogeno 75%
3 El antagonista cubre 50% el micelio del fitopatogeno 50%
4 | El antagonista cubre 25% el micelio del fitopatdgeno 25%

Crecimiento promedio del hongo en mm

En el caso de los cultivos individuales, el testigo se sembrd individualmente en platos Petri, un
inéculo de cada cepa de Trichoderma (T. harzianum y T. viride), un inoculo de Helminthosporium
sp., todos en platos Petri separados. En el caso de Puccinia sorghi se realiz6 un cultivo individual
mediante camara humeda. Calculando en base al didmetro de la colonia fungica de cada tratamiento
el crecimiento promedio del hongo en mm, con un calibrador vernier, tomando los datos a los 7
dias. Para lo cual se siguid la metodologia descrita por French y Hebert (1982) que consiste en
dibujar una cruz en la cara posterior del plato Petri, indicando cuatro radios de 45 mm, a los cuales
se les nombro con letras minusculas (a, b, ¢ y d) y sobre los que se medi6 el avance o crecimiento
del hongo.
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RESULTADOS

Evaluar e identificar los agentes causales en estudio en el cultivo de maiz

El muestreo realizado en campo permitidé identificar la sintomatologia de cada agente causal
en estudio, como se puede ver en la Figura 1. El principal sintoma de roya que presentaron las
plantas fue las pustulas urediniosoricas de color naranja en el haz y el envés de las hojas; por otro
lado el principal sintoma de tizén foliar que presentaron las plantas, fue manchas extendidas, gris
verdosas de 2,5 a 20 cm de longitud. De acuerdo con el muestreo se determinaba cuantas plantas
se encontraban sanas y cuantas enfermas, y a cada planta muestreada se tomaba el nimero de hojas
afectadas y totales, segiin cada enfermedad.

Las muestras colectadas fueron llevadas al laboratorio para el proceso de identificacion y
multiplicacion para las pruebas de evaluacion antagonicas con las cepas de Trichodermas.

Tabla 2. Porcentajes de incidencia y severidad presentados en el cultivo de
maiz de acuerdo al agente causal en los dos hibridos de maiz

Roya Tizon foliar
Cepas Variedades . . : . . :
Incidencia | Severidad @ Incidencia | Severidad
T. harzianum 3,75 3 3,25 4
T. viride Iniap H-551 1,75 2 2,5 4
Testigo 8,25 4 8 5
T. harzianum 2 3 1,75 4
T. viride Trueno 1 1 1,25 4
Testigo 5,25 4 475 5

De acuerdo al analisis en estudio se pudo evidenciar que la cepa T. viride fue la que presentd
el menor porcentaje de incidencia de roya en las dos variedades de maiz, para los dos agentes
causales en estudio, siendo el hibrido Trueno el que presenté mayor tolerancia a las enfermedades
de acuerdo a los datos reflejados por los testigos. En lo que respecta a la severidad en roya, muestra
que los testigos presentaron un valor de 4 en la escala, que corresponde al 80% de dafio en la
planta. El resto de tratamientos ha presentado una variacion de severidad entre el 20% y el 60%
de dafo en las plantas, siendo la cepa 7. viride la que presento los mejores resultados.

La accion controladora de las cepas de Trichoderma no logré ser tan efectiva sobre la incidencia
natural de tizon foliar, de acuerdo a la severidad del testigo el cual vari6é en las dos variedades,
demostrando asi las susceptibilidad o resistencia de estas.

Figura 2. Sintomatologia de los agentes en estudio en el cultivo de maiz: a) pustulas urediniosoricas de color
naranja en el haz y el envés de las hojas,; b) manchas extendidas, gris verdosas de 2,5 a 20 cm de longitud.
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Figura 3. Agente causal de enfermedad en el cultivo de maiz, roya Puccinia sorghi urediniosporas

Figura 4. Identificacion del hongo Helminthosporium sp.

Figura 5. a) Identificacion del hongo 7. harzianum en aumento 100x.
b) Identificacion del hongo 7. viride observado a 100x

Determinar la capacidad de antagonista de las cepas de Trichoderma en los hongos
fitopatogenos en condiciones in vitro

Para el cumplimiento del primer objetivo de la investigacion se procedioé a evaluar el grado de
micoparasitismo por parte de las cepas de 7. harzianum, T. viride y el testigo en los patdgenos en
estudio, cuyos resultados, expresados en porcentaje, presentan que para la roya, se encontrd que
la especie T. viride presento el mayor grado de parasitismo (92%) mientras que 7. harzianum no
desarrolld ninguna actividad. En el caso de tizon foliar, se encontrd que las especies 7. viride y T.
harzianum presentaron un grado de parasitismo similar (75 %).

9% —
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Tabla 3. Grado de micoparasitismo de cada una de las cepas de
Trichoderma en los agentes causales en estudio

Roya Tizoén Foliar
Cepas Grado de micoparasitismo | Grado de micoparasitismo
T harzianum 0 75
T viride 92 75
Testigo 0 0

Figura 6. Cultivos duales de las cepas de Trichodermas frente a Helminthosporium
sp. Primera columna 7. harzianum y la segunda columna 7. viride

Figura 7. a) Testigo sin cepa de Trichoderma; b) Tratamiento con T. harzianum,
presencia visual del antagonista, no inhibi6 el desarrollo del patonego; c) Tratamiento
con T. viride, presencia visual, inhibio el desarrollo del patogeno

Crecimiento promedio de los hongos en mm

Se procedi6 a cultivar por separado los hongos, permitiendo su normal desarrollo durante 7 dias
en el medio de cultivo PDA. Se pudo observar que 7. harzianum presenta una coloracion verde
mas fuerte que el 7. viride, sin embrago cuando se realiz6 los cultivos duales, presentaron una
coloracion similar. En el caso de Helminthosporium sp tomo un color blanco amarilloso con aspecto
algodonoso. Se pudo observar que la cepa 7. viride fue el que registro el mayor crecimiento con
87,06 mm, algo similar con la cepa 7. harzianum cuyo halo micelial fue de 86,92 mm. Por ultimo,
el agente causal de tizon foliar Helminthosporium sp obtuvo el menor crecimiento con 73,76 mm.



MARIA MENA PONCE, ET AL. EFECTO ANTAGONISTA DE CEPAS DE TRICHODERMA SOBRE AGENTES CAUSALES EN EL CULTIVO DE MA{Z

Figura. 8 Cultivos individuales de: a) Helminthosporium sp; de las cepas
de Trichoderma alos 7 dias, b) T. viride; ¢) T. harzianum

Di1scuSsION

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo experimental en condiciones de
laboratorio, determinaron que la aplicacion de las cepas de Trichoderma, a saber T. harzianum y
T. viride, tienen capacidad de competencia y antagonismo in vitro frente al hongo del tizon foliar
(Helminthosporium spp.). Esto corrobora lo manifestado por Acurio et al., (2017) quien indica que
las cepas de Trichoderma son eficaces por su micoparasitismo, antibiosis, competencia (espacio
y nutrientes) y desactivacion de enzimas de los patdégenos. A la vez que se relaciona con los
resultados obtenidos por Kumar et al., (2021) donde evidencio que los 10 aislados de Trichoderma
en estudio, redujeron en gran manera el crecimiento micelial del tizon foliar en laboratorio.

Respecto a la Roya (P. sorghi), los resultados en esta investigacion demostraron que 7. viride
tiene capacidad de competencia y antagonismo en condiciones in vifro para este patdgeno en un
92 %, ya que la presencia del hongo antagonista impidi6 el crecimiento del patogeno, a diferencia
de T. harzianum cuyos resultados fueron negativos en un 0% de grado de micoparasitismo. Estos
resultados difieren con Chingaté et al, (2020) quien en una investigacion sobre la efectividad
de Trichoderma sp., frente a patogenos del maiz, no funciono6 frente a roya, ya que no existio la
minima presencia de Trichoderma sp., en las camaras hiimedas, debido a que no presentd micelio ni
crecimiento.

Referente a la microscopia de los agentes en estudio, se pudo observar que 7. harzianum presenta
hifas ramificadas y septadas de donde se desarrollan los fidlides que producen los conidios, lo
que difiere con Vasquez (2010), quien en la identificacion morfoldgica de 7. harzianum evidencid
el desarrollo de hifas ramificadas-aseptadas. Por otro lado 7. viride presentd hifas ramificadas,
septadas y hialinas mas finas que 7. harzianum, donde se podian observar fidlides agrupadas entre 2
y 4, corroborando lo manifestado por Sanchez, Moreno y Paramo (2021) quien en su investigacion
sobre identificacion morfologica de las cepas de Trichoderma indican las diferencias entre 7.
harzianum y T. viride por sus hifas, sus conidioforos, fidlides y conidias.

Realizado el trabajo experimental se puede mencionar que se pudo valorar el efecto antagonista
de T harzianum y T. viride en la produccion de los hibridos en estudio, a saber Iniap H-551 y
Trueno, al analizar los resultados de la variables rendimientos, debido a que se pudo observar que
los hibridos presentaron cierto grado de resistencia, siendo Trueno quien reflejo6 mayor resistencia a
los patogenos en estudio y un comportamiento agronomico mas estable en los tratamientos donde
tenia incorporado las cepas de Trichoderma, sin embargo, las cepas no influyeron significativamente
en los rendimientos ni en la rentabilidad, en relacion con el testigo, por tanto se rechaza la hipotesis
de la investigacion.
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CONCLUSIONES

T. harzianum y T. viride pueden usarse como agentes de control biologico, ya que demostraron
tener capacidad de competencia y antagonismo in vitro frente a Helminthosporium sp., por tanto,
son eficaces para su control.

T. harzianum no es eficaz para el control in vitro de Puccinia sorghi, hubo presencia visual del
antagonista, sin embargo, no inhibi6 el desarrollo del patdégeno. 7. viride es eficaz para el control de
Puccinia sorghi, debido a que inhibi6 el desarrollo del patogeno in vitro.

En condiciones de campo, bajo la incidencia natural de los patégenos en estudio, las cepas de
T viride y T. harzianum no ejercen un control eficaz en el manejo de las enfermedades evaluadas.
Sin embargo, la cepa T. viride sobresalié con mayor potencial controlador para ambos patogenos
en estudio. El tratamiento T2V2 (7. viride-Trueno) en las variables de incidencia para ambos
patogenos, presentd el menor porcentaje de incidencia de 1 % (roya) y 1.25 % (tizon), en promedio.

Aparentemente el material vegetativo, en el actual estudio, presentd cierta tolerancia a las
enfermedades evaluadas, debido a que éstas no influyeron en su produccion, ni en su rentabilidad.
Por lo que es propio desarrollar mas ensayos que evaltien la eficacia antagonista de la cepa
T viride en el manejo de hongos foliares en el cultivo de maiz, debido a que en la actual
investigacion su accion fue insipiente, a pesar de que la bibliografia reporta resultados positivos
para este hongo.
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