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RESUMEN

El cultivo de granadilla ha proporcionado una fuente econéomica y alimentaria confiable para las
comunidades locales. Sin embargo, durante la etapa de desarrollo ontogénico, las plantas son
susceptibles al ataque de diversos agentes fitopatdgenos entre los que destacan Fusarium spp.
causando la pérdida total de las mismas, donde 7Trichoderma spp. puede considerarse una opcion
ecologica para su control. Se planteo desarrollar el impacto de las cepas de Trichoderma spp.
como medio sostenible y ambientalmente adecuados para mejorar las caracteristicas fisicas del
sustrato para granadilla (Passiflora ligularis) bajo condiciones de vivero frente a las
enfermedades que se desarrollan. La metodologia const6 de dos fases: laboratorio e invernadero;
en el laboratorio se llevo a cabo la reactivacion de las cepas de Trichoderma spp., elaboracion de
indculos, etc; en el invernadero se efectuo las aplicaciones de Trichoderma spp. en sus diferentes
dosis y la evaluacion del comportamiento del hongo. Las variables fueron evaluadas bajo un
disefio DBCA. En las tercera inoculacion de Trichoderma spp. se presenté una menor incidencia
de Fusarium spp. con la aplicacion de Trichoderma harzianum con una dosis de 1x10°, en
comparacion con el resto de los tratamientos, lo mismo ocurri6 a la quinta inoculacion,
Trichoderma harzianum mostré mejor efecto significativa en las variables como DAC, nimero
de hojas, color, biomasa, longitud de raiz y altura. En la etapa final, existié mayor colonizacion
de Trichoderma harzianum en el sustrato. Los tratamientos influyeron en la etapa inicial y
desarrollo de las plantas de granadilla. Se determindé que 7. harzianum tuvo mayor efecto en el
control de Fusarium spp. en el desarrollo vegetal y adaptabilidad, mientras que 7. hamatum y T.
longibrachatum influyeron en el control de Fusarium spp. de forma menos efectiva, estos
hallazgos tienen importantes implicaciones para la productividad agricola, ofreciendo una

comprension mas profunda del hongo de Trichoderma spp.

Palabras clave: <Trichoderma spp.>, <GRANADILLA (Passiflora ligularis).>, <Fusarium spp.
>, <BIOMASA>, <HONGOS FITOPATOGENOS.>

1080-DBRAI-UPT-2024

o
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ABSTRACT

The cultivation of granadilla has provided a reliable economic and food source for local
communities. However, during the ontogenic development stage, plants are susceptible to the
attack by various phytopathogenic agents, including Fusarium spp., causing total loss of the
plants, where Trichoderma spp. can be considered an ecological option for its control. The aim
was to develop the impact of Trichoderma spp. strains as a sustainable and environmentally
suitable means to improve the physical characteristics of the substrate for granadilla (Passiflora
ligularis) under nursery conditions against the diseases that develop. The methodology consisted
of two phases: laboratory and greenhouse; in the laboratory, the reactivation of Trichoderma spp.
strains, preparation of inoculums, etc. were carried out; in the greenhouse, Trichoderma spp.
applications were carried out at different doses and the behavior of the fungus was evaluated. The
variables were evaluated under a DBCA design. In the third inoculation of Trichoderma spp., a
lower incidence of Fusarium spp. was presented with the application of Trichoderma harzianum
with a dose of 1x10%, compared to the rest of the treatments, the same occurred at the fifth
inoculation, Trichoderma harzianum showed a better significant effect on variables such as DAC,
number of leaves, color, biomass, root length and height. In the final stage, there was greater
colonization of Trichoderma harzianum in the substrate. The treatments influenced the initial
stage and development of the granadilla plants. It was determined that 7. harzianum had a greater
effect in the control of Fusarium spp. in plant development and adaptability, while 7. hamatum
and 7. longibrachatum influenced the control of Fusarium spp. less effectively, these findings
have important implications for agricultural productivity, offering a deeper understanding of the

Trichoderma spp. fungus.

Keywords: <Trichoderma spp.>, <GRANADILLA (Passiflora ligularis).>, <Fusarium spp.>,
<BIOMASS>, <PHYTOPATHOGENIC FUNGI.>

Al

Lic. Lorena Herndndez A. M.A.
180373788-9
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INTRODUCCION

A nivel mundial el hongo Trichoderma spp. es uno de los agentes que mas se usan en los
programas de control bioldgico como reguladores de hongos fitopatdgenos (Amerio et al., 2020, pags.
113-124). La aplicacion de Trichoderma spp. a nivel local resulta ventajosa en varias areas de la
agricultura. Estos hongos desempefian un papel crucial como agentes de control bioldgico,
estimulantes del crecimiento de las plantas y mejoradores de la calidad del suelo (Aviles Lindao,
2022, pag. 12).

Las propiedades antagdnicas de Trichoderma spp. hacia hongos patdgenos se basan en la
activacion de multiples mecanismos que incluyen la competencia por nutrientes y espacio, el
micoparasitismo, la antibiosis, el crecimiento vegetal e induccion de respuestas de defensa
vegetal. Durante este proceso, Trichoderma spp. secreta enzimas que hidrolizan la pared celular
de los hongos que parasita, siendo las més conocidas las proteasas, las quitinasas y las glucanasas
y provocan la retraccion de la membrana plasmatica y la desorganizacion del citoplasma. También
inhiben la germinacion de esporas y la elongacion del tubo germinativo (Hernindez-Melchor et al.,
2019, pag. 5)

La familia Passifloraceae representada por su principal género Passiflora se la identifica como
aquellas plantas faner6gamas, dicotiledoneas, de habitos de crecimiento trepador y entre sus
representantes mas conocidos se destacan la “curuba”, “granada china”, “fruta de la pasion”,
“parcha” entre otros. También cabe mencionar que su consumo basicamente es en fresco, aunque
también se elaboran jugos y concentrados. La granadilla, ha ido ganando un lugar muy importante
dentro de los productos mas potenciales en Ecuador con una amplia aceptacion tanto en el
mercado interno como en el externo (Torres, 2019, pag. 1)

La aplicacion de Trichoderma spp. en el cultivo de granadilla (Passiflora ligularis) recubre una
importancia econdmica significativa. A nivel mundial la granadilla mantiene una importancia
comercial en varias regiones tropicales, al usar el hongo de Trichoderma spp. como
biocontrolador y promotor de crecimiento mejorarando el rendimiento y calidad de produccion,
extendiendo su valor comercial y competitividad en mercados internacionales (FAO 2023)

A nivel nacional y local en Ecuador el cultivo de granadilla (Passiflora ligularis) ha sido de gran
importancia socioeconémica para pequefios productores y comunidades rurales que han optado
por el uso de Trichoderma spp. para incrementar la calidad del cultivo y el desarrollo econémico

para una produccion accesible y rentable



CAPITULO1

1. PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

1.1. Planteamiento del problema

Las perspectivas del mercado de la granadilla en Ecuador se consideran favorables. En 2019, el
pais exportd aproximadamente 15,000 toneladas métricas de esta fruta. Sin embargo, el potencial
de expansion y crecimiento del cultivo enfrenta serias amenazas debido a la presencia de
problemas fitosanitarios, en particular, enfermedades fungosas como la antracnosis
(Colletotrichum gloeosporioides). Esta enfermedad es responsable de la pérdida de alrededor del

30% de la cosecha, afectando tallos, hojas y frutas (Forero Nifio, 2019, pags. 26-27-28).

La produccion de granadilla (Passiflora ligularis) en condiciones de vivero enfrenta desafios
relacionados con la calidad del sustrato y el manejo sostenible de enfermedades. Existe la
necesidad de encontrar soluciones que promuevan el crecimiento saludable de las plantas y
reduzcan el uso de quimicos sintéticos entre los mas utilizados se encuentran los quimicos
fosfatados, potasicos y nitricos.

En este contexto se planteo la aplicacion de tres cepas de Trichoderma spp. en un sustrato como
una estrategia potencialmente sostenible para mejorar las caracteristicas de la granadilla en

condiciones especificas y contraladas.

1.2.  Objetivos

1.2.1. General

Aplicar tres cepas de Trichoderma spp. como medios sostenibles y ambientalmente adecuados
para mejorar las caracteristicas fisicas del sustrato para granadilla (Passiflora ligularis) bajo

condiciones de vivero.

1.2.2. Especificos

» Evaluar el efecto antagonista de tres cepas de Trichoderma spp. en la sanidad de la
granadilla (Passiflora ligularis)
» Evaluar el desarrollo en la produccion de biomasa de la granadilla (Passiflora ligularis)

» Analizar la presencia de Trichoderma spp. en el sustrato en etapa final de vivero.

2



1.3. Justificacion

El articulo 281 de la Constitucion de la Republica del Ecuador establece que el Estado tiene la
responsabilidad de fomentar la soberania alimentaria como parte del reconocimiento del derecho
de las personas a tener acceso a una alimentacion nutritiva, saludable y culturalmente adecuada.
Esto implica la necesidad de intervenir en los aspectos relacionados con la produccion,

distribucion y consumo de alimentos (FAO, 2019, pag. 4)

SENPLADES 2015, sefiala que en la region interandina se encuentran grandes extensiones de
tierra que estan siendo sobre utilizadas, principalmente debido al uso actual del suelo y a su
aptitud. Ademas, factores como la disponibilidad de agua, la exposicion al viento y la practica

agricola intensiva contribuyen a la pérdida de suelo cultivable y a la erosion en dichas areas (Plan

Semplades 2014-2017, 2017, pag. 7).

Trichoderma harzianum y Trichoderma hamatum y Trichoderma longibrachatum, son
microorganismos que tienen diferentes beneficios positivos sobre las especies agricolas en el
crecimiento, desarrollo y sanidad de las plantas. Teniendo en cuenta la importancia de los hongos

en los sistemas agricolas (Bustamante et al., 2021, pags. 15-18).

Este estudio representa ademas de la perspectiva taxondmica, de conocimiento y proteccion de la
biodiversidad, una gran alternativa para la obtencion de plantas de calidad lo cual representa un
aporte con informacion de microorganismos endéfitos para la produccion en vivero de granadilla

(Passiflora ligularis) en nuestro pais

1.4.  Hipétesis

1.4.1. Hipotesis Nula

Ninguna de las cepas de Trichoderma spp. mejora la calidad del sustrato para granadilla

1.4.2. Hipdtesis Alterna

Al menos una de las cepas de Trichoderma spp. mejora la calidad del sustrato para granadilla



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO REFRENCIAL

2.1.  Generalidades de Trichoderma spp.y granadilla (Passiflora ligularis)

El género Trichoderma es uno de los mas estudiados, entre numerosos agentes de control
bioldgico, por sus caracteristicas de antagonismo en condiciones naturales. Se comporta como
hiperparasito frente a diversos patégenos, atacando directamente y produciendo la ruptura del
micelio de los hongos productores de enfermedades de las plantas (Roman et al., 2022, pags. 4-6)

Las variedades pertenecientes a esta categoria son hongos que se desenvuelven en el suelo y en
el entorno foliar de forma independiente, mostrando una fuerte interaccion con las raices.
Asimismo, se ha observado en este grupo una notable habilidad para neutralizar los exudados
liberados por las semillas en proceso de germinacion, los cuales promueven el crecimiento de
esporas de hongos patogenos en el suelo. Este estudio esta dirigido a aumentar la densidad del

in6culo, mediante practicas agricolas o por introduccién directa en el sustrato (Roman et al., 2022,

pags. 23-24)

Tabla 2-1: Taxonomia de Trichoderma spp.

Nivel de clase Denominacion
Dominio Eukaryota
Reino Fungi
Filo Ascmycota
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Hypocreaceae
Género Trichoderma

. T. harzianum, T.hamatum, T.
Especie
longibrachatum, etc.

Fuente: (Gonzalez-Leon et al., 2022, pags. 7-8)
Realizado por: Moyano, S 2024

2.1.1. Efecto de Trichoderma spp. en plantas.

Los microorganismos benéficos como Trichoderma spp. son una alternativa sana y limpia para

combatir plagas y enfermedades en las plantas (Chiriboga et al., 2022, pag. 6)



Estos efectos positivos, reafirman la capacidad de Trichoderma spp. como promotor del
crecimiento vegetal y biomasa radicular, lo cual pudiera deberse a su capacidad para solubilizar

fosfatos, micronutrientes y cationes minerales utiles para el metabolismo de las plantas (Ruiz-

Cisneros et al., 2018, pags. 5-7)

2.1.2. Uso de Trichoderma spp. a nivel de vivero

La adicion de Trichoderma spp. al sustrato de las plantulas en etapa de vivero puede generar una
serie de efectos benéficos en el crecimiento de las raices de las plantas, incrementando la
resistencia a la sequia y otros impactos climaticos. Ademdas de la mejora en la absorcion de
nutrientes, establece una relacion de simbiosis con las raices de las plantas, puede potenciar la
capacidad de asimilar los nutrientes del suelo, promoviendo un crecimiento mas robusto de las

plantulas (Dubey et al., 2019, pags. 125-148).

También incrementa la resistencia a enfermedades, tiene la capacidad para colonizar el sustrato
y combuatir a los patégenos del suelo, puede reducir la incidencia de enfermedades radiculares y

foliares en las plantas (Pratap Singh et al., 2021, pags. 1-9).

A su vez el estimulo de crecimiento radicular produce hormonas vegetales y compuestos
bioactivos que estimulan el crecimiento de las raices de las plantas. Esto puede resultar en un
sistema radicular mas extenso y saludable, lo que mejora la capacidad de la planta para absorber

agua y nutrientes del suelo (Woo et al., 2023, pags. 312-326).

La granadilla (Passiflora ligularis) es una fruta que se origind en Colombia y ha ganado
prominencia como la segunda fruta mas importante en términos econémicos dentro de la familia
Passifloraceae. Su amplia comercializacion tanto a nivel nacional como internacional se debe a

su delicioso sabor, y especialmente a su alto valor nutricional (Gaona-Gonzaga et al., 2020, pags. 75-82)

2.1.2. Morfologia de la granadilla (Passiflora ligularis)

(Villamar Triana, 2018, pags. 23-24) menciona que la morfologia de la granadilla se presenta de la
siguiente manera:

Tallo y raices: Es una vigorosa liana perenne, tallos grisaceos, surcados, suaves pero lefiosos en
la base, cilindricos o débilmente angulados, estriados, globulos, entrenudos hasta robusto y largo.
Estipula oblonga-ovada de acuminada, entera, estrecha en la base. Peciolos, generalmente

apareados, filiformes alargados o ligados. Las raices son fasciculadas y poco profundas.



Hojas: Las hojas son ovadas, profundamente cordadas en la base, abruptamente acuminadas,
margenes enteros, de color verde oscuro casi azul en su parte superior y un lado verde-grisaceo,

mientras que sus hojas jovenes en tono violeta ligero o fuerte.

Flores: Tienen un olor dulce .y almizclado, son pendientes, acampanadas, sus sépalos son agudos,
en el exterior verde y su interior blanco; los pétalos oblongos de color blancos, la corona con
cinco a siete filas de filamentos, as anteras muestran el polen de color amarillo.

Fruto: La cascara es lisa, dura y con un acolchado para proteger las semillas de la pulpa. La pulpa
estd llena de semillas duras de color negruzco, rodeadas por un arilo gelatinoso, transparente, de
color gris claro, con sabor acidulo muy aromatico; contiene vitaminas A, C y K, fosforo, hierro y

calcio.

Tabla 2-2: Taxonomia Passiflora ligularis

Nivel de clase Denominacion
Dominio Uekaryota
Reino Plantae

Filo Magnoliophyta
Clase Magnoliopshyta
Orden Vilolales
Familia Passifloraceae
Género Passiflora
Especie Ligularis

Fuente: (Pantoja Ayala, 2023, pag. 19)
Realizado por Moyano, S 2024

2.1.3. Unidades Formadora de Colonias (UFC)

(Coltrin, 2021, pag. 2) menciona que las unidades que describen las colonias son importantes, esto se
refiere a un indicador de la cantidad de microorganismos presentes en un liquido. Este valor se
determina mediante el recuento de colonias individuales, que representa la cantidad de células de
un organismo, ya sean bacterias o hongos, presentes en el agua y que estan vivos y se reproducen
en ella.

Las unidades que describen estas colonias son cruciales, y es necesario observarlas durante un
periodo de tiempo para medir las UFC, ya que un solo hongo puede multiplicarse rapidamente y
formar una colonia. Esto permite evaluar la rapidez con la que se desarrollan los hongos. Para
garantizar la precision de los resultados del analisis, se realiza una comparacion contando el

numero de hongos presentes en 100 ml de agua (Coltrin 2021, pag. 2)
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Medios de Cultivo

Los medios de cultivo son compuestos empleados en el laboratorio para cultivar y mantener
microorganismos, como bacterias, virus y hongos, con el fin de promover su crecimiento. En
algunos casos, también se utilizan para el cultivo de tejidos o células, aunque en menor medida.
Estos medios proveen los nutrientes necesarios para la multiplicacién y desarrollo de los
microorganismos, que pueden incluir carbohidratos, proteinas, sales minerales y vitaminas.
Ademés de nutrir, los medios de cultivo pueden contener indicadores que facilitan la

identificacion de diferentes tipos de microorganismos (Sanchez & Murillo Garcia, 2020, pags. 69-78)

- Potato Dextrosa Agar (PDA)

El Agar de Dextrosa de Patata (PDA) se emplea como medio de cultivo para detectar y contar
levaduras, mohos, hongos y bacterias. Si se le incorpora cloranfenicol, puede utilizarse como
medio selectivo o para evaluar su aplicabilidad en ciertos ensayos (Sanchez & Murillo Garcia, 2020,

pag. 80)

- Bengala Rosa Agar (ARB)

El Agar Rosa de Bengala es un medio selectivo y neutral recomendado para contar hongos y
levaduras presentes en alimentos, agua y muestras ambientales. Este agar es ideal para muestras
alimenticias con alto contenido proteico, que suelen tener una flora predominantemente
compuesta por bacterias Gram-negativas en forma de baston. Se sugiere su uso cuando se

necesitan tiempos y temperaturas de incubaciéon mas prolongados, aproximadamente a 35 °C
(Sanchez & Murillo Garcia, 2020, pag. 80)

2.1.4. Cepas de Trichoderma spp.

Para el presente estudio se utilizaron las siguientes cepas: 7. harzianum, T. hamatum, T.

longuibrachatum

- Trichoderma harzianum

Para (Xiao et al., 2023, pags. 3-4) Trichoderma harzianum es un hongo anaerobio que se encuentra
comunmente en la mayoria de los suelos agricolas y otros sustratos. Este hongo proporciona
diversos beneficios para la agricultura, ademds de servir como agente de control bioldgico. Se

caracteriza por su rapido crecimiento y desarrollo, asi como por la secrecion de metabolitos que
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inhiben o eliminan a los competidores en el entorno microbiano. Su capacidad para desarrollarse
en una amplia variedad de sustratos facilita su produccion para su uso en la agricultura

El micelio es inicialmente blanco, pero con el tiempo puede adquirir un color verde debido a la
esporulacion. Las colonias de este hongo suelen presentar una apariencia algodonosa o
aterciopelada al principio, luego cambian a un color blanco o amarillo durante la esporulacion
inicial, y finalmente se tornan de un verde oscuro a medida que crecen

Esta cepa se selecciono debido a su capacidad para mejorar los parametros de vigor de las plantas,
aumentar el rendimiento de la produccion e incluso reducir la necesidad de utilizar fertilizantes

externos.

- Trichoderma hamatum

(Lodi et al., 2023, pags. 7-8) menciona que Trichoderma hamatum es un tipo de hongo filamentos que
se destaca por su papel como agente de control bioldgico y promotor del crecimiento vegetal. Es
reconocido por su capacidad para combatir y controlar diversos patdgenos de plantas, tanto del
suelo como foliares, mediante la produccién de una amplia gama de metabolitos bioactivos y
enzimas que inhiben el crecimiento de estos agentes dafiinos. Ademas de su funciéon como
controlador bioldgico, este hongo también contribuye al crecimiento de las plantas al estimular el
desarrollo de las raices, facilitar la absorcion de nutrientes y fortalecer la resistencia de las plantas

ante el estrés, tanto bidtico como abiotico.

- Trichoderma longibrachatum

(Recio et al., 2019, pags. 8-21) menciona que Trichoderma longibrachatum es una especie saprofita
que se encuentra frecuentemente en el suelo y otros entornos naturales. Se distingue por sus
conidi6foros largos y ramificados que generan conidios en cadenas extensas. A pesar de su
semejanza con otras especies de Trichoderma, se ha investigado especificamente debido a su
potencial como agente de control bioldgico y su capacidad para fomentar el desarrollo de las
plantas.

Este hongo ha demostrado ser eficaz en la erradicacion de varios patdogenos vegetales, como
hongos del suelo y enfermedades foliares. Su actividad de control se basa en la competencia por
recursos y en la produccion de metabolitos antifingicos que obstaculizan el crecimiento de los
agentes patogenos

Ademas, es capaz de segregar diversas enzimas que degradan la materia orgénica en el suelo, lo

que contribuye a la liberacion de nutrientes y al ciclo de nutrientes en los sistemas agricolas.



2.1.5. Sustrato

(Barbaro et al., 2019, pags. 126-136) define al sustrato como un soporte fisico que facilita el 6ptimo
desarrollo del sistema radicular de las plantas. Puede tener diversos origenes, ya sea natural,
sintético, inerte u organico, y su proposito es servir como un medio de crecimiento para las
especies vegetales. Ademas de ser un sustrato para el crecimiento de las plantas, también puede
considerarse un ecosistema en el que conviven numerosas especies vivas, no necesariamente
plantas.

El sustrato puede utilizarse de forma individual o combinado con otros medios para favorecer el
buen crecimiento de las plantas, dependiendo de las necesidades especificas de cada tipo de
planta, el método de propagacion y tipo de recipiente que se utilizara, tanto en términos de

volumen como de material.

2.1.6. Semillero

Es el lugar en donde se siembran las plantas para luego ser trasplantadas. generalmente los
semilleros deben tener una altura entre 15 a 20 cm de altura, un metro o 1,5 m de ancho y el largo

va a depender de la cantidad de plantas que se requiera producir.

2.1.7. Turba

La turba es un material organico constituido por elementos procedentes de la descomposicion de
vegetales. Es uno de los materiales mas usados como sustrato, tanto en jardineria como en
agricultura. Todos hemos oido hablar alguna vez de este tipo de sustrato tan utilizado en jardines,

huertos y cultivos (Castillo Arnedo , 2018 pag. 10)

2.1.8. Inoculo

Para la elaboracion del inoculo de Trichoderma spp. se aplico el manual elaborado por (Romén et al.
2022, pags. 28-31) que menciona los requerimientos necesarios para la produccion de este, detallando

paso a paso desde la preparacion del sustrato hasta la obtencion del producto final.

2.1.8.1. Preparacion de sustrato

El sustrato utilizado para la produccion masiva de Trichoderma spp. puede estar definido de

acuerdo con la accesibilidad, economia y volumen a producir. Se puede utilizar (arroz, arrocillo,
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maiz, trigo, sorgo, cafia de azlicar o sus residuos). En este caso se seleccionara el arrocillo o arroz

partido como sustrato de produccion

En un inicio se realizara varios lavados del sustrato y se deja secar en un colador para que pierda
el exceso de humedad. Una vez se haya secado se procede a colocar en botellas de vidrio
autoclavables para proceder a realizar su esterilizacion en un ciclo de autoclave a 121° por el
lapso de 25 minutos. Esterilizado el sustrato, el mismo esta listo para pasar a la etapa de

inoculacion

2.1.8.2. Inoculacion

Se partird de una caja de Petri con el aislado seleccionado (esta debe estar esporulada), con la
ayuda de una cucharita plastica estéril sacaremos toda la biomasa de la caja y se colocara en un
vaso de precipitacion, se afiadird S0mL de agua destilada estéril y mezclaremos cuidadosamente
para obtener el indculo de partida. El arrocillo estéril se coloca en tarrinas (previamente
esterilizadas) hasta cubrir las 3/4 partes del volumen. Con la ayuda de una jeringa se ira

inoculando cada tarrina con aproximadamente 10ml de indculo

2.1.8.3. Incubacion

Las tarrinas con el sustrato inoculadas seran colocadas en una cabina de esporulacion disefiada
para el control de luminosidad con una intensidad peridédica de 12h de luz y 12h de oscuridad para
promover la colonizacion por parte del hongo en el sustrato ademés esta cabina cuenta con un
calefactor que permite regular la temperatura. Se incuban por alrededor de 10 dias, cada 2 dias se

revisa el crecimiento y se revuelve el sustrato para facilitar la inoculacion

2.1.8.4. Preparacion de inoculo

Luego de transcurrido el periodo de incubacion se prepara el inoculo que estard listo para
aplicacion en cultivo. Para lo cual se requiere botellas estériles, agua destilada estéril, un colador,
cucharas y una licuadora

Se colocaré poco a poco el sustrato inoculado en la licuadora y junto con agua destilada estéril,
licuamos por alrededor de dos minutos. Colamos por un tamiz el mas fino posible para evitar que
restos de sustrato pasen y ocasionen problemas en los equipos de aplicacion en campo (taponen

boquillas de bombas)
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2.1.8.5. Calibracion de concentracion

Para calibrar la concentracion del producto final se realiza un conteo de esporas en una camara
de neubauer. Se colocard una gota de agua en el canal central de la camara, fijaremos la placa
portaobjetos, por el canal lateral cuidadosamente colocamos una pequefia porcion de la
suspension obtenida hasta que se disperse por toda la placa, llevaremos al microscopio y
procedemos a cuantificar las esporas, con la formula propuesta determinamos la concentracion

final

2.1.8.6. Producto final

El producto final de la produccion masiva de Trichoderma se lo puede obtener tanto de forma
liquida o s6lida, depende de la finalidad u objetivo que se esta desarrollando. Hay que tener en
cuenta que los productos deben conservarse en lugares frescos con temperaturas bajas, para que
no pierdan su eficiencia, ademas es recomendable que los envases plasticos en caso de produccion

liquida sean oscuros
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CAPITULO 11T

3. MARCO METODOLOGICO

3.1.  Caracteristicas del lugar

3.1.2. Localizacion

En el laboratorio de Fitopatologia se realizo la fase de laboratorio y en el invernadero la parte de
manejo del cultivo que se encuentran ubicados en la Facultad de Recursos Naturales de la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo localizada en la Panamericana Sur, Km 1% de la ciudad de

Riobamba con las coordenadas 1°3929"S - 78°40'35"”0 a una altitud de 2.754 msnm.

3.1.3. Condiciones climdticas

El clima que presenta la cuidad de Riobamba oscila en una temperatura de 10°C a 19°C, la misma

que presenta dos estaciones que son humeda y seca (INAHMI, 2023, pag. 2).

Durante los periodos de altas temperaturas que afectaron a todo el pais a principios del afio 2024,
el INAMHI report6 que las temperaturas en la region de la sierra oscilaron entre los 23°C a 25°C.
Asimismo, se llevé a cabo la medicion de los niveles de radiacion ultravioleta, donde la provincia
de Chimborazo se ubico en la categoria de "muy alto", con valores que oscilaron entre 8 y 10 UV

en la escala proporcionada (INAHMI, 2023, pag. 4).

En el caso de la granadilla, durante las olas de calor que se generd en el pais durante varias
semanas y como se encontraron a nivel de vivero, sufrieron un nivel de estrés por calor, esto se
define como la serie de dafios irreversibles en el metabolismo y el desarrollo de las plantas que
pueden causar las altas temperaturas, y es un fendmeno complejo que involucra la duracion del

estrés, la tasa de incremento y la temperatura maxima alcanzada.

La temperatura ideal para el cultivo de granadilla en vivero puede cambiar dependiendo de las
caracteristicas particulares del area y las necesidades de la planta. Por lo general, se establece que
la temperatura minima sea entre 18°C a 20°C, mientras que la méaxima puede estar entre 25°C a
30°C y la temperatura dptima se encuentra generalmente en el intervalo de 22°C a 28°C para su

normal desarrollo y sobrevivencia (Gonzales Orihuela & Vican Taipe, 2023, pags. 11-13)
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3.2. Materiales y equipos

3.2.1. Materiales de escritorio

- Equipo de computo
- Libreta de apuntes

- Cémara fotografica

3.2.2. Materiales de laboratorio

Equipos

- Céamara de Neubauer (HIRSCHMANN 8100204)
- Camara de flujo laminar (OASIS 48)

- Autoclave (BIOBASE BKQ-B100II)

- Incubadora (BIOBASE BJPX-HS50II)

- Secador de vidrio (SELECTA 200038)

- Destilador de agua (BOECO WS 8000)

- Agitador magnético (LABDIN MS200D)

- Refrigerador (DUREX)

- Microondas (LG MS1536GIR)

- Mufla o Estufa (BIOBASE BJPX-H50II)

- Microscopio (ZEISS)

- Licuadora (OSTER)

- Micropipeta (BOECO GERMANY PC 153270)
- Temporizador digital (VOLTECK)

- Calibrador Pie de Rey digital (VERNIER)

- Libro de Munsell para tejidos vegetales

Reactivos

Medios de cultivos

- Rosa Bengala Agar (ARB)
- Papa Dextrosa Agar (PDA)
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Cristaleria

- Cajas de Petri

- Vasos de precipitacion

- Placas porta y cubre objetos
- Matraz de Erlenmeyer

- Botellas

- Pipeta

- Pera de succion

Material biologico

Cepas de Trichoderma

- Trichoderma harzianum,
- Trichoderma longibrachatum,

- Trichoderma hamatum

Otros materiales

- Camara de inoculacion para las diferentes cepas de Trichoderma
- Aguadestilada y esterilizada
- Vaso de licuadora

- Embudo

- Cernidero

- Cuchara pequeia

- Tarrinas de plastico

- Botellas de plastico

- Probetas

- Aza de transferencia

- Agujas

- Sorbetes

- Palillos

- Pinzas
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Materiales de campo

- Inéculo de Trichoderma spp
- Jeringas de 10 ml

- Semillas de granadilla (Passiflora ligularis)
- Gavetas

- Saran

- Jaulas

- Caballetes

- Agua

- Sustrato para semillas

- Semilleros

- Turba BM2

- Tierra negra

3.3. Metodologia de la investigacion

3.3.1. Disefio experimental

Se realizd6 un disefio de bloques completos al azar (DBCA) con estructura bifactorial,
correspondientes a 3 bloques con 10 tratamientos cada uno.

El modelo aditivo lineal corresponde a la siguiente expresion matematica:

Yig =+ 7+ B+ vie + (@B)ij + €iji

donde,

Y;jk: Es la observacion de la k-ésima unidad experimental en el j-€simo bloque y el i-ésimo
tratamiento.

p: Es la media general del ensayo.

T;: Es el efecto del efecto del i-€simo tratamiento.

Bj: Es el efecto del j-¢simo bloque.

¥k Es el efecto del k-ésimo bloque.

(tP)ij: Es la interaccion del i-ésimo tratamiento y el j-€simo bloque.

g;j: Es el error aleatorio asociado con la k-¢simo observacion en el j-€simo bloque y el i-€simo

tratamiento.
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Tabla 3-1: Andlisis de varianza para un disefio en bloques completos al azar

Fuente de Suma de Grado de Cuadrado
Fo Valor-p
variabilidad cuadrados libertad medio
Afecto A SCy a-1 CM, CM4/ CMg P(F>FA0)
Afecto B SCp b-1 CMsp CM3/ CMg P(F>FB())
Afecto AB SCup (a-1)(b-1) CMyp CM 5/ CMEg P(F>F18))
Error SCg ab(n-1) CMg
Total SCr abn - 1

Fuente: (Pulido, 2007, pag. 104)
Realizado por: Moyano. S 2024

3.3.2. Campo experimental
- Tratamientos 10
- Bloques 3

- Unidades experimentales 30

3.3.3. Area de la unidad experimental

El area total del invernadero fue de 136 m2 , del cual fue asignada un area de 64 m2. Las gavetas

en las que se colocaron las plantas contenian una altura: 18 cm un ancho: 40 cm x un largo: 60

cm

3.3.4. Factores

Se establecieron dos factores en el disefio experimental los mismos que son:
Factor A: Cepas de Trichoderma dichos niveles son los siguientes:
1. Trichoderma. hamatum

2. Trichoderma. longibrachatum

3. Trichoderma harzianum

Factor B: Se realizaron 3 dosis dichos niveles en todas las cepas tuvieron las mismas

concentraciones las cuales fueron:

16



1.

Concentracion de Trichoderma 10*

2. Concentracion de Trichoderma 10°

3. Concentracion de Trichoderma 10°

3.3.5. Tratamientos

En la tabla 3-2 , se muestran los tratamientos que se utilizaron en el disefio experimental

Tabla 3-2: Tratamientos establecidos para el disefio experimental

Factor . .
Trat. Factor A Factor B AxB Cepa de Trichoderma x concentracion
Tl T. hamatum Concentracién 10*  AlxBl T. hamatum x Concentraciéon 10*
T2 T. hamatum Concentracion 10°  A1xB2 T. hamatum x Concentracion 10°
T3 T. hamatum Concentracion 10  A1xB3 T. hamatum x Concentracion 10°
T4 T. longibrachatum  Concentracion 10*  A2xB1 T longibrachatum x Concentracion 10
T5 T. longibrachatum  Concentracién 105  A2xB2  T. longibrachatum x Concentracion 10°
T6 T. longibrachatum  Concentracion 105  A2xB3 7. longibrachatum x Concentracion 10°
T7 T. harzianum Concentracion 10*  A3xB1 T. harzianum x Concentracion 10*
T8 T. harzianum Concentracion 10°  A3xB2 T. harzianum x Concentracion 10°
T9 T. harzianum Concentracion 10  A3xB3 T. harzianum x Concentracion 10°
T10 Control - - -
Realizado por: Moyano. S 2024
3.3.6. Esquema del area experimental
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Hustraciéon 3-1: Distribucion del area experimental

Realizado por: Moyano S. 2024
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3.3.7. Métodos, técnicas e instrumentos de investigacion

3.3.7.1. Reactivacion de cepas

En el laboratorio se realizaron actividades para la reactivacion y produccion de Trichoderma spp.
en las cuales implicaron aislar cepas, preparar medios de cultivo, cultivar y monitorear el

crecimiento del hongo, escala de produccion y productos finales para su aplicacion en el campo.
- Reactivacion de cepas de Trichoderma spp.

La reactivacion de cepas de Trichoderma se realizé en 2 tipos de medios de cultivo que fueron
Potato Dextrosa Agar (PDA) y Bengala Rosa Agar (ARB) en cajas de Petri. Los materiales y

equipos utilizados para la reactivacion de cepas de Trichoderma se describen en la tabla 3-3:

Tabla 3-3: Materiales y equipos utilizados para la reactivacion de cepas de Trichoderma spp.

Materiales Cantidad Equipos Cantidad

PDA 75¢g Cémara de flujo laminar 1

ARB 75¢g Autoclave 1
Cepas 3 Incubadora 1
Plastico film 1 Pinzas 1

Botellas de 1000

. 3 Aguja 1

Papel Kraft 3 Mechero de Bunsen 1
Marcador 1 Cajas de Petri 30

- - Lampara de ozono 1

Realizado por: Moyano, S. 2024

Realizado el repique de las cepas de Trichoderma seleccionadas, se sellaron las cajas de Petri con
plastico film y se colocaron en la incubadora que se encuentra a 28°C que es la temperatura
adecuada para que las cepas repicadas esporulen y los resultados se visualizaron dentro de 5 a 8

dias luego de la reactivacion.

18
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*4. Resultado de la <&
reactivacion de
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Trichoderma. spp

3. Cepas repicadas
colocadas en la
incubadoraa 28°C

.

Hustracién 3-2: Reactivacion de cepas de Trichoderma spp. en el laboratorio

de fitopatologia.

Realizado por: Moyano, S. 2024

- Produccidén de Trichoderma spp.

Para la produccion de Trichoderma spp. mediante el manual realizado por (Romaén et al. 2022) y
con las cepas reactivadas se realizo varias producciones de Trichoderma spp. Los materiales y

equipos utilizados para la produccion de Trichoderma spp. se describen en la tabla 3-4.

Tabla 3-4: Materiales y equipos utilizados para la produccion de Trichoderma spp.

Materiales Cantidad Equipos Cantidad
Tarrinas de plastico 15 Céamara de flujo laminar 1
Arrocillo 51b Cabina de esporulacion 1
Jeringas de 10 ml 3 Autoclave 1

Agua destilada y ) o

esterilizada 50 ml Temporizador digital 1
Cepas 3 Mechero de Bunsen 1
Aza de transferencia 1 Lampara de ozono 1
Taza medidora 1 - -
Colador 1 - -
Vasos de precipitacion 3 - -
Probeta 1 - -

Realizado por: Moyano, S. 2024
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Para la produccion de Trichoderma, lavamos muy bien el arrocillo, hasta que el agua este
cristalina para evitar el exceso de almidon, dejamos que el arrocillo pierda humedad para colocar
en las tarrinas. La medida especifica que se utilizé fue de % del volumen de la tarrina, las mismas

que fueron llevadas al autoclave por un ciclo de 25 minutos.

Se desinfecto la camara de flujo laminar con alcohol al 70%, radiacion ultravioleta y ozono por
un lapso de 30 minutos, terminado el ciclo dejamos que se enfrié, retiramos las tarrinas y llevamos
a la camara de flujo laminar. Con las tarrinas completamente frias, realizamos un pequefio raspado
con un aza de transferencia para evitar romper el medio de cultivo de las cepas ya esporuladas,
las esporas recolectadas con el aza se colocaron en un vaso de precipitacion con agua destilada y

esterilizada para obtener el indculo de partida.

Con las jeringas estériles, el inoculo de partida y el arrocillo frio agregamos 10 ml de inoculo en
cada tarrina y etiquetamos con el nombre de la cepa que estamos preparando.

Terminada la produccion de Trichoderma. spp llevamos a la camara de esporulacion y con un
temporizador digital encendemos cada 12 horas debido a que necesitamos que las tarrinas estén
con 12 horas luz y 12 horas oscuridad. A los 3 primeros dias se reviso la colonizacion y al notar
que el arrocillo estaba seco, colocamos 10 ml agua destilada para ayudar a colonizar mas rapido,
al cabo de 5 a 8 dias observamos que Trichoderma. spp ha colonizado complementa en el

arrocillo.

Hustracién 3-3: Preparacion de arrocillo y produccion de Trichoderma spp.

! - A
1.Lavado del arrocillo 2. Colocacion del 3. Esterilizacion de 4. Desinfeccion de la
arrocillo en las tarrinas materiales en el camara de flujo con
autoclave ozonoy UV
!
-
5. Materiales 6. Raspado, 7. Revisién de 8.Resultado final de la
esterilizados en la preparacién e inoculaciéon a los 5 dias produccién de
camara de flujo y cepas inoculacioén las cepas previo a la produccién Trichoderma
seleccionadas de Trichoderma en
arrocillo

Realizado por: Moyano, S. 2024
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- Preparacion de indculo

Para la elaboracion del indculo de Trichoderma, se siguid el manual para la produccion de
Trichoderma spp. elaborado por (Roman etal., 2022, pags. 28-30), ya que las cepas colonizaron todo el
arrocillo, se elabor6 el indculo que se colocaron en las plantas de granadillas. En la tabla 3-5 se

describen los materiales que se utilizaron para la elaboracion del inoculo.

Tabla 3-5: Materiales y equipos utilizados para el in6culo de Trichoderma spp.

Materiales Cantidad Equipos Cantidad
Sustrato inoculado 5 Cémara de flujo laminar 1
Licuadora 1 Mechero de Bunsen 1
Vaso para licuar 1 Lampara de ozono 1
Embudo 1 Agitador magnético 1
Tamiz fino 1 - -
Agua destilada y
esterilizada 20l ) )
Matraz de Erlenmeyer 3 - -
Cuchara pequefia 1 - -
Aguantes de latex 1 - -
Papel aluminio 1 - -
Tacho para desechos 1 - -
Vaso de precipitacion 1 - -
Cronémetro 1

Realizado por: Moyano, S. 2024

Se realizo la desinfeccion de la camara de flujo laminar con alcohol al 70%, radiacion ultravioleta
y ozono por 30 minutos, una vez transcurrido este tiempo, se colocaron todos los materiales en la

camara de flujo laminar.

En el vaso de la licuadora, con la ayuda de una cuchara se colocaron cantidades pequefias de
sustrato inoculado y un poco de agua destilada esterilizada, tapamos y llevamos a licuar, licuamos
alrededor de 2 minutos con la ayuda de un crondometro, transcurrido el tiempo, llevamos el sustrato
licuado a la camara de flujo laminar, en el matraz de Erlenmeyer se colocaron un embudo y un
tamiz fino para evitar que los restos de sustrato traspasen y ocasionan dafios en los equipos de

aplicacion en el campo, este proceso lo realizamos con cada uno de los sustratos inoculados.
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Finalizado el proceso de licuado de cada cepa, en los matraces de Erlenmeyer, etiquetamos con
el nombre del sustrato, tapamos con papel aluminio y guardamos en el refrigerador hasta realizar

el conteo de esporas.

*1. Colocacion del
sustrato en el vaso de la
licuadora

*2. Colocacion de agua
destilada y esterilizada
en el sustrato

*3. Con el sustrato y el
agua colocados en el
vaso. se procede a licuar
por 2 minutos

*4. Indculo final de 7.
harzianum, T. hamatum,
T. longibrachatum

Hustracién 3-4: Produccion de inodculo de Trichoderma spp. en el laboratorio de fitopatologia

Realizado por: Moyano, S. 2024

Cabe mencionar que, se realizd una variante de obtencion de esporas. Se utiliz6 un agitador
magnético con un lapso de 2 a 4 minutos como maximo para evitar que el arrocillo suelte el
almidon, este ayudoé a que el almidon que contiene el arrocillo no se triture. Este método es mas

sencillo y rapido para que la cantidad de esporas y la concentracion de Trichoderma sea mas pura.

(

*1.Se coloca un poco de
sustrato inoculado con
agua destilada en un
vaso de precipitacion

*2. Agitador magnético
con una velocidad de
950 rpm

*4. Resultado final de la *3. Separacion de esporas

separacion de esporas. de arrocillo mediante el
con el agitador < ) agitador magnético

magnético y sin almidén J ‘ '

de arrocillo

Hustracién 3-5: Variante de indculo con el agitador magnético en el laboratorio de

fitopatologia

Realizado por: Moyano, S. 2024
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- Concentracion del producto final

Para conocer la concentracion Trichoderma spp. de los sustratos preparados, se realizo el conteo
de esporas mediante una camara de neubauer. A continuacion, en la tabla 3-6 se detallan los

materiales y equipos utilizados.

Tabla 3-6: Materiales y equipos para la concentracion y conteo de esporas de Trichoderma spp.

Materiales Cantidad Equipos Cantidad
Sustrato inoculado 3 Cémara de neubauer 1
Vasos de precipitacion 3 Microscopio 1
Micropipeta 1 - -
Puntas 3 - -

Contador de esporas digital 1

Realizado por: Moyano, S. 2024

El primer paso fue fijar el portaobjetos, se colocaron unas gotas de agua en el canal central de la
camara de neubauer, con una micropipeta y las puntas tomamos una pequeia porcion de la
suspension obtenida y se colocaron en la placa hasta que se cubra por completo. Una vez colocada
la suspension en la camara de neubauer llevamos al microscopio y se enfoco con el lente de mas
aumento hasta poder cuantificar, con un contador de esporas digital, se contaron las esporas por

campos en este caso fueron 2 A y B y arrojo la concentracion final de cada cepa.

*2.Colocacién y
calibracion de la camara
de neubauer en el
microscopio

*1.Muestra del inéculo
para conocer la
concentracion

*3. Conteo de esporas
con ayuda del
contador digital

*4. Esporas de
Trichoderma
k -
longibrachatum enla
camara de neubauer J

Iustracion 3-6: Conteo de esporas y concentracion de Trichoderma spp.

Realizado por: Moyano, S. 2024
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Preparacion del inoculo en las 3 dosis establecidas

Luego de conocer el nivel de concentracion que se obtuvo de los sustratos inoculados, mediante
una féormula de calculo la misma que fue 1000ml menos la concentracion del Trichoderma spp. y
se establecieron las cantidades de agua por suspensiones de Trichoderma y asi se establecio el
porcentaje de inoculo y de agua para cada dosis. A continuacion, en la tabla 3-7 se detallan los

materiales y equipos utilizados.

Tabla 3-7: Materiales y equipos para la preparacion de las diferentes dosis de Trichoderma spp.

Materiales Cantidad Equipos Cantidad
Sustrato final 3 Céamara de flujo laminar 1
Botellas de plastico 9 - -
Pipeta 1 - -
Pera de succion 1 - -
Agua destilada y
esterilizada : ) )
Probeta 1

Realizado por: Moyano, S. 2024

Las botellas de plastico fueron de un litro, se lavaron y desinfectaron, se secaron al aire libre
hasta desinfectar la camara de flujo laminar como se mencioné anteriormente. Con los materiales
listos, llevamos a la camara de flujo laminar y realizamos las dosis que estan descritas en la tabla

3-8.

Tabla 3-8: Resultados de las dosis de Trichoderma spp. al diluir con agua para la inoculacion.

Cepa Concentracion Dosis Trichoderma x Agua
1*10% 0,90 x 999,1 ml
1*10° 9x991 ml
Trichoderma harzianum 2,1x107
1*10° 90 x 910 ml
1*10* 0,50 x 999,50 ml
Trichoderma
1*10° 5x 995 ml
longibrachatum 2,98x107
1*10° 50 x 950 ml
1*10* 0,74 x 999,26 ml
1*10° 7 x 993 ml
Trichoderma hamatun 2,36x107
1*10° 74 x 926 ml

Realizado por: Moyano, S. 2024
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Cabe mencionar que en cada produccion de Trichoderma spp. el nivel de concentracion puede
variar, debido a que su colonizacion es alta o baja. Por esto es recomendable realizar el conteo de
esporas en cada produccion. La hoja de calculo que se utilizo, ayudo a tener la concentracion de
Trichoderma spp. que se debe colocar por cada dosis, la concentracion que se utilizo se calculd

para un litro por dosis y se coloco 10 ml por planta.

2. Es importante no tomar
el inéculo con el almidén

que se genera en el parte

posterior del erlenmeyer

*1.Muestra del inéculo
para conocer la
concentracion

*3. Colocacion de
agua en las botellas

W’. para el resultado final

Hustracién 3-7: Colocacion de las dosis de para su inoculacion en el laboratorio de
fitopatologia

*4. Etiquetado y
sellado del producto
final del in6culo

Realizado por: Moyano, S. 2024

3.3.7.2. Fase de campo

El area total del invernadero fue de 136 m?, del cual fue asignada un area de 64 m? para garantizar
el crecimiento optimo de las plantas, el uso de invernaderos en el cultivo de granadillas es esencial
para proporcionar un ambiente controlado que imite las condiciones tropicales necesarias para el

crecimiento saludable de las mismas.
- Preparacion del semillero

Para la preparacion del semillero se escogié un material a base de espuma flex con una dimension
de 45 mm. (alto) x 675 mm. (largo) x 345 mm. (ancho) con un modelo rectangular y con la

capacidad de 220 cavidades.
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- Germinacion de semillas de granadilla (Passiflora ligularis)

Se escogio esta variedad de semillas que es Passiflora ligularis Juss 1805 por su vialidad y
caracterizacion especifica debido a que esta semilla y su fruto son muy demandados a nivel
comercial. Para la preparacion del sustrato el mismo que llevo turba BM2 (428L) con tierra negra
(70 kg), la mezcla de sustratos se realizd en un contenedor que permitid que la mezcla sea

uniforme.

Con los semilleros y el sustrato preparado se colocaron las semillas y se cubren con un poco mas

de sustrato, en este caso se utilizaron 6 semilleros para la germinacion.

Los semilleros fueron colocados en la camara de germinacion aproximadamente por un lapso de
1 a 3 semanas, dependiendo de como va el proceso de germinacion, luego del proceso de
germinacion las plantulas fueron colocadas en condiciones normales de temperatura y humedad
para su crecimiento. Los materiales utilizados para la germinacion de las semillas son detallados

a continuacion en la tabla 3-9.

Tabla 3-9: Materiales utilizados para la germinacion de las semillas

de granadilla (Passiflora ligularis)

Materiales Cantidad
Semillas de granadillas 672
Semilleros 6
Tierra negra 70 kg
Turba BM2 428 L
Cémara de germinacion 1

Realizado por: Moyano, S. 2024

- Trasplante

Una vez transcurrido el lapso de 3 a 5 semanas las semillas de granadilla germinaron y se
trasplantaron en sustrato. El sustrato que se utilizd contiene: material organico parcialmente
descompuesto, principalmente musgos y plantas acudticas (Domenech, 2023, pag. 2) Y tierra negra la
cual esta constituida de la descomposicion de la materia organica, ya sea proveniente de los restos

de animales o de los restos de hojas que cae de los arboles, los cuales son absorbidos como
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nutrientes (Crespo, 2019, pag. 3), y se coloco ¥ de las fundas de 4x6 cm, previamente antes de llevar

las plantas se realizo las adecuaciones optimas en el invernadero.

- Implementacion de soportes para plantas

La implementacion de los soportes, ayudaron a que las plantas mantengan una mejor circulacion
de aire y evitar que se contaminen con agentes patogenos desconocidos, se colocaron 4 jaulas
(anexo C) de 2 m de ancho x 1 m de largo y un caballete de 4 metros de ancho x 1 metro de largo.
La instalacion de las jaulas y el caballete se utilizo malla fina y alambre para elaborar un tejido
en la base y las puertas de las jaulas, en el caso del caballete, también se realiz6 un tejido en los
laterales para que su base este mas estable, esto ayudo a que los soporte sean mas resistentes al
momento de colocar las gavetas con las plantas. Los materiales utilizados se detallan en la tabla

3-10.

Tabla 3-10: Materiales para la instalacion de jaulas y caballetes

en invernadero

Materiales Cantidad
Jaulas 4
Caballetes 1
Malla fina 4
Alambre fino 3

Alicate 1

Realizado por: Moyano, S. 2024

Con las jaulas y el caballete instalados en el invernadero, en cada estructura se coloc6 10 gavetas

con 16 plantas de granadilla (Passiflora ligularis).

- Nutricion

Para la nutricion de las plantas se aplicé microelementos 40g de “Ned-Combi”, con la siguiente
composicion: Magnesio 1.65 % Boro 9.00 % Zinc 0.10% Manganeso 1.94% (Anexo H) en 5

litros de agua, esto nos ayudd a que la planta realice todos sus procesos en especial los

enzimaticos, asi como también aporto a un correcto y rapido funcionamiento.
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- Riego

Para el riego de las plantas fue necesario realizarlo con agua hervida, (Carvajal, Risquez, Echezuria 2019)
menciona que el agua al estar en estado de ebullicion evapora el cloro junto con el vapor que se
genera al ebullir, ya que se usan grandes cantidades de color para tratar el agua potable, motivo
por el cual se optd por esta estrategia para el riego de las plantas debido a que el agua que se
encuentra en la Facultad de Recursos Naturales contiene una alta concentracion de cloro,
patdgenos y sales minerales ya que al aplicar las cepas de Trichoderma spp. junto con agua comun
tenemos un riesgo de contaminacion. Ya que al momento de que el agua comienza su ebullicion
elimina patogenos, exceso de cloro, sales minerales y otros contaminantes, este proceso nos ayudo

a que las cepas de Trichoderma spp. no se contaminen y obtener los resultados esperados.

El riego se establecio en funcion de los requerimientos de las plantas desde la parte inicial hasta
la planta joven y de acuerdo con el sustrato en las que se encuentran.

Los requerimientos necesarios de riego se detallan a continuacion:

- Plantulas: Para la fase inicial de desarrollo de las plantulas, su requerimiento hidrico fue
minimo, se colocod 25 ml por plantula cada 72 horas debido a que mantenian la humedad en
los semilleros.

- Crecimiento inicial: En esta etapa el requerimiento hidrico aumenta debido a su crecimientos,
se coloco 60 ml por planta cada 48 horas debido a que se trasplant6 a fundas con sustrato.

- Plantas jovenes: En esta etapa de que las plantas se encuentran mas desarrolladas y los
requerimientos hidricos aumentan, se colocd 120 ml por planta cada 24 horas con un riego

profundo ya que el sustrato debe estar constantemente humedo y evitar el encharcamiento.

De acuerdo con el aumento de temperatura el requerimiento hidrico aumento en los meses de
enero a febrero, por tanto, se colocd 18 m de saran con 50% de sombra para disminuir la
incidencia de la radiacion solar para conservar un mayor porcentaje de humedad en cada uno de

los tratamientos.

3.3.7.3. Variables evaluadas

Medicion del diAmetro a la altura del cuello (DAC)

Como métodos de evaluacion se planted la medicion del DAC por cada tratamiento, para obtener

los datos se utiliz6 un calibrador pie de rey digital, una vez que las plantas se colocaron en el
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vivero, se inicio con la toma de datos, las plantas empezaron con una altura de 5 mm y a medida
que se realizaron los riegos y cuidados de las plantas fueron creciendo hasta llegar a la altura que

deseamos que fue de 30 mm.

El DAC es el espacio entre el suelo y el tallo de la planta. Se utilizé un pie de rey digital, cuyos
datos en mm fueron evaluados cada 15 dias a continuacién se detallas las fechas en las que fueron

evaluadas las plantas:

- Primera evaluacion: 13 de agosto del 2023

- Segunda evaluacion: 15 de septiembre del 2023
- Tercera evaluacion: 30 de septiembre del 2023
- Cuarta evaluacion: 23 de octubre del 2023

- Quinta evaluacion: 15 de noviembre del 2023

- Sexta evaluacion: 06 de diciembre del 2023

- Séptima evaluacion: 22 de diciembre del 2023
- Octava evaluacion: 03 de enero del 2024

- Novena evaluacion: 23 de enero del 2024

- Décima evaluacion: 07 de febrero del 2024

Conteo de hojas

Este proceso se realiz6 en dos etapas, la primera fase fue al inicio de la germinacion y las plantas
empezaron con 3 hojas, para la segunda fase las plantas tuvieron un mayor ntimero de hojas, sé
realizaron sorteros aleatorios y escogimos una planta por cada tratamiento para el conteo de las
hojas y con los datos obtenidos se realizdé un promedio general de las hojas que tuvieron las
plantas por cada tratamiento.

Las evaluaciones se realizaron en dos fases, a continuacion, se detalla las fechas en las que fueron

evaluadas.

Primera fase:

- Primera evaluacion: 15 de septiembre del 2023
- Segunda evaluacion: 30 de septiembre del 2023
- Tercera evaluacion: 18 de octubre del 2023

- Cuarta evaluacion: 03 de noviembre del 2023

- Quinta evaluacion: 20 de noviembre del 2023
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Segunda fase:

- Sexta evaluacion: 01 de diciembre del 2023

- Séptima evaluacion: 19 de diciembre del 2023
- Octava evaluacion: 05 de enero del 2024

- Novena evaluacion: 21 de enero del 2024

- Décima evaluacion: 07 de febrero del 2024

Color de hojas

El color de las hojas se establecio mediante la carta de color de Munsell para tejidos vegetales
(Anexo I) para la obtencion de estos datos. En el laboratorio se limpiaron las hojas para obtener
el color natural, con las hojas limpias y con la carta de color de Munsell escogemos la pagina con
los colores verdosos y seleccionamos el color de acuerdo con el libro y verificamos el codigo de

identificacion.

A continuacion, en la siguiente tabla se muestran los codigos, nombre y color que tuvieron mayor

presencia en las plantas.

Tabla 3-11: Identificacion de color de hojas

Cédigo Color Imagen
7.5GY 4/4 Verde Oscuro

5GY 6/ Verde Pino
7.5GY 5/6 Verde olivo
7:5GY 7110 Verde Claro

Fuente: (Galvez-Marroquin et al. 2023, pags. 27-37)
Realizado por: Moyano, S. 2024
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Medicion de altura y longitud de raiz

Para la medicion de raiz y altura, se realizd con un sorteo aleatorio para obtener la planta de
muestra, la misma se llevo al laboratorio y en un contenedor pequefio retiramos todo el sustrato
para obtener solo la planta y se retird el exceso de sustrato que pueden quedar en las raices, con
delicadeza ya que se pueden terminar desprendiendo las raices.

En el mesoén colocamos papel Kraft esto nos ayudo a que el exceso de sustrato que mantiene la
raiz caiga en el papel y evitar que el area de trabajo se contamine, colocamos la planta completa
y con el calibrador pie de rey digital vamos tomando los datos que nos arroja en la pantalla del
calibrador y vamos anotando cada resultado y de igual forma lo hacemos con la altura para obtener

el siguiente resultado.

Biomasa

Para el calculo de la biomasa, se escogio al azar una planta por cada tratamiento, para determinar
el porcentaje de biomasa presente en la planta, la formula que se utilizo para obtener los datos es

la siguiente:

B = il
"~ Pf+CH%

Fuente: (Ramirez et al., 2022, pag. 5)

x100

Donde:

B= Biomasa en peso seco

Pf= Peso fresco

CH% = Porcentaje de humedad

Para conocer el porcentaje de humedad se utilizé la siguiente formula:

P s
% Humedad = fT x100

Fuente: (Enriquez & Ojeda Caiza, 2020, pag. 3)

Luego de obtener los datos de altura y longitud de raiz, las muestran se llevaron a la balanza
digital, (Anexo J) para obtener los datos de peso fresco, luego de pesar las plantas se colocaron
en una bandeja de aluminio, posterior a ellos se colocaron en la mufla o estufa en con una

temperatura de 70 °C hasta los 105°C por un lapso 24 horas para deshidratarlas por completo,
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transcurrido ese lapso, se retiraron de la mufla y fueron llevadas a ser pesadas nuevamente para

obtener su peso seco para concluir con la obtencion de datos para el porcentaje de biomasa.

Estrategias de control de patégenos y condiciones climaticas

Para los controles se realizaron monitoreos constantes para determinar si existe la presencia de
patogenos o plagas en las plantas de granadilla, asi como también por las condiciones climaticas
debido a que existe un alto y bajo nivel de temperatura. Debido al aumento de temperatura en los
ultimos meses (enero y febrero), las plantas sufrieron un alto porcentaje de estrés a pesar de que
el riego se realizo constantemente.

El estrés por calor afectd notoriamente a las plantas y por este motivo se realizo la aplicacion de
la combinacion de leche con melaza, esta mezcla ayudo a proteger las plantas, ya que la leche
ofrece diversas ventajas en su composicion nutricional rica en elementos como el nitrégeno y el
calcio y la convierte en un fertilizante natural altamente efectivo para promover el crecimiento de
las plantas (Orlando Caicedo et al., 2019, pags. 3-6). En el caso de la melaza contiene una alta concentracion

de nutrientes y compuestos organicos que pueden ser beneficiosos para las plantas (Martinez, 2023,

pag. 3)

En un atomizador se aplicé 25 ml de leche y 12,5 ml de melaza en 5 litros de agua. Con la mezcla
preparada, es recomendable realizar la aplicacion en las plantas en horas de la tarde (4 pm o 5
pm) cuando la temperatura del invernadero ha bajado, ya que si la aplicacion se realiza con la
temperatura y radiacion UV elevadas podemos producir quemaduras y dafiar las plantas, esta
aplicacion se realiz6 una sola vez debido a que los resultados fueron favorables.

Se detecto la presencia de nematodos, especificamente Meloidogyne incognita, conocidos como
nematodos nudo de raiz. Estos son comunes en plantas de granadilla y pueden debilitar las puntas
de las raices, inhibir su crecimiento e inducir la formaciéon de hinchamientos que no solo privan
a las plantas de nutrientes, sino que también las deforman (Romero-Ramirez et al., 2019, pg. 46-51). Para
prevenir el dafio causado por este patogeno, se procedid a reubicar las plantas y bloques,

eliminando las plantas infectadas y conservando las sanas.

Nivel de daio

Vigorosidad

La vigorosidad de las hojas se determiné mediante una escala arbitraria cualitativa, esto se realizé
mediante las observaciones que presentaron las hojas cada 15 dias en las evaluaciones

correspondientes. La escala de vigorosidad adaptada se baso en la tabla de vigorosidad de Cuenca
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021y, esta se realizo para el cultivo de papas, pero en esta vez se adaptd para las plantas de

granadilla.

Tabla 3-12: Escala de vigorosidad

Nivel Descripcion
0 Muerta
1 Muy débil
Débil
2
3 Muy vigoroso

Realizado por: Moyano, S. 2024.
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Evaluacion de incidencia de Fusarium spp.

En la investigacion se planted la evaluacion de Fusarium spp. que incluye a grupo muy diverso
de hongos filamentosos que colonizan las partes aéreas y subterraneas de las plantas. Son capaces
de infectar una amplia gama de especies vegetales, provocandoles enfermedades, que se

manifiestan como marchitamientos o podredumbres de la raiz (VAMI, pag. 1)

Fusarium spp. es un hongo filamentoso que pertenece a la familia Nectriaceae, dichos hongos
son saprofitos esto quiere decir que sobreviven a base de materia organica y también son
patdgenos de plantas y animales. Algunas especies de este hongo son fitopatogenas, lo que son
los principales causantes de enfermedades en las plantas como cultivos, cereales y demas. Los
principales sintomas que se identifican en las plantas cuando estan contaminadas por Fusarium

spp. son: raices necrosadas, marchitez, pudricion de raiz y necrosamiento de tejido vascular

(Herrera-Parra et al. 2017, pags. 150-161)

Incidencia.

Las estimaciones de enfermedad pueden ser cuantitativas, cualitativas o una combinacidn de estas
dos. La cantidad de enfermedad presente puede ser referida como incidencia o severidad.

Para la presente investigacion se utilizo la incidencia en plantas. La incidencia se refiere al ntimero
de unidades de las plantas que estan enfermas visiblemente, usualmente relativo al nimero total
de unidades estimadas. Si se considera a la planta como una unidad de medida, entonces, la
incidencia de una enfermedad es la proporcion o porcentaje de plantas con sintomas de la

enfermedad evaluada (Castailo Zapata 2017, pag. 68)

Para determinar la incidencia de las plantas, se utilizo la siguiente formula:

Incidencia (%) = Numero de plantas enfermas 100
neaenaa i) = T Nimero total de plantas x

(Calvifio 2023, pag. 4)

En las plantas de granadilla se visualizo la presencia de Fusarium spp., lo cual se mencion6 que
es el principal causante de las enfermedades de las plantas y el gestor de la pudricion de la raiz y

necrosamiento del tallo o tejido vascular.

La aplicacion de las cepas de Trichoderma spp. se realizd cada 15 dias para la recuperacion de

las plantas enfermas, a continuacion, se detallan las fechas de aplicacion:
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- Primera aplicacion: 08 de diciembre del 2023
- Segunda aplicacion: 24 de diciembre del 2023
- Tercera aplicacion: 05 de enero del 2024

- Cuarta aplicacion: 25 de enero del 2024

- Quinta aplicacion: 09 de febrero del 2024

- Sexta aplicacion: 23 de febrero del 2024

Luego de las aplicaciones de Trichoderma spp. en las plantas de granadilla, debido a que
T harzianum por sus beneficios de bioestimulantes ayudo a que las plantas se recuperen de manera
vigorosa frente a este hongo. Con el restante de plantas que no se recuperaron, su marchitez y
muerte fue debido a la presencia de nematodos en la raiz, los mismos que crean noédulos en las

raices y evitan que absorban todos los nutrientes que requiere la planta
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CAPITULO IV
4. Analisis e Interpretacion de Resultados
4.1. Efecto antagonista de las cepas de Trichoderma spp.

La granadilla (Passiflora ligularis) puede presentar varias enfermedades desde el trasplante y la
germinacion, hasta el momento de ser colocada en suelo fijo. Por lo que se evidencio la presencia
de Fusarium spp. en el tallo de las plantas. Durante las dos primeras inoculaciones de
Trichoderma spp. no se evidencio la presencia de fusarium los tratamientos. Sin embargo, durante
la tres inoculaciones se identifico la presencia de Fusarium spp. En la ilustracion 4-1 se muestra
que el control y los tratamientos A2xB1, A2xB2, A2xB3 se obtuvieron el indice mas elevados de

incidencia, con un total de 152 plantas infectadas.
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1.67
I 125 125

AlxB1 AlxB2 AlxB3 A2xB1 A2xB2 A2xB3 A3xB1 A3xB2 A3xB3 Control

>-00 4.58
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0.50
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Hustracion 4-1: Incidencia de Fusarium spp. en la 3 inoculacion de Trichoderma spp. en

los tratamientos.
Realizado por: Moyano S. 2024

La Ilustracion 4-2, evidencia los resultados de las aplicaciones Trichoderma spp. con sus
diferentes dosis en las plantas para contrarrestar el hongo de Fusarium. spp. Demostrando que 7.
harzianum 1x10% en el tratamiento A3xB3 presento el mayor efecto antagonico registrando los
indices mas bajos de incidencia. En los tratamientos A2xB1, A2xB2, A2xB3 correspondientes a
T. longibrachatum y en el control se observo una reduccion en la incidencia de Fusarium. spp

con un total de 56 plantas recuperadas de manera vigorosa y un estado fitosanitario fuerte.
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Hustracion 4-2: Incidencia después de la aplicacion de Trichoderma spp. en los tratamientos.

4.2.

Realizado por: Moyano S. 2024

Desarrollo en la produccion de biomasa de la granadilla (Passiflora ligularis)

4.2.1. Diametro a la altura del cuello DAC

Segun la Tabla 4-1, demuestra que las cepa y las dosis no tuvieron diferencias significativas

debido a que su valor de (p<0.05), mientras que para la interaccion de cepa x dosis muestra que

hubo diferencias altamente significativas (p<0.01), con un coeficiente de variacion de 13%.

Tabla 4-1: Analisis de varianza del DAC, mediante un disefio de bloques

completos al azar

Fuel?te.s’de GL CM Valor p
variacion
Cepa 3 12,69 ns 0,084
Dosis 1 10,42 ns 0,165
Cepa x Dosis 2 30,79 ol 0,007
Error 23 5,081
Total 29
Media (mm) 21,06
Dest. St 2,797
CV (%) 13

Diferencias significativas: **’ 0.01 **’ 0.05 * ns: >0.05

Realizado por: Moyano, S. 2024
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En la Ilustracion 4-3, en el analisis de los resultados obtenidos en las evaluaciones del DAC, se
evidencia que la cepa de T. harzianum con la concentracion de 1x10° en el tratamiento (A3xB3)
presentd un mayor efecto en el desarrollo del DAC de las plantas evaluadas. Si bien los
tratamiento que fueron inoculados con las cepas de T. hamatum y T. longibrachatum como el

control mostraron un cierto grado de influencia positiva en el DAC.
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Iustracion 4-3: Prueba de comparacion de medias segun Tukey al 5% de significancia para el

DAC en los tratamientos.

Realizado por: Moyano S. 2024

4.2.2. Numero de hojas

Segun la Tabla 4-2, demuestra que cepa y dosis x cepa tuvieron altas diferencias significativas
debido a que su valor de (p<0.01), mientras que para la dosis muestra que mantuvo una diferencia

significativa de (p<0.05), con un coeficiente de variacion de 18%.

Tabla 4-2: Analisis de varianza del niumero de hojas, mediante un disefio
de bloques completos al azar

Fuentes de

oy GL CM Valor p

variacion
Cepa 3 3,863 ol 0,003
Dosis 2 4,500 E 0,014
Cepa x Dosis 1 4,167 ol 0,006
Error 23 0,650
Total 29
Media (mm) 6,233
Dest. St 1,165
CV (%) 18

Diferencias significativas: **’ 0.01 **’ 0.05 ’ ns: >0.05

Realizado por: Moyano, S. 2024
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En la ilustracion 4-4, en la observacion de los resultados obtenidos en las evaluaciones para el
numero de hojas, se evidencia que la cepa de 7. harzianum presentd un mayor efecto en el
incremento de hojas en las plantas evaluadas, alcanzando un promedio de 7 hojas. Teniendo un
menor impacto en el nimero de hojas es la cepa de T. longibrachatum con un promedio de 5,44

hojas.

Numero de hojas

T. hamatum T.longibrachatum T. harzianum Control

Hustracion 4-4: Prueba de comparacion de medias segiin Tukey al 5% de significancia para el
numero de hojas de las cepas

Realizado por: Moyano, S. 2024

En la ilustracion 4.5 en la observacidon de los resultados obtenidos en las evaluaciones para el
numero de hojas, se evidencia que la cepa de T. harzianum con la concentracion de 1x10° presentd
un mayor efecto en el incremento de hojas en las plantas evaluadas, alcanzando un promedio de
6,88 hojas. Si bien las plantas inoculadas con las dosis de 1x10* y 1x10° obtuvieron un menor

efecto alcanzando un promedio de 5 hojas.
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Hustracion 4-5: Prueba de comparacion de medias segiin Tukey al 5% de significancia para el

numero de hojas de las dosis

Realizado por: Moyano, S. 2024

En la ilustracion 4-6 en la observacion de los resultados obtenidos en las evaluaciones para el
namero de hojas, se evidencia que la cepa de T. harzianum con la concentracion de 1x10° en el
tratamiento (A3xB3) presentd un mayor efecto en el incremento de hojas en las plantas evaluadas,
alcanzando un promedio de 8 hojas. Si bien los tratamientos que fueron inoculados con las cepas
de T. hamatum y T. longibrachatum como el control evidenciaron un rango entre 5 y 6 hojas por
cada tratamiento, estos valores fueron relativamente inferiores a los registrados en el tratamiento

(A3xB3).

10

Numero de hojas

AlxBl AlxB2 AlxB3 A2xBl A2xB2 A2xB3 A3xBl1 A3xB2 A3xB3 Control

Iustracion 4-6: Prueba de comparacion de medias segin Tukey al 5% de significancia para el
numero de hojas de los tratamientos
Realizado por: Moyano, S. 2024
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4.2.3. Color de hojas

El color de las hojas presentadas en esta investigacion permitio determinar la acumulacion de

clorofila en las plantas, que favorece a una mayor concentracion de clorofila y se relaciona

positivamente la tasa fotosintética elevada. En la ilustracion 4-5 los datos demostrados

representan los porcentajes de color en las hojas proporcionando, el 75% para T. harzianum cuyo

valor fue superior al resto representando mayor vigorosidad debido a su tonalidad verde oscura,

sin embargo, el menor valor porcentual fue correspondiente al control con el 5%, mientras que en

T. hamatum, T. longibrachatum presentan tonalidades verdes claros.

Control
3%

T longibrachatum
10%

T hamatum
10%
= T harziaium

u T hamatum

Control

T harzianum
75%

Iustracién 4-7: Color de las hojas con la aplicacion de Trichoderma spp. en la
granadilla

Realizado por: Moyano, S. 2024

4.2.4. Biomasa

u T longibrachatum

Segun la Tabla 4-3, demuestra que cepa mantuvo una diferencia significativa de (p<0.05) y dosis

presento altas diferencias significativas debido a que su valor de (p<0.01), mientras que cepa x

dosis no tuvo diferencias significativas con un coeficiente de variacion de 40%.

Tabla 4-3: Analisis de varianza de la biomasa, mediante un disefio

de bloques completos al azar

Fuel.lte§’de GL CM Valor p
variaciéon
Cepa 3 268,44 & 0,029
Dosis 1 649.8 ok 0,007
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Cepa x Dosis 2 193,5 ns 0,9803

Error 23
Total 29
Media (mm) 27,39
Dest. St 11,09
CV (%) 40

Diferencias significativas: **’ 0.01 *** 0.05 * ns: >0.05

Realizado por: Moyano, S. 2024

Segtin la Ilustracion 4-8 el andlisis de los datos compilados en la evaluacion de biomasa mostrd
que la aplicacion de 7. harzianum presentd un efecto promotor mas evidente en el incremento en
la biomasa de las plantas evaluadas con un promedio de 34,75g, en los tratamientos. Mientras que
la cepa de T. hamatum mostr6é un efecto menos positivo en la biomasa alcanzando un rango de

21,67g.

15

10

I hemctum T fongirachatum I ferraiomen Consof

Iustracion 4-8: Prueba de comparacion de medias segiin Tukey al 5% de significancia para
altura en cepa

Realizado por: Moyano, S. 2024

Segun la ilustracion 4-9 el anélisis de los datos compilados en la evaluacion de biomasa mostr6
que la aplicacion de la dosis 1x10° presentd un efecto promotor mas evidente en el incremento en
la biomasa de las plantas evaluadas, alcanzando un promedio de 33,93g por tratamiento. Si bien

la dosis menos favorecedora en los tratamientos fue 1x 10* mostrando un promedio de 21,92 g.
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Hustracioén 4-9: Prueba de comparacion de medias segiin Tukey al 5% de significancia para altura

en dosis

4.2.5. Longitud de raiz

Segun la Tabla 4-4, demuestra que cepa mantuvo una diferencia altamente significativa de
(p<0.001), dosis presento una diferencia significativa de (p<0.05), mientras que cepa x dosis no

tuvo mantuvieron diferencias significativas con un coeficiente de variacion de 23%.

Tabla 4-4: Analisis de varianza para longitud de raiz, mediante un disefio de

bloques completos al azar

Fuentes de variacion GL CM Valor p
Cepa 3 7767 okl 0,000
Dosis 1 3978 . 0,030
Cepa x Dosis 2 2374 ns 0,060
Error 23
Total 29
Media (mm) 178,1
Dest. St 41,19
CV (%) 23

Diferencias significativas: **’ 0.01 **’ 0.05 * ns: >0.05

Realizado por: Moyano, S. 2024
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En la Ilustracion 4-10 los resultados de los datos recolectados tras la evaluacion de longitud de
raiz mostraron que la aplicacion de la cepa de T. harzianum presentd un efecto promotor mas
pronunciado en el incremento en el sistema longitudinal en la raiz de las plantas evaluadas,
alcanzando un promedio de 220,11 mm. Mientras que la cepa menos impacto efectivo fue 7.

longibrachatum demostrando un promedio de 155,93 mm en cada una de las plantas.

250

Longitud de raiz (mm)

I. hamatum I longibrachatum I. harzianum Control

Hustracion 4-10: Prueba de comparacion de medias segun Tukey al 5% de significancia para

longitud de raiz en cepa
Realizado por: Moyano, S. 2024

En la Ilustracion 4-11, los resultados de los datos recolectados tras la evaluacion de longitud de
raiz mostraron que la aplicacion de la dosis 1x10° presentd un efecto promotor mas pronunciado
en el incremento en el sistema longitudinal en la raiz de las plantas evaluadas, alcanzando un
promedio de 204,34 mm. Si bien los tratamientos que fueron inoculados con las dosis de 1x10%y

1x103 demostraron un rango entre 163,93 mm y 174,61 mm por cada uno de ellos.
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Ilustracion 4-11: Prueba de comparacion de medias segiin Tukey al 5% de significancia para

longitud de raiz en dosis

Realizado por: Moyano, S. 2024

4.2.6. Altura

Seglin la Tabla 4-5, demuestra que cepa mantuvo una diferencia altamente significativa de
(p<0.5), mientras que dosis y cepa x dosis no mantuvieron diferencias significativas con un

coeficiente de variacion de 23%.

Tabla 4-5: Analisis de varianza de la altura, un disefio de bloques completos

al azar

Fuel.lteide GL CM Valor p

variacion
Cepa 3 9228 - 0,037
Dosis 1 436 ns 0,694
Cepa x Dosis 2 7398 ns 0,090
Error 23
Total 29
Media (mm) 254,6
Dest. St 60,59
CV (%) 23

Diferencias significativas: **’ 0.01 *** 0.05 ’ ns: >0.05

Realizado por: Moyano, S. 2024

Seglin la Ilustracion 4-12 los resultados tras la evaluacion de altura demuestran que la aplicacion
de T. harzianum en present6 un indicador mas pronunciado en la altura de las plantas evaluadas,

alcanzando un promedio de 299,73 mm. Si bien los tratamientos que fueron inoculados con las
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cepas de T. hamatum y T. longibrachatum demostraron un rango entre 236,08 mmy 241,16 mm

por cada uno de los tratamientos.
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Hustracién 4-12: Prueba de comparacion de medias segun Tukey al 5% de significancia para

altura en cepa

Realizado por: Moyano, S. 2024

4.3.  Presencia de Trichoderma spp. en sustrato en la etapa final de vivero

Segun la ilustracion 4-9, se evidencian los resultados del monitoreo de las distintas cepas de
Trichoderma spp. en el sustrato durante un intervalo de tiempo de 24 a 72 horas, se demostro que
T. harzianum mostro los niveles mas elevados de UFC, consiguiendo un valor de 750 UFC en el
periodo de tiempo evaluado. Mientras que las cepas de T. hamatum presentd una cantidad de 600

UFCy T. longibrachatum 650 respectivamente.
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Hustracion 4-13: Presencia de Trichoderma spp. en el sustrato en la etapa final de vivero.

Realizado por: Moyano, S. 2024

4.4. Discusion

Los resultados de esta investigacion demostraron que la cepa de Trichoderma harzianum destacd
siendo la mejor en cuanto a crecimiento y desarrollo sobre las plantas de granadilla (Passiflora
ligularis) en cada una de las variables de estudio planteadas. El efecto de 7. harzianum fue el de
mejor rendimiento en las plantas, presentando niveles elevados en las variables de: incidencia,
DAC, niimero de hojas, color de hojas, biomasa, longitud de raiz, altura y unidades formadoras
de colonias (UFC), destacando que la dosis de mayor énfasis fue 1x10° conidios/mL. Este
resultado coincide con el estudio de (Diaz Padilla et al. 2020, pags. 195-204), quienes mencionan que el uso
de T. harzianum en plantulas bajo vivero estimula el crecimiento y desarrollo inicial de las plantas
de maracuya, dando como efecto positivo que 7. harzianum funciona como promotor del
crecimiento vegetal.

El efecto que presentd Trichoderma spp. ante las variables previamente mencionadas afirma la
capacidad que tiene este hongo para promover la sanidad de las plantas, asi como también el
desarrollo vegetal y la formacion de colonias en el sustrato. Esto se debe a la capacidad que tiene
Trichoderma spp. de inducir la defensa vegetal, la promocion del crecimiento y desarrollo
radicular, asi como la estimulacion y sintesis de sustancias que contribuyen a fortalecer la

fertilidad del sustrato (Cortés-Hernéndez et al., 2023, pags. 73-87).

Fusarium spp. es un hongo que ataca la parte externa de la raiz y tallo de la planta, coincidiendo

con (Arévalo 2021, pags. 152-165), quien menciona que Fusarium spp. avanza por el margen del tallo
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hasta llegar a la vena central, causando la marchitez de la planta. El ataque de esta enfermedad
representa una de las mas destructivas debido a que este patdgeno se presenta en forma de micelio
y, con mayor frecuencia, de clamidosporas. Por tal motivo, 7. harzianum funcion6 como un
fungicida anti-nocivo que afecta directamente al tallo, impidiendo que el desarrollo de la planta
actue de manera normal.

T. harzianum con la dosis de 1x10° conidios/mL afirma una vez mas que este mejora notablemente
el crecimiento y desarrollo vegetativo en granadilla (Passiflora ligularis), especialmente en el
DAC, color de hojas, biomasa e incidencia. (Alvarez Romero et al. 2021, pags. 1-8) mencionan que
Trichoderma spp. funciona no solo como método de control, sino también como estimulador al
fortalecer y maximizar los nutrientes disponibles en el suelo. Ademas, se evidencia que
Trichoderma spp. produce fitohormonas en el sustrato, como auxinas, citoquininas y giberelinas,
que son aprovechadas por las especies vegetales a lo largo de su crecimiento.

La investigacion busco generar una alternativa bioldgica para mejorar la calidad ecologica del
sustrato, asi como mejorar la nutricion y el desarrollo vegetal de las plantas. 7. hamatum ha
tomado gran relevancia en los ultimos afios debido a su amplio rol como agente biocontrolador
frente a fitopatdogenos fingicos y, ademads, por actuar como bioestimulante, promoviendo el
crecimiento y desarrollo de las plantas, asi lo menciona (Mao et al. 2020, pags. 1228-1243), quienes en su
estudio y desarrollo de un biocontrolador para el marchitamiento del pimiento, basandose en las
caracteristicas morfologicas de T. hamatum, demostraron efectos antagoénicos contra varios
patogenos fungicos. Con las aplicaciones de 7. hamatum en pimiento, se aumentd
significativamente la altura, longitud de raiz y peso seco y fresco. Cabe mencionar que, en esta
investigacion, 7. hamatum demostrd bajos niveles de impacto en la granadilla (Passiflora
ligularis) ya que existieron limitaciones en la determinacion y formulacion de la dosis adecuada
de la cepa para obtener una compatibilidad con la planta.

T. longibrachatum ha surgido como un recurso biotecnolégico prometedor en la fitoproteccion y
nutriciéon vegetal. Como agente controlador, exhibe multiples mecanismos de accion frente a
fitopatogenos fungicos y bacterianos, destacando su capacidad de micoparasitismo, y como
bioestimulante, promueve el crecimiento y desarrollo vegetal. Como lo menciona (Ortega 2022, pag.
15) en su investigacion en especies forestales, esta cepa obtuvo efectos positivos en el crecimiento
y desarrollo vegetal para altura, nimero de hojas, peso fresco y seco.

Como se menciona anteriormente, las investigaciones de T. hamatum y T. longibrachatum en
Passiflora se han limitado debido a que se ha brindado prioridad a cultivos de mayor importancia
econdmica y su complejidad en su sistema de cultivo, ya que algunas especies de Passiflora
tienden a ser trepadoras. Ademas, existen limitaciones relacionadas con enfermedades flngicas
de gran impacto, asi como los desafios al realizar las formulas y concentraciones necesarias para

la afinidad con el cultivo.
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5.

5.1.

CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

La incidencia de Fusarium spp. fue notoria después de la segunda y tercera aplicacion de
Trichoderma spp. por lo que, se pudo evidenciar que el menor efecto de este patogeno se
presento con la aplicacion de 7. harzianum con una dosis de 1x10°, seguido de 7. hamatum
con 1x10° sin embargo pudo notarse que 7. longibrachatum con una dosis de 1x10° fue el
que presentd mayor incidencia al igual que T. longibrachatum con una dosis de 1x10°. Se
asume que 7. harzianum tiene buena influencia para el control de Fusarium spp. en el
sustrato a nivel de vivero para el cultivo de Passiflora ligularis.

En este estudio se investigo la relacion de los tratamientos cepas x dosis para evaluar el
desarrollo del hongo en los distintos bloques durante un periodo de 4 meses. Los resultados
muestran que el desarrollo del hongo estd asociado al tratamiento  conformado por
T.harzianum con una dosis de 1x10° manteniéndose sobre los demas tratamientos en el resto
de las variables evaluadas tales como: Diametro a la altura del cuello (DAC), numero de
hojas, color de hojas, biomasa, altura y longitud de raiz.

Estos hallazgos son consistentes con la literatura previa que sugiere que 7.harzianum puede
tener efectos beneficiosos en el desarrollo de la planta debido a sus propiedades (control
biologico de enfermedades, desarrollo vegetal, produccion de enzima y adaptabilidad). Sin
embargo, es importante tener en cuenta las limitaciones de este estudio, como su disefio
Después de realizar evaluaciones y analizar los resultados obtenidos de las cepas
Trichoderma (harzianum, hamatum y longibrachatum) en el sustrato de la etapa final del
vivero, emerge una imagen clara acerca de la cepa de 7. harzianum, la misma alcanzo la
mayor cantidad de unidades formadoras de colonias en un lapso de 72 horas dando como

resultado 750 UFC por sustrato.
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5.2. Recomendaciones

>

Para reactivar las cepas 7. hamatum y T. harzianum sean repicadas en medio de cultivo
PDA ya que en este cultivo su esporulacion fue mas rapida y eficaz.

Esta investigacion podria ampliarse hasta observar el efecto de Trichoderma spp. hasta la
cosecha de Passiflora ligularis y realizar un analisis estudios sobre la calidad del fruto
(grados brix, composicion quimica, anatomia fisioldégica) con el mejor tratamiento obtenido
en esta investigacion.

Realizar mas investigaciones con otras cepas de Trichoderma spp. para conocer sus efectos

y beneficios en nuevas plantas.
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ANEXOS

ANEXO A:SELECCION DE SEMILLAS DE GRANADILLA (Passiflora ligularis)

ANEXO B: GERMINACION Y REVISION DE PLANTULAS EN CRECIMIENTO




ANEXO D: ADECUACION DE SOPORTES PARA LAS PLANTAS

ANEXO C: SELECCION Y ACTIVACION DE CEPAS DE Trichoderma (harzianum,

hamatum y longibrachatum)




ANEXO E: PRODUCCION DE Trichoderma (harzianum, hamatum y longibrachatum)




ANEXO G: APLICACION DE TRATAMIENTOS




ANEXO I: TOMA DE DATOS COLOR DE HOJAS
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ANEXO K: PRESUPUESTO

Rubro Cantidad Costo Costo Total
Unitario
Salidas de campo
Transporte Global 50 50
Alimentacion Global 50 50
Materiales e insumos de laboratorio
Medio de cultivo PDA 1 130 130
Medio de cultivo ARB 1 150 150
Caja de Petri 50 1.30 65
Arrocillo 20 0.50 10
Tarrinas 20 0.15 3
Antibidtico en pastilla 5 0.40 2
Placas porta y cubre objetos 20 0.28 5.60
Marcador para CD 1 0.75 0.75
Plastico Film 3 3.70 11.1
Papel aluminio 2 2.10 4.20
Papel kraft 10 0.60 6
Cinta adhesiva 5 0.75 3.75
Fundas de plastico 1 1.10 1.10
Materiales para trabajo de campo
Fundas de siembra (4x6cm) cajas 500 0.15 75
Zaran 50% de sombra 18m 1.60 28.80
Gavetas 30 0.55 16.50
Etiquetas 34 0.20 6,80
Tijera 1 0.60 0.60
Hilo 1 0.80 0.80
Materiales de oficina
Computador 1 500 500
Material de oficina 2 4 8
Tinta impresora 4 10.25 41
Subtotal antes de imprevistos 1096. 8
Imprevistos 10% 109.6

Total

1206,2
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