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CABALLERO HERNANDEZ, A.J. 2010. USO DE HONGOS ENDOFITICOS DE
TRICHODERMA SPP., PARA EL BIOCONTROL DEL MAL DE PANAMA
(FUSARIUM OXYSPORUM F. SP. CUBENSE) RAZA TROPICAL 1 EN
VITROPLANTAS DEL CULTIVAR GROS MICHEL (AAA)

Palabras claves: Fusarium oxysporum f. sp. cubense, Mal de Panama, banano, Gros Michel

(AAA), hongos endofiticos, control biologico.

RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue seleccionar aislamientos de hongos endofiticos de
Trichoderma spp., para el biocontrol de Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1. Se
evaluaron los tres aislamientos mas patogénicos FOC2, FOC4, FOCS obtenidos del criobanco
del Laboratorio de Fitopatologia y Nematologia de CATIE, en una prueba de antibiosis y
posteriormente se procedié a realizar la prueba de biocontrol con veinte aislamientos de
Trichoderma spp. Y dos aislamientos FOC2 y FOC4 en vitroplantas de Gros Michel (AAA)
en condiciones de invernadero. Por medio de la técnica de cocultivos veinte hongos
endofiticos inhibieron el crecimiento radial de FOC hasta en un 53,46% en comparacion con
los testigos referenciales. En el bioensayo de biocontrol, la mayoria de los tratamientos
presentaron los primeros sintomas al final de la tercera semana. Plantas protegidas con hongos
endofiticos retrasaron la aparicion de la enfermedad hasta la cuarta semana. Los resultados
demostraron que los hongos endofiticos presentaron un minimo porcentaje de incidencia,
siendo TJ5 el que sobresalié con un menor porcentaje de 37,5%, no presentando el testigo
absoluto ningln sintoma. Asi mismo hongos endofiticos TC9, TP3 y TCL1 redujeron desde un
92% hasta 90% los sintomas externos en comparacion a los testigos referenciales. Los
sintomas internos del cormo se redujeron hasta un 74% por el hongo endofitico TCO.
Adicionalmente se detectd que plantas protegidas con hongos endofiticos promovieron el
crecimiento en las variables altura de la planta, numero de hojas, diametro del pseudotallo,
ancho de la tercera hoja, peso de radical, peso del follaje y peso total de la planta. Se
presentaron correlaciones entre las variables del bioensayo de biocontrol y se obtuvo el grupo

¢lite de Trichoderma spp., para este estudio.
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CABALLERO HERNANDEZ, A.J. 2010. USE OF ENDOPHYTIC FUNGUS OF
TRICHODERMA SPP., FOR THE BIOCONTROL OF THE PANAMA DISEASE
(FUSARIUM OXYSPORUM F. SP. CUBENSE) TROPICAL RACE 1 |IN
VITROPLANTS OF CULTIVAR GROS MICHEL (AAA)

Key words: Fusarium oxysporum f. sp. cubense, Panama disease, banana, Gros Michel
(AAA), endophytic fungus, biological control.

ABSTRACT

The objective of this research was to select isolates of endophytic fungi of Trichoderma spp.,
for the biocontrol of Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 1. We evaluated the three most
pathogenic isolates FOC2, FOC4, FOC8 cryobank obtained from the Laboratory of Plant
Pathology and Nematology at CATIE, in a test of antibiosis and then proceeded to test twenty
biocontrol isolates of Trichoderma spp., and two isolates FOC4 and FOC2 in vitroplantas of
Gros Michel (AAA) under greenhouse conditions. Through the coculture technique twenty
endophytic fungi inhibited radial growth of FOC up to 53,46% in comparison with reference
control. In the bioassay of biocontrol, most treatments showed the first symptoms after the
third week. Protected plants with endophytic fungi delayed the appereance of the disease until
the fourth week. The results showed that endophytic fungi showed a small percentage of
incidence being the TJ5 who excelled with the lowest percentage of 37,5%, without showing
any symptoms absolute control. Also TC9 endophytic fungi, TP3 and TCL1 reduced from
92% to 90% external symptoms, compared to reference control. Corm internal symptoms were
reduced to74% by the endophytic fungus TC9. Additionally it was found that protected plants
endophytic fungi in promoting growth in the variables plant height, leaf number, pseudostem
diameter, width of third leaf, root weight, leaf weight and total weight of the plant. There were
correlations between the bioassay of biocontrol and obtained an elite group of Trichoderma

spp., for this study.
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1 INTRODUCCION

El banano es uno de los principales cultivos dentro de los sistemas de produccion
agricola en mas de 120 paises, donde constituye un alimento importante en la dieta basica de
400 millones de personas; con una produccion de 104 millones de toneladas al afio, en
aproximadamente 10 millones de ha (Frison y Sharrock 1998; Perea 1998; Cardenas 2001;
FAO 2001; FAO 2004).

El Mal de Panamad, causado por el hongo Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc),
es considerada una de las enfermedades mas destructivas registradas en la historia;
reportdndose en Australia en 1874, Caribe y América Central en 1910 (Stover 1962; Stover y
Simmonds 1987; Moore et al., 1995).

Durante el periodo de 1910 a 1950, plantaciones comerciales de banano Gros Michel
(AAA) fueron la base de exportaciones del Caribe y América Latina, pero la destruccion de
sus plantaciones fue causada por la marchitez por Foc raza tropical 1, provocando el abandono
y la desaparicion de mas de 80,000 ha (Stover 1986; Stover y Simmonds 1987; Ploetz 1994;
More et al., 1995; Hwang et al., 2004; Pérez-Vicente 2004). Esto condujo a la adopcion del
clon Robusta (subgrupo Cavendish, AAA) en la década de 1950 y 1960, por su resistencia a
Focraza 1 (Stover 1962; Stover y Simmonds 1987; Moore et al., 1995).

En la actualidad, el Mal de Panama continta siendo un problema, especialmente para
pequeinios productores que cultivan variedades susceptibles en asocio con café¢ y cacao bajo
sistemas de produccidon organica, asi como en pequeias fincas que producen banano para
mercados locales, donde son muy apetecidos por su sabor y aroma (Umana et al., 2000;
Silagyi 2002; Silagyi et al., 2003). Por otra parte, plantaciones comerciales del cultivar
Cavendish son susceptibles a la raza 4 de Foc, constituyendo una grave amenaza para la
industria bananera del continente Americano (Ploetz 1994; Moore ef al., 1995; Pérez-Vicente

2004; Ploetz 2006).

Cuatro razas de Foc han sido ampliamente documentadas por varios autores (Stover
1962; Stover y Simmonds 1987; Moore et al., 1995). Laraza 1 de Foc ataca cultivares de Gros
Michel (AAA), Apple (AAB), Silk (AAB), Taiwan Latundam (AAB). La raza 2 de Foc ataca
cultivares Bluggoe (ABB), cooking banana y parientes cercanos a algunos tetraploides de

Jamaica (AAAA). La raza 3 de Foc ataca a Heliconias spp., y se ha registrado en Australia,

1



Honduras, Costa Rica y Panama. Por ultimo, la raza 4 de Foc ataca a todas los cultivares de
Cavendish (AAA), Gros Michel (AAA), Bluggoe (ABB), Taiwan Latundam (AAB) y Pisang
Lilin (AA). Todas las razas de Foc estan difundidas en las regiones donde se cultivan bananos
y cultivares relacionados, a excepcion de América Tropical donde Foc raza 4 esta ausente

(Stover 1986; Stover y Simmonds 1987; Ploetz 2006).

No existen medidas de combate quimico eficientes de la enfermedad (Ploetz 1994), ni
buenas practicas culturales que reduzcan su incidencia y severidad. De acuerdo a lo anterior,
se llevan a cabo investigaciones para la busqueda de fuentes naturales de resistencia al
patégeno (Matsumoto et al., 1999; Cardenas 2001; Zambrano et al., 2007). Una de estas
fuentes es la implementacion de biocontrol con especies de Trichoderma desde 1930, a partir
de estudios en tratamientos de semillas y aplicaciones en suelo (Weindling 1934; Harman
1951; Papavizas 1985; Moore et al., 1995; Pérez et al., 2003). Encontrandose que T.
harzianum induce altos niveles de enzimas liticas (1-3 B glucanasa y quitinasa) sobre las
células de las paredes de los patdgenos R. solani, P. aphanidermatum y Fusarium oxysporum
(Sivan y Chet 1987; Tronsmo 1996). Resultados de la actividad inhibitoria de cepas de
Trichoderma spp., en tratamientos previos a la inoculacidon con Foc a cultivares susceptibles
de banano, han sido reportados por varios autores (Mitov y Oliva 1975; Pérez- Vicente 2004).
Estudios realizados por Pocasangre (2000) demuestran el efecto antagonista de hongos
endofiticos (cepas no patogénicas de Fusarium oxysporum) contra Radopholus similis y la
enfermedad del Mal de Panamé en plantas de banano del cultivar Gran Enano (AAA) con
reducciones de hasta 76% en las poblaciones finales del nematodo, en comparacion con
plantas testigo. Ademas, se encontrd un efecto significativo en la promocion de crecimiento de
las plantas, representado en un incremento del peso radical de plantas del cultivar Gran Enano

(AAA), Williams (AAA) y FHIA-23 (AAAA).

Adicionalmente, en otros cultivos se ha documentado la eficiencia de Trichoderma
harzianum cepa A34 en el combate de Fusarium spp., en cultivos de frijol y claveles
(Sandoval et al., 1996; Sandoval y Lopez 2000; Sandoval y Lopez 2001). Ademas, Pérez et
al., (2003) concluyen que inoculaciones con 7. harzianum cepa A34, previo a las infecciones
con Foc, reducen significativamente la incidencia y la severidad del Mal de Panama en

materiales sanos de banano Gros Michel, Burro CEMSA, FHIA 03, FHIA 23.



Debido a que las alternativas quimicas no han sido eficientes para el combate de esta
enfermedad, la presente investigacion tiene como finalidad evaluar la utilizacion de hongos
endofiticos para el manejo del Mal de Panama causado por Foc, en vitroplantas del cultivar

Gros Michel (AAA), bajo condiciones de invernadero.

1.1 Objetivos del estudio

1.1.1 Objetivo general

Estudiar el efecto de los aislamientos de hongos endofiticos de Trichoderma spp.,
para el combate biologico del Mal de Panama causado por Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(Foc) raza tropical 1, en vitroplantas de banano del cultivar Gros Michel (AAA) bajo

condiciones de invernadero.

1.1.2 Objetivos especificos

e Determinar el potencial de antibiosis de 50 aislamientos de Trichoderma spp.,
obtenidos de la coleccion de hongos endofiticos del Laboratorio de
Fitopatologia del CATIE, sobre tres aislamientos de Foc en condiciones in
vitro.

e Realizar una prueba de biocontrol en vitroplantas de banano del cultivar Gros
Michel (AAA) en condicion de invernadero.

e Evaluar el efecto de los aislamientos de Trichoderma spp., sobre el crecimiento
de las vitroplantas de banano del cultivar Gros Michel (AAA) en condiciones

de invernadero.

1.2 Hipotesis del estudio

Aislamientos de Trichoderma spp., tienen la capacidad de inhibir el crecimiento in
vitro de Fusarium oxysporum f. sp. cubense.

Aislamientos endofiticos de Trichoderma spp., en condiciones in vivo reducen los
sintomas externos e internos de las vitroplantas del cultivar de Gros Michel (AAA).

Aislamientos endofiticos de Trichoderma spp., tienen la capacidad de promover el

crecimiento de las vitroplantas de Gros Michel (AAA) en condiciones de invernadero.



2 REVISION DE LITERATURA

2.1 Taxonomia, origen y distribucion del banano

El banano Musa spp., es una planta monocotiledonea, perteneciente a la familia
Musaceas y de orden Escitamineas o Zingiberales (Simmonds 1959; Simmonds 1962; Stover y
Simmonds 1987; Soto 1990; Leon 2000; Ortiz et al., 2001). Es un nombre importado de
Africa via Espafia y coincide parcialmente con su equivalente en inglés y francés (Stover y
Simmonds 1987; Soto 1990; Le6n 2000; Ortiz et al., 2001). Banano se aplica a cultivares cuya
fruta es de pulpa suave y se come fresca, como el Gros Michel y Cavendish siendo triploides
de Musa acuminata pura (AAA) (Simmonds 1959; Simmonds 1962; Stover y Simmonds
1987; Soto 1990; Ledn 2000; Ortiz et al., 2001). Las Musdaceas cultivadas pertenecen a la
seccion de Eumusa siendo un grupo complejo tanto de bananos (Musa acuminata, A) como de
platanos (Musa balbisiana, B) incluyendo clones (Simmonds 1959; Simmonds 1962; Stover y
Simmonds 1987; Soto 1990; Ledon 2000; Ortiz et al., 2001). El principal factor de variacién en
plantas Musa es la poliploidia, porque son mas vigorosas, resistentes, de mayor productividad
y de la mas amplia adaptacion, presentando los siguientes niveles: a) triploides de Musa
acuminata pura (AAA), son los clones comerciales mas difundidos como Gros Michel y grupo
Cavendish; b) triploides hibridos AAB o ABB son platanos de importancia especial en la
alimentacion de América tropical; ¢) tetraploides pueden ser AAAA, ABBB, AAAB y AABB
siendo clones artificiales y frutos de calidad inferior (Simmonds 1959; Simmonds 1962;
Stover y Simmonds 1987; Soto 1990; Ledn 2000; Ortiz et al., 2001) .

Asimismo la esterilidad en los bananos (carencia de semillas en los frutos), es una
caracteristica de gran importancia a nivel comercial y la partenocarpia determina en los
bananos el crecimiento de los tejidos centrales del fruto independientemente de la fertilizacion
(Simmonds 1959; Simmonds 1962; Stover y Simmonds 1987; Soto 1990; Ledn 2000; Ortiz et
al., 2001).

En los triploides se combinan la esterilidad con la partenocarpia, procesos que impiden
la formacién de semillas con los que determinan el crecimiento del fruto sin necesidad de
fecundacion; esta caracteristica favorable del fruto y su propagacion vegetativa han promovido
su expansion en los tropicos hasta ser aceptado universalmente (Leon 2000). La propagacion
vegetativa, unida a la interaccion de esterilidad-poliploidia-partenocarpia, s6lo deja una fuente

de variacion: las mutaciones somaticas. Algunas mutaciones son de importancia econdmica; la
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resistencia a la enfermedad del Mal de Panama causado por Fusarium oxysporum Schlecht. f.
sp. cubense (E.F. Smith) Snyd., y Hans, raza tropical 1 (Foc, RT1) que se presenta en el grupo
de clones de Cavendish (Simmonds 1959; Simmonds 1962; Stover y Simmonds 1987; Soto
1990; Ledn 2000; Ortiz et al., 2001).

El cultivar Gros Michel o Roatan (AAA) es un clon originario de Malasia, cuyo cultivo
se extendid por los tropicos americanos, y hasta hace pocos afios era el banano de mayor
produccion: los frutos son grandes y mamelonados en el apice (Leon 2000). Por el tamafio del
racimo y de los frutos, y sus caracteristicas de sabor y textura, se le ha reconocido como el tipo
por excelencia para comer como fruta. Pero su cultivo disminuye rapidamente, debido a su alta
susceptibilidad a la enfermedad del Mal del Panamé (Simmonds 1962; Stover y Simmonds
1987; Soto 1990; Ledn 2000; Ortiz et al., 2001).

Cavendish Enano y Valery (AAA) son los bananos comerciales que estan
reemplazando a los cultivares de Gros Michel por su tolerancia a la enfermedad del Mal de
Panama. Sus frutos son grandes, de dpice mas redondo que el anterior y de calidad comparable
(Simmonds 1962; Stover y Simmonds 1987; Soto 1990; Leon 2000; Ortiz et al., 2001). Pero
los cultivares del subgrupo Cavendish (AAA) son susceptibles a la sequia, a la sigatoka negra
(Mycosphaerella fijiensis Morelet), a fitonematodos (Pratylenchus goodeyi Sher y Allen y
Radopholus similes (Cob) Thorne) y ahora estan bajo la amenaza de una nueva variante de la
marchitez por Fusarium que se extiende en Asia raza tropical 4 (Beed y Markham 2008; Sarah
1989).

Las condiciones Optimas para el cultivo de banano se dan en las regiones tropicales
htimedas y célidas, donde las plantas presentan un crecimiento continuo, cuya inflorescencia
aparece cuando se detiene la produccion de hojas y raices (Simmonds 1962; Stover y
Simmonds 1987; Soto 1990; Ledon 2000; Ortiz ef al., 2001). La luz, la temperatura y la reserva
de agua son determinantes, asi como un buen contenido de nutrimentos. La planta se situa
entre los 30° latitud norte y los 30° latitud sur y las mejores condiciones se dan entre los 0 y
los 15 grados de latitud norte o sur; y su altitud limite es de 300 msnm, indispensable para su
desarrollo y cosecha (Simmonds 1962; Stover y Simmonds 1987; Soto 1990; Leon 2000; Ortiz
etal.,2001).

El centro de origen de los bananos y platanos es el sureste Asiatico e Indochina;
diferencidndose por sus caracteres vegetativos y reproductivos (Soto 1990; Ledén 2000; Ortiz

et al., 2001; Figura 1). El cultivo de banano se expandid a los tropicos de América, donde la
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produccion super6 a la de su area de origen, a su vez se ha avanzado mas en el conocimiento
de la genética, fisiologia del banano y su produccion comercial; de ahi se exportd a Estados
Unidos y Europa (Simmonds 1962; Stover y Simmonds 1987; Soto 1990; Leon 2000; Ortiz et
al., 2001).

Nervadura central

Peciolo

‘i 5 - Pedinculo

RS LLl
Hoja “eigarro

Seudotallo

Hijo de sucesion

Figura 1. Planta madre de banano, hijo de sucesion e inflorescencia (Champion 1963).

2.2 Importancia del cultivo de banano (Musa spp.)

El cultivo de banano se ha establecido en mas de 120 paises, es el cuarto cultivo
alimentario mas importante del mundo, después del arroz, el maiz y el trigo; siendo ésta la
fruta mas exportada del mundo (FAO 2004; FAO 2009). Durante el afio 2000 y 2001 se
cultivaron 9 millones de hectareas, con una produccion de 92 a 99 millones de toneladas
anuales, y en el afio 2008 se cosecharon 10 millones de hectareas, con una produccion de 104
millones de toneladas, esto equivale a 4500 y 5000 millones de dolares americanos anuales en

comercio internacional (FAO 2004; FAO 2009; IITA 2008).



La industria de banano para exportacion se basa principalmente en cultivares del
subgrupo Cavendish (AAA). De esta manera el Cavendish suplant6 al Gros Michel (AAA) por
su resistencia a la enfermedad Mal de Panama y a su mayor productividad desde el afio 1960
(Stover y Simmonds 1987; Soto 1990; FAO 2004). América Latina es la mayor zona
exportadora del mundo. Los tres paises mas destacados son Ecuador, Costa Rica y Colombia
(FAO 2004).

Los bananos, contribuyen a la seguridad alimentaria de millones de personas en gran
parte del mundo en desarrollo (FAO 2004). En Uganda, el consumo anual en 1996 fue de 243
Kg y en Rwanda, Gabon y Camertn oscil6 entre 100 y 200 Kg (FAO 2004). Asimismo Brasil
y la India dedican gran parte de su produccion al autoconsumo; sin obviar que pequefios
productores de Latinoamérica cultivan actualmente las variedades susceptibles a Mal del
Panama (Foc), estas variedades son el Gros Michel (AAA), el Manzano (AAB), el Prata
(AAB) y los bananos de coccion tipo Bluggoe (ABB) cultivandose en asocio con café y cacao

representando el mayor ingreso econdmico de las familias rurales (Pocasangre 2009).

2.3 Distribucion del Mal de Panama e importancia economica

El Mal de Panama es causado por Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) siendo una
de las enfermedades mas destructivas y reconocidas en la historia del cultivo de banano
(Stover y Simmonds 1987; Moore et al., 1995; Ploetz 2006; Pocasangre 2009). El Mal de
Panama es procedente del sureste de Asia, y ha coevolucionado junto a las musaceas en sus
centro de origen (Bentley ef al., 1998).

La enfermedad fue explicada por Bancroft (1876) en Australia (Moore et al., 1995;
Pérez-Vicente 2004). Posteriormente, fue reportada en por Ashby en 1913 en América
Central. Entre 1890 y 1960 més de 80,000 ha del cultivar Gros Michel (AAA) fueron
destruidas en América Latina por la raza tropical 1 de Foc (Stover y Simmonds 1987; Pérez-
Vicente 2004; Pocasangre y Pérez 2009). Ademas, el cultivar Cavendish fue afectado en los
subtrépicos por Foc raza tropical 4, causando pérdidas importantes en plantaciones de Taiwéan,
China, Filipinas, Norte de Australia, Malasia e Indonesia (Dita et al., 2009; Molina 2009), con
pérdidas anuales de mas de 75 millones de dolares, afectando los ingresos econdmicos de
miles de trabajadores y agricultores (Dita et al., 2009; Molina 2009). La invasion de Foc raza

tropical 4 en la plantaciones comerciales del cultivar Cavendish en América Latina y el Caribe



tendria un alto impacto econdmico y social, comparables con los causados por la raza tropical
1 a mediados del siglo pasado (Pérez-Vicente 2004; Pocasangre y Pérez 2009; Dita et al.,
2009; Molina 2009; Lara 2009). Actualmente no existe una variedad resistente y con
caracteristicas comerciales adecuadas para sustituir las variedades del grupo Cavendish, las
opciones para el manejo de la raza tropical 4 estan centradas en los principios de exclusion y
erradicacion (Dita et al., 2009). Pero la efectividad de estas medidas depende de un sistema de
diagnostico confiable y especifico (Dita et al., 2009). Ademas, la raza tropical 4 afecta a otros
grupos importantes de Musaceas como los platanos AAB y los bananos de coccion ABB,
amenazando la produccion de los pequefios agricultores en América Latina, Caribe y en Africa
Occidental (Ploetz 2004). Cabe destacar que al surgir esta amenaza Bioversity International,
en conjunto con el Organismo Regional Internacional de Sanidad Agropecuaria (OIRSA) y la
Red de Investigacion y Desarrollo de Platano y Banano para América Latina y el Caribe
(MUSALAC) se han encargado de promover campafias informativas para la prevencion de

este patdgeno en América Latina y el Caribe (Pocasangre 2009).

Segun Ploetz y Pegg (2000), la distribucion global de la enfermedad se debe a un
componente antropocéntrico, debido a que Foc fue introducido por medio de rizomas
infectados, que con frecuencia no presentan sintomas, para ser utilizado como material de
siembra en nuevos terrenos libres de la enfermedad. De acuerdo a Stover (1962) la
distribucion de la enfermedad esta relacionada a nuevos cultivares en areas de crecimiento. El
cultivar Manzano (Silk, AAB) fue introducido en el oeste de la India antes de 1750 como una
planta de sombra para las plantaciones de cacao y café, y su presencia indicd el
establecimiento de Foc. Este aumento de la epidemia del Mal de Panama se debid a la
demanda del cultivar Gros Michel (AAA) para consumo y exportacion; esto provocod la
pérdida de produccion en las plantaciones y la busqueda de nuevos terrenos de produccion,
dando origen a un ciclo recurrente de plantaciones por un cierto nimero de afios y luego al
abandono del terreno, debido a problemas de Foc, esto favorecié la distribucion de la

enfermedad (Pérez-Vicente 2004).

Smith (1910) y Johnston (1915) reportaron la enfermedad en Cuba; donde los
cultivares Gros Michel(AAA), Manzano (AAB) y Burro Criollo (Bluggoe, ABB) estaban
gravemente infectados, conllevando a la destruccion de las plantaciones y al reemplazo del

cultivar Gros Michel (AAA) por Robusta (subgrupo Cavendish, AAA). Esta conversion resto



importancia econdmica a la enfermedad del Mal de Panamé y fue confinada a los cultivares
Gros Michel (AAA), Manzano (AAB) y Bluggoe (ABB) en parcelas de productores de
pequefia escala y en patios de casas (Pérez-Vicente 2004; Pocasangre 2009; Pocasangre y

Pérez 2009).

En Africa, Foc esta localizado en 4 éreas: Islas Canarias, oeste, este y sur de Africa.
Con respecto a las Islas Canarias y sur de Africa, Foc raza tropical 4 estd afectando a
Cavendish (AAA). En el oeste, desde Zaire a Ghana estd destruyendo cultivos Gros Michel,
AAA (Pérez-Vicente 2004). En el este la enfermedad es extendida por la distribucion del
cultivar Pisang Awak y Bluggoe, ABB (Stover 1962).

El cultivar Gros Michel (AAA) se establece en asocio con sistemas de produccion
organica en cultivos de café, cacao, yuca y arboles forestales en Costa Rica, debido a su
preferencia de consumo para todo el pais; siendo el Mal de Panama la principal enfermedad
presente en estos sistemas de produccion. Asimismo estudios realizados en la region de
Turrialba demostraron que el 90% de las fincas que cultivan café en asocio con Gros Michel
(AAA) estan afectadas por Foc y en la zona de Talamanca el 40% de las fincas que cultivan
cacao asociado con banano presentaron problemas de Foc (Silagyi y Pocasangre 2003). En
consecuencia Bioversity International en coordinacion con la Red de Investigacion y de
Desarrollo de Platano y de Banano para América Latina y el Caribe (MUSALAC),
Corporacion Bananera Nacional de Costa Rica (CORBANA), Instituto de Investigaciones de
Sanidad Vegetal de Cuba (INISAV) y la Universidad de Costa Rica (UCR) llevaron a cabo el
primer Taller de entrenamiento sobre diagnostico y caracterizacion de la Marchitez por
Fusarium o Mal de Panama, en Costa Rica, para el fortalecimiento y coordinacion entre los
sistemas de sanidad vegetal, instituciones de investigacion y productores para mantener la raza
tropical 4 de Foc fuera de la region y preparar las condiciones para su eventual deteccion,
limitacion de la diseminacion y manejo (Pocasangre et al., 2010; Pocasangre y Pérez-Vicente

2010).

2.4 Descripcion de las razas fisiologicas de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense

Existen 4 razas definidas de Foc relacionadas con las Musaceas (Stover 1962; Stover

1986; Ploetz et al., 2000). La raza 1 esta distribuida en las regiones de mayor produccion de
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banano, siendo patogénica a los cultivares de postre de Silk y Pome (AAB) y Gros Michel,
AAA (Stover y Waite 1960; Waite 1977; Stover y Simmonds 1987). La raza 2 ataca a los
bananos de coccién tipo Bluggoe y de consumo local, como Chato (ABB), Pisang Awak
(ABB), Pome (ABB), Pelipita (ABB) y Saba (ABB) (Stover y Waite 1960; Waite 1977). La
raza 3 afecta principalmente a las Heliconias spp., (Waite 1977; Stover y Simmonds 1987). La
raza 4 ataca a Robusta (subgrupo Cavendish, AAA) y a todos los cultivares susceptibles de la
raza 1 y la raza 2 (Stover 1986; Ploetz 1990; Ploetz 1994). En el Cuadro 1 se presentan las 4

razas de Foc y los cultivares a cada raza.

Cuadro 1. Razas conocidas de Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Stover y Simmonds1987)

Raza Variedades atacadas

Raza 1 Gros Michel (AAA), Apple (AAB), Silk (AAB),
Taiwan, Latundan (AAB), IC2 (AAA)

Raza 2 Bluggoe (ABB) y tetraploides (AAAA)

Raza 3 Heliconia spp.

Raza 4 Todas las variedades Cavendish (AAA), Taiwan

Latundan (AAB), Gros Michel (AAA), Pisang Lilin
(AA), Bluggoe (ABB).

2.5 Factores agroclimaticos de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

La supervivencia de Foc, asi como su crecimiento y esporulaciéon son mayores en
suelos de textura fina a francos y franco-arcillosos que en suelos arcillosos pesados con pH 7,2
a 8 (Cardenas 2001). El micelio y las conidias sobreviven sdlo durante poco tiempo en suelos
muy secos, punto de partida para el desarrollo de clamidosporas (estructuras reproductivas de
sobrevivencia) que se mantienen latentes aproximadamente de 20 a 30 afios (Pegg y Langdon
1987; Aguilar et al., 2000; Cardenas 2001; Pérez y Pocasangre 2010). Se ha documentado que
inundaciones por mas de 18 meses destruyen las estructuras reproductivas de Foc (Ploetz

1989; Ploetz et al., 1989; Ploetz 1990; Ploetz y Pegg 1997; Cardenas 2001).

2.6 Biologia de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

Fusarium oxysporum es una especie compleja compuesta por al menos 70 lineas
fitopatdogenas hospedantes especificas y un gran nimero de saprofitos omnipresentes (Pérez y

Batlle 2010; Nelson 1981). Snyder y Hasen (1940) desarrollaron el sistema de formas
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especiales (f. sp.) (Pérez y Batlle 2010). La especie que causa el Mal de Panama, se renombro
Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) (Pérez y Batlle 2010). Stover y Waite (1960) y
Stover (1962), diferenciaron las poblaciones segin su patogenicidad al Gros Michel y
Manzano (raza 1), Bluggoe (raza 2) y Cavendish (raza 4 tropical y subtropical) (Pérez y Batlle
2010). Foc fue incluido en la seccion Elegans (Stover 1962; Nelson 1981; Nelson 1991). Es
un patdogeno que habita en el suelo con formacion de tres esporas asexuales: microconidias,
macroconidias y clamidosporas (Nelson 1981; Beckman y Talboy 1990; Nelson 1991; Figura
2). Las microconidias presentan una forma ovalada y estan constituidas por una o dos células,
mientras que las macroconidias, ligeramente curvadas y relativamente delgadas, en forma de
hoz, presentan de 4 a 8 células, tanto las microconidias y las macroconidias se producen sobre
cortas monofialides ramificadas o no ramificadas (Nelson 1981; Burgess ef al., 1994; Leslie y
Summerell 2006). Las clamidosporas son usualmente globosas y se forman individualmente o
en pares de hifas o conidias y tienen una doble membrana fuerte (Nelson 1981). Esto le
confiere a las esporas estructuras de sobrevivencia del hongo, debido a que pueden
permanecer en el suelo durante varios afios haciendo imposible volver a sembrar cultivares

susceptibles en el mismo lugar (Nelson 1981; Davis 2005).

D ‘f 4
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Figura 2. Estructuras reproductivas de Foc observadas al microscopio a) microconidias b)
macroconidias ¢) clamidosporas (Lara 2009).

La dispersion de Foc es a través de material de propagacion infectado, movimiento de
residuos de banano y suelos contaminados, herramientas agricolas, el agua de escorrentia
superficial y las raices de otros hospedantes alternativos (Seshu et al., 1998; Tushemereirwe et

al., 1998; Davis 2005; Pérez y Pocasangre 2010). Ademads, estd comprobado que plantas
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provenientes de cultivo de tejidos son mas susceptibles al ataque del patdégeno que plantas de

cormos o hijuelos (Smith et al., 1998).

2.7 Infeccion, epidemiologia y ciclo de la enfermedad Mal de Panama

La invasion de Foc en terrenos libres de este patogeno es producto a la diseminacion
de rizomas y tejidos vegetales infectados, realizados por la actividad humana (Pérez-Vicente
2004).

El patogeno puede permanecer estatico en el suelo, como las clamidosporas que son
estimuladas a germinar por los exudados de las raices o por el contacto de tejidos sanos
susceptibles (Stover 1962; Pérez-Vicente 2004). El micelio y las conidias se producen después
de 6 a 8 horas de germinacion de las clamidosporas y se forman nuevas clamidosporas
después de 2 a 3 dias. La infeccion toma lugar a través de las raices absorbentes secundarias y
terciarias, pero no de la raiz principal, a menos que haya una herida en el nucleo central de la
raiz (Trujillo 1963; Pérez-Vicente 2004). El patogeno pasa a la zona vascular del rizoma en los
lugares de insercion de las raices enfermas, provocando una infeccidon en la corteza y el
cilindro central del cormo por la gran cantidad de vasos xilematicos que se encuentran (Pérez-
Vicente 2004). Las conidias se mueven a través de las haces vasculares del pseudotallo
provocando una infeccion, el patogeno se mueve del sistema vascular a la parénquima
adyacente en estados avanzados de la enfermedad formando microconidias y clamidosporas
que son lanzadas al suelo cuando la planta muere, entrando en dormancia durante varios afos
(Stover 1962; Pérez-Vicente 2004).

Foc presenta una menor capacidad competitiva que otras especies de hongos comunes
en el suelo como F. solani, F. pallidoroseum, Rhizoctonia sp., y Pythium sp., (Stover y Waite
1954; Trujillo y Snyder 1963; Pérez-Vicente 2004). Pero la mayor distribucion de
clamidosporas estd en aquellos lugares donde la enfermedad ha radicado, siendo capaz de
colonizar el sustrato de las raices y de esta manera incrementar su crecimiento sapréfito y su
duracion por muchos afos en los suelos (Pérez-Vicente 2004). El ciclo de la enfermedad se
repite cuando germinan las clamidosporas y hay un crecimiento saprofito en restos vegetales o
por la invasion de hospederos (Figura 3).

Foc esta confinado a los elementos del xilema, multiplicandose en plantas afectadas;

pero algunas conidias son lo suficientemente pequefias que logran pasar las placas del xilema;
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cuando estan colonizados los vasos, las conidias se producen durante los préximos 2 a 3 dias
permitiendo su movimiento y colonizacion (Pérez-Vicente 2004). La colonizacion del
patdégeno en el cultivar Gros Michel se produce sin limitacion, pero en los cultivares de
Cavendish la colonizacion es impedida por la acumulacion de tilide y gel entre las 24 a 48
horas impidiendo cualquier tipo de colonizacion (Pérez-Vicente 2004). Segun De Ascenso y
Dubery (2000) los tejidos de las raices del cultivar Goldfinger (FHIA 1) son tolerantes a la
infeccion de la raza tropical 4 respondiendo con una fuerte deposicion de lignina y el cultivar

susceptible Williams responde débil.
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Figura 3. Inicio de la enfermedad y ciclo de vida de Fusarium oxysporum f. sp. cubense en
plantas de banano (Daly y Walduck 2006).

2.8 Hospederos alternos de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

Foc puede infectar y colonizar las raices de las malezas presentes en las plantaciones
bananeras, permaneciendo en el suelo durante largo periodos (Pérez-Vicente 2004). Waite y
Dunlap (1953) indican obtencion de inoculo de Foc de raices estériles de las malezas

Commelina diffusa Burm. (C. longicaulis Jacq), Paspalum fasciculatum Willd, Panicum
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purpurascens Raddi. Su et al., (1986) documentan que aislamientos de Foc causan marchitez
vascular en plantas de banano, obtenidas de las siguientes malezas Cyperus iria L., Cyperus
rotundus L., Gnaphalium purpureum L.y Fimbristylis koidzumiana Ohwi.

También Padovan et al., (2003) y Hennessy et al., (2005) obtuvieron aislamientos de
Foc de una especie monocotiledonea Chloris inflata y tres especies dicotiledonea como
Euphorbia heterophylla, Tridax procumbes y Cyanthilium cinereum causando marchitez en

plantas de banano.

2.9 Sintomas de la enfermedad Mal de Panama

Foc causa marchitez en la planta, necrosis y pudricion de las raices, rizomas y vasos
del pseudotallo (Pérez-Vicente 2004). Los primeros sintomas son la aparicion de estrias verdes
palidas en la base del peciolo y la decoloracion rojiza de los vasos debajo de la epidermis del
peciolo dos semanas antes de iniciar los sintomas tipicos. Estos sintomas aparecen entre 2 y 5
meses después de la infeccion de las raices (Stover 1962; Pérez-Vicente 2004). A medida que
avanza la enfermedad se presenta un amarillamiento de las hojas mas viejas a lo largo del
margen foliar y continia hacia la nervadura central hasta quedar completamente seca y de
color café (Stover 1959). Todas las hojas se agobian y se marchitan en la unién del peciolo
con el pseudotallo quedando colgadas, los pseudotallos pueden permanecer de pie por 1 o 2
meses (Brandes 1919; Stover 1962). En las plantas con activo crecimiento puede observarse
una rajadura del pseudotallo a nivel del suelo (Brandes 1919; Stover 1962; Thurston 1989;
Pérez-Vicente 2004; Figura 4). En sus inicios este sintoma se puede confundir con deficiencia

de potasio, especialmente bajo condiciones de sequia y frio (Moore et al., 1995).

Los primeros sintomas internos de la enfermedad se producen en las raices,
moviéndose al rizoma en los limites de la corteza y el cilindro central donde hay mayor area
vascular, observandose estrias necroticas, oscuras o azuladas sobre un fondo blanco (Wardlaw
1961; Stover 1962; Stover y Simmonds 1987; Figura 4). El patdégeno pasa a través de los
vasos afectados a nuevos retofios en crecimiento (Ploetz y Pegg 2000; Pérez-Vicente 2004;
Figura 4). Las hojas nuevas que emergen del pseudotallo infectado son mas cortas de lo

normal y no se presentan sintomas internos en los frutos de banano (Pérez-Vicente 2004).
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Figura 4. Sintomas externos e internos del Mal de Panama causados por Fusarium oxysporum
f. sp. cubense en el cultivar Gros Michel (AAA), a) Hoja amarillenta en pie y hojas muertas
colgando del pseudotallo, b) Corte longitudinal del pseudotallo, presentado una decoloracion
rojiza-café en sus haces vasculares de las vainas externas (Pocasangre 2009), c) Corte
transversal del cormo, presentado una decoloraciéon interna rojiza-café en la corteza y el
cilindro central, d) Presencia de rajadura de pseudotallo infectado sobre el nivel del suelo.
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2.10 Estado actual del manejo del Mal de Panama

El Mal de Panama ha sido la enfermedad mas destructiva de las musaceas y de dificil
manejo ya que no existen medidas de combate quimico eficientes contra el patdégeno
(Laskman et al., 1987; Herbert y Max 1990; Davis et al., 1994; Ploetz y Pegg 2000; Pérez-
Vicente 2004; Ploetz 2004; Ploetz 2006). Pocasangre (2009) indica que los productores que
siguen cultivando las variedades susceptibles como Gros Michel (AAA), el Manzano (AAB),
el Prata (AAB) y los bananos de coccion tipo Bluggoe (ABB) estan llevando a cabo una
agricultura migratoria, siembras anuales escalonadas y la busqueda de tierras virgenes libres
del patdgeno, pero estas practicas so6lo permiten periodos cortos de siembra ya que el patogeno
vuelve a devastar las plantaciones.

Sin embargo, existen practicas culturales que han evitado el desarrollo y la
propagacion de la enfermedad en aéreas libres del patdgeno, implementando el uso de plantas
certificadas provenientes de cultivos de tejidos (Cardenas 2001; Pérez-Vicente 2004). Todo
esto debe estar encaminado a fortalecer el vigor de las plantas y crear condiciones
desfavorables para el desarrollo del patogeno en el suelo (Jones 2000). Por medio del uso de
antagonistas para la reduccion de Foc como son cepas no patogénicas de Fusarium oxysporum
y Trichoderma spp., (Pérez et al., 2003); demostrando resultados en el combate bioldgico del
Mal de Panama y extrayéndose estos antagonistas de suelos supresivos a la enfermedad
(Lemanceau et al., 1988; Peng et al., 1999; Mazzola 2002).

Por lo anterior, es importante integrar estas medidas de manejo contra la enfermedad
para tener sistemas de produccion mas sostenibles, permitiéndole a los productores de
musaceas mantenerse por periodos mas prolongados y con menor incidencia y severidad de la

enfermedad (Pocasangre 2008a; Pocasangre 2009).

2.10.1Practicas culturales

La integracion de las practicas culturales en un agroecosistema bananero, favorece el
monitoreo, deteccion, prevencion y manejo de la enfermedad; siendo efectiva la reduccion de
pérdidas de los cultivos (Rutherford y Kangire 1998). La obtencion de plantulas sanas y libres
de la enfermedad procedente de cultivos de tejidos es una estrategia para evitar la
diseminacién del patdgeno, sin embargo, en suelos infectados por Foc, las vitroplantas son

mas susceptibles que las plantas obtenidas de cormos (Smith 1998; Smith et al., 1998). La
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erradicacion de plantas enfermas y las medidas cuarentenarias son practicas vitales que
impiden el movimiento del material vegetal infectado hacia areas libres del patogeno (Katan et

al., 1983; Rutherford y Kangire 1998; Seshu et al., 1998).

2.10.2Resistencia genética

Es bien conocido que la resistencia genética en bananos para la marchitez de Fusarium
es limitada, comparado con otros cultivos importantes (Buddenhagen 1990). Parte del
problema es que son cultivos triploides y son diploides sin semillas que estan alejados
geograficamente de la actividad de los centros de investigacion genética (Buddenhagen 1990).
Y otro problema es que la “resistencia” es una forma de tolerancia a la marchitez por
Fusarium (Buddenhagen 1990). Produciéndose infecciones en la raiz, generandose
mecanismos de defensa, y por ultimo la clasificacion final de resistencia o susceptible. Pero el
uso de genotipos resistentes es considerado una estrategia importante para el combate de la
enfermedad en las plantaciones bananeras de los tropicos de forma efectiva, econdmica y
practica a largo plazo para pequefios agricultores en paises en desarrollo (Rutherford y
Kangire 1998; Ploetz 2006). Esto ha sido por medio de las herramientas biotecnologicas donde
se han seleccionado plantas de banano in vitro tolerantes al Mal de Panamé (Matsumoto ef al.,
1999; Morpurgo et al., 1999; Cardenas 2001; Lara 2009). También se han identificado
cultivares resistentes, la FHIA (Fundacion Hondurefa de investigacion Agricola) ha
desarrollado diploides superiores SH-3142, SH-3362 y SH 3437 con resistencia a laraza 1 y 2,
y SH-3362 resistente a la raza 4, derivado de Pisang lilin y Calcutta 4 (Rowe 1990; Vuylsteke
y Hartman 1998; Orjeda 1998). Ademas del cultivar Gros Michel se han derivado dos hibridos
tetraploides FHIA-17 y FHIA-23 resistentes a la raza 1; El FHIA-01 (Goldfinger) un
tetraploide derivado de Dwarf Prata (AAB) resistente a la raza 1 y 4 (Rowe 1990; Vuylsteke y
Hartman 1998; Orjeda 1998). EMBRAPA también ha seleccionado hibridos tetraploides de
Prata resistente a la marchitez por Fusarium, como PV 03-44 y PA03-22 (Rowe 1990;
Vuylsteke y Hartman 1998). Por lo que FHIA-01 y FHIA-03 pueden reemplazar variedades
susceptibles en Africa (Rutherford y Kangire 1998). Ademds se obtuvieron variedades
resistentes por medio de la variaciéon somaclonal en Taiwan siendo Tai-Chiao Nol, GCTCV-
53, GCTCV-119, GCTCV-44, GCTCV-25-1 (Hwang 2004); importante para el sustento de la

poblacidn. Pero estos cultivares no tienen aceptacion comercial debido a un tiempo muy largo
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para la produccion e inferioridad del fruto; no presentando la calidad organoléptica de

subgrupo Cavendish y mucho menos la del cultivar Gros Michel.

2.10.3 Combate biologico

El combate biologico de las enfermedades se define como la capacidad natural de los
suelos de suprimir la enfermedad (Lugtenberg y Leveau 2007). Se llama suelo supresivo a
aquel donde esta presente un patégeno virulento y un hospedero susceptible, pero no se
desarrollan los sintomas de la enfermedad (Alabouvette et al., 1993; Larkin et al., 1996;
Alabouvette 1999; Forsyth et al., 2006, Lugtenberg y Leveau 2007).

Sikora (1992) define el término antagonista como un conjunto de microorganismos que
actuan como parasitos, predadores, competidores que de alguna manera repelen, inhiben o
matan a los nematodos, insectos y hongos fitopatdgenos.

Pocasangre (2000) indica que la utilizacion de microorganismos antagonistas
constituye una alternativa para disminuir la incidencia de enfermedades, mejorar la nutricion y
la resistencia de las plantas. Hongos y bacterias dentro del género Gliocladium, Verticillium,
Trichoderma y Pseudomonas son efectivas en la reduccion de pérdidas atribuidas a un nimero
de patogenos transmitidos por el suelo, incluyendo la marchitez por Fusarium y Verticillium
(Yamaguchi et al., 1992). Ademas, la aplicacion de agentes de biocontrol en plantulas ha
permitido evitar infecciones tempranas en los cultivos (Rutherford y Kangire 1998). El éxito
de los agentes de biocontrol es la reduccion de poblaciones de patdgenos, la cual se da
directamente por la competencia por nutrientes o nichos, el parasitismo, o mediante la

induccion de resistencia de los hospederos (Rutherford y Kangire 1998).

2.10.4Hongos endofiticos

Son organismos que viven dentro de los tejidos de las plantas, sin causar sintomas o
dafios aparentes (Carroll y Petrini 1983; Carroll 1988; Bandara et al., 2006; Shi et al., 2009).
Ellos colonizan la mayoria de plantas sanas; considerados como simbiontes y mutualistas
omnipresentes (Hata et al., 2002), se pueden encontrar en varios tejidos, semillas, raices, tallos
y hojas (Bandara ef al., 2006; Shi et al., 2009). Pueden ser extraidos del interior de las plantas
o aislados desde la superficie estéril de los tejidos de las plantas (Bandara ef al., 2006; Shi et

al., 2009). Las plantas se benefician ampliamente por la proteccion de estos organismos
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endofiticos, promoviendo el crecimiento de la planta (Compant et al., 2005) y otorgando un
incremento en la resistencia a varios patdogenos, por la produccion de varios antibidticos y
metabolitos secundarios. Esto sugiere que hay presencia de hongos endofiticos mutualistas que
actuan como detonantes biologicos para activar los sistemas de defensa ante condiciones
adversas bioticas y/o abioticas (Bandara et al., 2006; Shi et al., 2009).

Sikora (1992) y Pocasangre (2000) describen que la mayoria de los hongos endofiticos
son ascomicetos y estan presentes en gran parte de su ciclo de vida dentro del tejido de la

planta, generando un beneficio de proteccion y promocion de crecimiento.

2.10.5Endofiticos como agentes de biocontrol de la marchitez por Fusarium

Las investigaciones de biocontrol de Mal de Panama estan centradas en el uso de
antagonistas endofiticos (Pérez-Vicente 2004).

Mitova y Oliva (1975) reportaron la eficacia del antagonista 7Trichoderma harzianum
in vitro y la reduccion de la infeccion por Foc en plantas de Gros Michel tratadas con el
antagonista previo a la inoculacidon con Foc en condiciones controladas. Resultados similares
fueron reportados por Pérez et al., (2003) y Pérez et al., (2009) sobre la cepa A34 de T.
harzianum que mostr6é una marcada inhibicion de la frecuencia y severidad de la enfermedad
en plantaciones de Burro CEMSA y FHIA-03 durante cinco afios de produccion en suelos
infectados con Foc en Cuba. Sivan y Chet (1987) encontraron que 7. harzianum redujo la
incidencia de F. oxysporum f. sp. radicis lycopersici en el cultivo de tomate bajo condiciones
de campo. Thangavelu et al., (2003) obtuvo aislados de hongos y bacterias antagonistas de la
rizosfera del suelo de plantas afectadas por Foc, con un alto potencial para producir enzimas
hidroliticas in vitro, encontrandose una alta produccion de celulosa, chitinasas y B-1, y
enzimas 3-glucanasa de 7. harzianum cepaTh-10, seguida de Bacillus subtilis Bs-10 y T.
viride Tv-1; bajo condiciones de invernadero 7. harzianum cepa Th-10 redujo la incidencia a
48% y 51% en condiciones de campo seguido de B. subtilis Bs-10 y Pseudomonas
flourescentes con 41%; mostrando su accion de biocontrol. Forsyth et al., (2006) obtuvieron
un aislado endofitico de F. oxysporum (BRIP 29089) identificado como organismo potencial
de biocontrol, reduciendo la severidad de la enfermedad de la marchitez por Fusarium en
cultivares Lady Finger y Cavendish en condiciones controladas. Borges et al., (2007) indica
una reduccion de la enfermedad marchitez por Fusarium en Maca, variedad de banano (Musa

sp.) y un incremento en el crecimiento de la planta con inoculaciones previas de hongos
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micorrizas arbusculares. Lara (2009) reporta que las bacterias endofiticas F6B25 y F1B9 del
género Bacillus spp., redujeron en un 65% el crecimiento radial de Foc en cocultivos y en
pruebas de biocontrol la bacteria endofitica F7B13 retardd la aparicion de los sintomas
externos de Foc en mas de tres semanas en comparacion de los demads tratamientos.

Nel et al., (2006) indica que los aislados T22 y TS5 de Trichoderma mostraron
inhibicion de Foc in vitro, pero cepas no patogénicas de F. oxysporum no mostraron inhibicion
del patogeno. En evaluaciones in vivo, los aislados no patogénicos de F. oxysporum CA255 y
CA241 redujeron la enfermedad a 87.45% y 75.0% respectivamente, pero Fo47 no causo
ninguna supresion en este estudio, aunque en estudios anteriores se indica su eficacia en la
reduccion de la enfermedad (Lemanceau et al., 1992; Lemanceau et al., 1994; Fuchs et al.,
1997; Duijff et al., 1999). Larkin y Fravel (1998) y Larkin y Fravel (1999) indican que cepas
no patogénicas de F. oxysporum, incluyendo Fo47, pueden diferir en su eficacia, asi como en
sus mecanismos de accion para la supresion de la enfermedad. Por otra parte aislamientos de
Pseudomonas flourescens, WC417 y Psf redujeron la severidad de la enfermedad en 87.4% y
83.4% respectivamente (Nel er al., 2006). Recientemente Noreskal (2010) reporto
aislamientos de bacterias y hongos endofiticas que inhibieron el crecimiento radial de Foc raza
1, en condiciones in vitro, al mismo tiempo evaluaciones en invernadero con vitroplantas de
Gros Michel (AAA) tratadas con Foc e inoculadas previamente con los aislamiento de hongos
endofiticos presentaron una reduccion significativa de la enfermedad por medio de los indices
de sintomas externos e internos, ademas de la promocion de crecimiento, con respecto a las
vitroplantas inoculadas con bacterias endofiticas. Siendo agentes de biocontrol eficaces para el

combate de la enfermedad Mal de Panama.

2.10.6 Interacciones Trichoderma-Planta-Patégeno

2.10.6.1 Interaccion Trichoderma-Patégeno

Trichoderma (Teleomorfo Hypocrea) es un género de hongos asexuales presentes en
los suelos tropicales y subtropicales (Vinale et al., 2008). Estos hongos son invasores
secundarios oportunistas con rapido crecimiento micelial, productores de esporas fuertes,
generadores de enzimas degradadoras de pared celular (EDPCs o CWDEs: celulosas,
chitinasas, glucanasas), y un importante productor de antibiosis (Vinale et al., 2008). El

mecanismo de biocontrol utilizado por Trichoderma en una confrontacion directa con los
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patdgenos mediante micoparasitismo y antibiosis (Papavizas 1985; Howell 2003; Vinale et al.,

2008).

2.10.6.1.1 Micoparasitismo y enzimas liticas

Los eventos de micoparasitismo son reconocimiento del hospedero, ataque al
hospedero, penetracion de la pared celular y muerte del hospedero (Vinale et al., 2008).
Durante este proceso, Trichoderma secreta CWDEs, que hidrolizan la pared celular del
hospedero y posteriormente hay liberacion de oligomeros desde la pared celular del patégeno

(Howell 2003; Woo et al., 2006; Vinale et al., 2008).
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Figura 5. Eventos de pre-contacto de la interaccion micoparasitica de 7Trichoderma-hongos
hospederos. Fase 1. El micoparasito produce componentes de alto peso molecular que
alcanzan al hospedero. Fase 2. Productos degradados de bajo peso molecular que son liberados
de la pared celular del hospedero alcanzando al micopardsito y activando los genes de
expresion en cascada del micoparasito (Vinale et al., 2008).

Se cree que Trichoderma segrega enzimas hidroliticas con un nivel constituido y
detecta la presencia de diferentes hongos por medio de moléculas liberadas desde el hospedero

por degradacion enzimatica (Howell 2003; Harman et al., 2004; Woo & Lorito 2007; Vinale et
al., 2008; Figura 5).
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2.10.6.1.2 Antibiosis y metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios incluyen grupos heterogéneos de componentes quimicos
naturales diferentes, relacionados a la supervivencia y funciones producidas por el organismo,
tales como competicion contra otros micro y macroorganismos, simbiosis, transporte de
metales, efecto de diferenciacion (Demain y Fang 2000; Vinale et al., 2008); incluyendo en
este grupo los antibioticos, capaces de inhibir el crecimiento microbiano y correlacionado con
la habilidad de biocontrol y purificacion de antibioticos (Vinale ef al., 2008).

Segun Ghisalberti y Sivasithamparam (1991) clasifican a los metabolitos secundarios
segun sus componentes quimicos en tres categorias: (a) antibioticos volatiles, p. ej. 6 pentil-a-
pyrone (6PP) y derivados de isocianuro; (b) componentes solubles en agua, p. ej. Acidos
heptelidico o acidos koningico; (c) peptaiboles. Se ha demostrado que este ultimo metabolito
de T. harzianum inhibe la sintesis de p-glucan de las paredes celulares de los hongos
hospederos, por medio de la accion sinérgica de las f-glucanasas (Lorito et al., 1996). Esto se
debe a la desintegracion de la pared celular de los hongos por medio de las f-glucanasas
(Lorito et al., 1996; Vinale et al., 2008).

Segun Howell et al., (1993) dividio las especies de 7. virens en dos grupos. Las
especies “Q” capaces de producir antibidticos gliotoxin y las especies “P” que producen
antibidticos gliovirin (Howell y Stipanovic 1983). Gliotoxin tiene un amplio espectro de
actividad antibidtica, mientras gliovirin es un potente inhibidor especifico de Oomycetos,
siendo un eficiente biocontrolador de las especies “P” para combate Pythium causante de

dampping-off en algodon (Vinale et al., 2008).

2.10.6.1.3 Competencia de espacio y nutrientes con los patogenos

Las especies de Trichoderma compiten por carbono, nitrogeno y otros factores de
crecimiento, junto con la competencia de espacios y sitios especificos de infeccion (Vinale et
al., 2008). Estos son mecanismos utilizados por los agentes de biocontrol para reducir las
enfermedades de los patdogenos. Gullino (1992) reporta que 7. harzianum es capaz de combatir
B. cinerea en uvas, por la colonizacion de tejidos florales y excluir al patdgeno desde el sitio
de infeccion. Sivan y Chet (1989) demostraron que la competencia por nutrientes es el mejor
mecanismo usado por 7. harzianum (aislado T35) para el combate de F. oxysporum f. sp.
melonis 'y F. oxysporum f. sp. vasinfectum. Por lo que Trichoderma presenta una fuerte

capacidad de movilizar y tomar los nutrientes de la rizosfera, siendo mas eficiente y
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competitivo que la mayoria microbios del suelo, con un conjunto de mecanismos que actiian

en forma sinérgica en el biocontrol del patogeno (Benitez et al., 2004; Vinale et al., 2008).

2.10.6.2 Interaccion Trichoderma-planta

Las especies de Trichoderma son capaces de colonizar la superficie de las raices y
causar cambios sustanciales en el metabolismo de los tejidos de las plantas promoviendo el
crecimiento de las plantas, incrementando la disponibilidad de nutrientes, mejorando la
produccion de los cultivos y aumentando la resistencia de las enfermedades (Harman et al.,

2004; Vinale et al., 2008).

2.10.6.2.1 Colonizacion de Trichoderma spp., en las raices

El movimiento de las especies de Tichoderma en la rizosfera, es por medio de sus hifas
en continuo crecimiento que exploran y penetran la corteza de las raices, colonizando los
tejidos de las plantas (Yedidia et al., 1999; Vinale et al., 2008). Esto favorece un nicho
nutricional para Trichoderma y una simbiosis con la planta al protegerla de las enfermedades.
Una reaccion biologica a la presencia de Trichoderma activa la expresion de los genes de la
planta respondiendo con un sistema de defensa, promoviendo el crecimiento de la planta, el
sistema radicular y disponibilidad de nutrientes; creando una zona favorable para el biocontrol
de patdogenos e incrementando el antagonismo (Yadidia et al., 2003; Harman et al., 2004;

Hason y Howell 2004).

2.10.6.2.2 Promocion del crecimiento vegetativo en las plantas

Muchos de los agentes de biocontrol no son capaces de reducir el patdogeno causante de
la enfermedad; pero son capaces de promover el crecimiento y desarrollo vegetativo de las
plantas (Vinale et al., 2008). Esto se refleja en estudios llevados a cabo con T. harzianum T22
y T.atroviride P1 donde se reporta un incremento del crecimiento vegetativo de plantas de
lechuga (Lactuca sativa L.), tomate (Lycopersicon esculentum L.) y chiltoma (Capsicum
annum L.) (Vinale et al., 2008).

Las especies de Trichoderma producen éacidos orgéanicos, como el gluconico, acidos
citricos y fumaricos; estos acidos disminuyen el pH del suelo y permite la solubilizacion de
fosfatos, micronutrientes y minerales cationes del tipo de hierro, magnesio y manganeso utiles
para los metabolitos de la planta (Benitez et al., 2004; Harman et al., 2004; Vinale et al.,
2008).
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2.10.6.2.3 Mecanismos de defensas generados por la planta

Las plantas han mostrado incremento de su resistencia al ser atacadas por los
patdgenos, cuando son pre-tratadas con 7Trichoderma (Howell 2003; Harman et al., 2004;
Vinale et al., 2008), estimulando los mecanismos de defensa de la planta, como barreras
fisicas y reacciones bioquimicas (Rivero 2001). Las plantas colonizadas por Trichoderma
presentan una reduccion de la incidencia y la severidad de las enfermedades (Vinale et al.,
2008), porque son capaces de inducir una resistencia local adquirida, activada en los sitios de
contacto o de inoculacion; para transferirla a otras partes de células y tejidos de las plantas,
consiguiéndose la induccion de la resistencia sistémica (Rivero 2001; Vinale et al., 2008).
Involucrando la produccion de proteinas relacionadas a la patogenicidad (quitinasas y f5-1,3
glucanasas) (PR proteinas) (Van Loon ef al., 1998; Rivero 2001; Harman et al., 2004; Vinale
et al., 2008).

Durante la interaccion de Trichoderma con la planta hay diferentes clases de
metabolitos que pueden actuar como estimuladores de la induccion de resistencia (Howell
2003; Harman et al., 2004; Woo et al., 2006; Woo y Lorito 2007; Vinale et al., 2008). Estas
moléculas incluyen: (a) proteinas con actividad enzimaticas, como la xilanasa (Lotan y Fluhr
1990); (b) produccion de genes avirulentos capaces de inducir una reaccion de defensa a la
planta; (c) componentes de bajo peso molecular liberados desde el hongo o pared celular de la
planta por la actividad de las enzimas de Trichoderma (Harman et al., 2004; Woo et al., 2006;
Woo y Lorito 2007); (d) componentes de bajo peso molecular producto de la degradacion
fueron liberados desde la pared celular del patogeno para ser purificado (Woo et al., 2006;
Woo y Lorito 2007). Otros metabolitos secundarios importantes, son los peptabolitos que
pueden estimular los mecanismos de defensa de la plantas contra los patégenos (Vinale et al.,

2008).
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion geografica de la investigacion

El trabajo de investigacion se realizd en el laboratorio de Nematologia y Fitopatologia
del Centro Agrondémico Tropical de Investigacion y Ensefianza (CATIE), ubicado en el canton
de Turrialba, provincia de Cartago, Costa Rica. Localizado a una latitud de 9°53' norte,
longitud de 83°38' oeste y una altitud de 602 msnm. Durante el periodo de estudio de enero a
junio del 2010 se registrd una temperatura maxima promedio de 27.3°C y minima promedio
de 19°C, con un promedio de 93% de humedad relativa, una precipitacion promedio de 228.7
mm, radiacion solar promedio diaria de 16.2 MJ/m? y una evapotranspiracion promedio diaria

de 2.9 mm; estos datos fueron obtenidos de la estacion meteoroldgica del CATIE.

3.2 Material experimental

3.2.1 Aislamientos de Fusarium oxysporum f. sp. cubense

Se utilizaron tres aislamientos purificados de Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc)
raza 1, para el bioensayo de antibiosis y dos aislamientos para el bioensayo biocontrol, FOC2
y FOCA4, por presentar mayor patogenicidad en estudios anteriores (Lara 2009). El aislamiento
2 fue colectado por el Dr. Harry Stover en Talamanca, Costa Rica y suministrado por el Dr.
Randy Ploetz de la Universidad de Florida, USA. Los aislamientos 4 y 8 fueron recolectados
por Lara (2009) en Turrialba, Costa Rica. En el Cuadro 2 se presentan las caracteristicas de

cada aislamiento de Foc evaluado.

Cuadro 2. Caracterizacion de los aislamientos de Fusarium oxysporum f. sp. cubense evaluados

No Codigo delos Clon de Raza Localidad Apariencia y pigmentacion
aislamientos origen de colonias

1 FOC 2 Gros Michel 1 Talamanca  Algodonosa y amarillenta
FOC4 Gros Michel 1 Cabiria Algodonosa y rosada

3 FOCS8 Gros Michel 1 La Montafa Algodonosa y rosada
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3.2.2 Aislamientos de hongos endofiticos de Trichoderma spp.

Se utilizaron 50 aislamiento endofiticos del género Trichoderma spp., que fueron
aislados de los cultivares Cavendish (AAA), provenientes de fincas comerciales de bananos de
la Zona Atlantica de Costa Rica (Cuadro 3). Estos aislamientos fueron seleccionados como
agentes de biocontrol de fitonematodos en pruebas in vitro e in vivo realizadas en el

Laboratorio de Nematologia y Fitopatologia del CATIE (Cafiizares 2003; Menjivar 2005).

Cuadro 3. Descripcion de los aislamientos endofiticos de Trichoderma spp., evaluados en esta investigacion

Finca Accesion N° Codigo
El Esfuerzo Val002 TE1
El Esfuerzo Val003 TE2
El Esfuerzo Val 008 TE3
El Esfuerzo Val005 TE4
El Esfuerzo Val009 TES
El Esfuerzo ValO11 TE6
El Esfuerzo Val004 TE7
La Montaifia Val 010 ™1
Cartagena T-CART-B-026 TC1
Cartagena T.CART-B-027 TC2
Cartagena T.CART-B-028 TC3
Cartagena T.CART-B-029 TC4
Cartagena T.CART-B-030 TCS
Cartagena T.CART-B-032 TC6
Cartagena T.CART-B-033 TC7
Cartagena T.CART-B-035 TC8
Cartagena T.CART-B-036 TC9
Cartagena T.CART-B-038 TCI10
Cartagena T.CART-B-039 TC11
Cartagena T.CART-P-042 TCI12
Sixaola ENDI1 TS1
Sixaola END2 TS2
Duacari 1.6 TD1
Duacari 4.10 TD2
Duacari 2.8 TD3
Duacari 4.8 TD4
Duacari 9.10 TD5
Duacari 14 TD6
Duacari 10.13 TD7
Las Juntas Co6T24 TJ1
Las Juntas C2T26 TJ2
Las Juntas C6T29 TJ3
Las Juntas C11TI13 TJ4
Las Juntas C2T25 TJ5
Val006 TB1
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Calinda 077 TCL1

Calinda 087 TCL2
Calinda 093 TCL3
Calinda 094 TCL4
Calinda 095 TCL5
Calinda 096 TCL6
Calinda 099 TCL7
Calinda 100 TCLS8
San Pablo 038 TP1
San Pablo 042 TP2
San Pablo 040 TP3
Palo Verde 049 TV1
Palo Verde 052 V2
Palo Verde 047 TV3
Palo Verde 048 TV4

3.2.3 Material vegetal

Se utilizaron plantas de banano del cultivar Gros Michel (AAA) con once semanas de
endurecimiento colectivo en invernadero, provenientes del area de cultivos de tejidos del

Laboratorio de Biotecnologia del CATIE.

3.3 Cultivo y multiplicacion de los aislamientos de Fusarium oxysporum f.
Sp. cubense

Se cultivaron colonias puras de los tres aislamientos de Foc en PDA al 100%,
conservada en crioviales, mediante la extraccion aséptica de las perlas impregnadas con
estructuras infectivas (microconidias, macroconidias y clamidosporas) de Foc raza 1 del
cultivar Gros Michel (AAA).

Estas perlas impregnadas con el patogeno fueron transferidas para inocular los platos
Petri que contenian el PDA al 100% acidificado, a continuacion cada plato fue rotulado,
registrado y sellado con parafilm en condiciones asépticas en una camara de flujo laminar
horizontal y posteriormente almacenado a 24°C por dos semanas en una incubadora, para el
crecimiento y esporulacion de las colonias de Foc.

Al cabo de este periodo, se procedié a la multiplicacion de los aislamientos 2, 4 y 8 de
Foc, extrayéndose discos de PDA al 100% de 5 mm de didmetro que contenian micelio,
microconidias, macroconidias y clamidosporas, para ser trasladadas a nuevos platos Petri con

PDA al 100% acidificado en condiciones asépticas. Estos fueron rotulados, registrados y
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sellados con papel parafilm. Los platos sembrados con los aislamientos de Foc fueron

almacenados a 24°C por dos semanas en una incubadora.

3.4 Cultivo y multiplicacion de los aislamientos de Trichoderma spp.

Las colonias puras de Trichoderma spp., fueron cultivadas en PDA al 100%
acidificado. El inoculo se obtuvo a partir de colonias conservadas en papel de filtro
almacenados en viales eppendorf. Los aislamientos fueron cultivados en platos Petri que
contenian PDA al 100% acidificado, cada plato Petri fue rotulado, registrado y sellado con
parafilm en condiciones asépticas en una camara de flujo laminar horizontal y posteriormente
almacenado a 24°C por una semana en una incubadora, para el crecimiento y esporulacion de
las colonias de Trichoderma spp. Al finalizar este periodo, se realizé la multiplicacion de los
Trichoderma spp., extrayéndose un disco de PDA de 5 mm de didmetro que contenia micelio
y conidias, para ser llevados a nuevos platos Petri con PDA al 100% acidificado en
condiciones asépticas, cada plato fue rotulado, registrado y sellado con papel parafilm y se

almaceno a 24°C por dos semanas en una incubadora.

3.5 Preparacion de la suspension de esporas de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense

Cultivos puros de Foc, crecidos en PDA al 100% con acido lactico al 85% vy
almacenados a 24°C durante 2 semanas en una incubadora, fueron utilizados para la obtencion
de una suspension de esporas. A cada plato Petri que contenia los crecimientos de un
aislamiento especifico de Foc se le agregd 20 ml de agua destilada hasta cubrir el cultivo puro.
Posteriormente se removieron las esporas y el micelio con una espatula plastica; las
suspensiones obtenidas se filtraron por medio de una gasa doble para separar el micelio de las
esporas, vertiéndose en un beaker, y llevando a un volumen de 100 ml.

Una vez obtenida la suspension de esporas, se prosiguio al conteo de las unidades
formadoras de colonias (ufc) utilizando un hematocimetro de Neubauer en un microscopio
Olympus BH2 con aumento de 40x, para luego ajustar la suspension a una concentracion de

1x10° ufc/ml (Figura 6).
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Figura 6. Protocolo para la preparacion de una suspension de esporas de Fusarium oxysporum
f. sp. cubense.

3.6 Preparacion de la suspension de esporas de los Trichoderma spp.

Para la obtencidén de una suspension de esporas de los aislamientos de Trichoderma se

utilizé el mismo protocolo descrito en el numeral anterior.

3.7 Bioensayo 1. Prueba de antibiosis por medio de los cocultivo sobre los
tres aislamientos de Fusarium oxysporum f. sp. cubense y hongos
endofiticos de Trichoderma spp.

Un disco de PDA de 0.5 cm de didmetro conteniendo micelio, microconidios y
macroconidios de Foc, con dos semanas de crecimiento, fue colocado al extremo de un plato
Petri que contenia PDA al 100% acidificado, en condiciones asépticas. Simultaneamente al
extremo opuesto se coloco un disco de PDA de 0.5 cm de didmetro, conteniendo micelio y
conidias de cincuenta aislamientos endofiticos de Trichoderma spp., con dos semanas de
crecimiento. Cada plato fue identificado, sellado con papel parafilm y almacenado a 24°C por
8 dias. Se establecieron tres testigos referenciales que correspondieron al cultivo de los tres
aislamientos de Foc sin los discos opuestos de Trichoderma spp. Se realizaron 3 repeticiones

por cada tratamiento (Figura 7).
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Figura 7. Protocolo para el cocultivo de Fusarium oxysporum f. sp. cubense y hongos
endofiticos de Trichoderma spp.
3.7.1 Evaluacion del crecimiento radial de los aislamientos de Fusarium

oxysporum f. sp. cubense y de los hongos endofiticos de Trichoderma
Spp-

El crecimiento de las colonias de Foc y de Trichoderma spp., fue evaluado cada 24
horas durante un periodo de 8 dias, con el uso de una regla graduada en centimetros. En cada
plato Petri se midi6 el crecimiento radial de las colonias de los hongos hacia el lado izquierdo

y derecho del centro del disco que las contenia (Figura 8).

Figura 8. Medicion del crecimiento radial de las colonias de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense 'y Trichoderma spp. Después de ocho dia de cocultivo.
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3.8 Bioensayo 2. Prueba de biocontrol

Para la prueba de biocontrol se seleccionaron 20 aislamientos endofiticos de
Trichoderma spp., que presentaron el mayor porcentaje de inhibicion del crecimiento radical
de Foc. La prueba consistio en la evaluacion de sintomas de la enfermedad Mal de Panama en
vitroplantas de banano del cultivar Gros Michel (AAA), quienes fueron inoculadas con Foc y
protegidas con los aislamientos de Trichoderma spp. Los resultados fueron comparados con

plantas testigo absoluto (sin Foc y sin Trichoderma spp.) y un testigo referencial (s6lo Foc).

3.8.1 Proteccion de vitroplantas con hongos endofiticos de Trichoderma spp.

Vitroplantas de banano del cultivar Gros Michel (AAA) de 11 semanas de aclimatacion
en invernadero fueron inoculadas con suspensiones conidiales de los hongos endofiticos con
cepas de Trichoderma spp., que fueron seleccionados en cocultivos. El sistema radical de las
vitroplantas se sumergido en una suspension de conidias de hongos endofiticos a una
concentracion 1x10° ufc/ml durante 15 minutos. Posteriormente, las vitroplantas fueron
trasplantadas en contenedores plasticos de 250 cm® de capacidad que contenian una mezcla
esterilizada de tierra y arena en una relacion 1:1. El sustrato se esterilizd6 mediante vapor
saturado a presion en una autoclave con una temperatura de 120 + 2 °C y 2 atmosferas de
presion durante 4 horas. Se realizaron ocho repeticiones por cada tratamiento, estas unidades
experimentales se distribuyeron al azar en ocho mesas en el invernadero de Muséaceas donde

permanecieron 11 semanas a una temperatura 27.3 £+ 2 °C (Figura 9).

Figura 9. Protocolo para la proteccion de vitroplantas de banano con hongos endofiticos de
Trichoderma spp.
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3.8.2 Inoculacion de vitroplantas con aislamientos de Fusarium oxysporum

f. sp. cubense

Tres semanas después de la proteccion de las vitroplantas con los hongos endofiticos
de Trichoderma spp., se realiz6 la inoculacion con los aislamientos de Fusarium oxysporum f.
sp. cubense FOC2 y FOC4 evaluados por Lara (2009). La inoculacion se realizo aplicando 5
ml de una suspension ajustada de FOC a una concentracion 1x10° ufc/ml en tres agujeros de 1
a 2 cm de profundidad realizado en el sustrato alrededor del area radical y cercana a la base
del rizoma, para lo cual se utilizé una pipeta Eppendorf calibrada. Cuatro semanas después se

realiz6 una segunda inoculacion de FOC siguiendo el mismo procedimiento.

Se establecieron dos testigos referenciales con inoculacion de los dos aislamientos de
FOC, sin previa proteccion de las inoculaciones de los hongos endofiticos de Trichoderma
spp., ademas, se establecio un testigo absoluto, con plantas sin inoculacion de los aislamientos

de FOC y los hongos endofiticos de Trichoderma spp.

3.8.3 Evaluacion de la incidencia y la severidad de la enfermedad

El periodo de incubacion se determind cuando se presentd la primera planta con
sintomas externos caracteristicos de la enfermedad. La incidencia de la enfermedad se calculo
por el nimero de plantas que presentaron sintomas de la enfermedad y se expres6 en
porcentajes de plantas enfermas. Las evaluaciones se realizaron de manera semanal hasta el
término del bioensayo.

La severidad de la enfermedad se evalud por el grado de dafio expresado tanto en
sintomas externos como internos, los cuales fueron estimados visualmente segun la escala
propuesta por Orjeda (1998) (Cuadro 4). Los sintomas externos se evaluaron cada semana
después de la primera inoculacidon con Foc. La evaluacion de sintomas internos se realizo al
finalizar el bioensayo. Las plantas fueron sacrificadas y se realizaron cortes longitudinales a
nivel del cormo.

Las variables de crecimiento se midieron cada dos semanas hasta el término del
bioensayo, evaluando numero de hojas por plantas, altura de plantas, didmetro del pseudotallo,
largo y ancho de la tercera hoja, longitud del peciolo de la tercera hoja e indice foliar.

Finalmente se tomo el peso radical, foliar y total de la planta.
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Cuadro 4. Escala de evaluacion de sintomas provocados por Fusarium oxysporum f. sp. cubense

Sintomas externos Sintomas internos
Valor
Amarillamiento Marchitez Decoloracion del cormo
. , Ausencia de . .
1 Ausencia de sintomas Ausencia de sintomas
sintomas
) Amarillamiento en Marchitez en hojas ~ Puntos aislados de decoloracion en el
hojas viejas viejas tejido vascular
3 Amarillamiento en Marchitez en hojas ~ Decoloracion de hasta 1/3 del tejido
hojas bajeras bajeras vascular
4 Amarillamiento las Marchitez en las hojas Decoloracion de entre 1/3 y 2/3 del
hojas jévenes jovenes tejido vascular
5 Severo amarillamiento  Severa marchitez Decoloracién mayor a los 2/3 del tejido
vascular
6 Muerte de la planta  Muerte de la planta Decoloracion total del tejido vascular

Fuente: Orjeda (1998).

3.9 Métodos estadisticos

Se realizaron Analisis de Varianza para efectos fijos, bajo la optica de los Modelos
lineales generales y mixtos (Di Rienzo et al., 2009) para las variables que se evaluaron en cada
uno de los dos bioensayos (Cuadro 5). Se usaron Modelos Mixtos cuando las variables no
presentaron varianzas homogéneas entre los tratamientos. Los datos fueron analizados
mediante el programa estadisticos InfoStat usando una interfase de la plataforma R (Di Rienzo

et al., 2009).
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Cuadro 5. Variables evaluadas en los bioensayos de la investigacion

Bioensayo Variables
. Incidencia
Prueba de Biocontrol Severidad
Amarillamiento
Marchitez

Decoloracion del cormo
Crecimiento de la planta
Numero de hojas
Altura de la planta
Diametro del pseudotallo
Largo de la tercera hoja
Ancho de la tercera hoja
Longitud del peciolo
indice Foliar
Peso radical
Peso foliar
Peso total

Prueba de cocultivo Crecimiento radial del hongo

3.9.1 Bioensayo 1. Prueba de cocultivo sobre tres aislamientos de FOC

En esta prueba existieron dos factores en estudio con 3 y 51 niveles respectivamente.
El primer factor correspondi6 a los tres aislamientos de FOC que presentaron mayores niveles
de agresividad en la prueba de patogenicidad reportado por Lara (2009), mientras que el
segundo factor comprendi6é los 50 hongos endofiticos (Cuadro 3) y un control sin hongos
endofiticos.

Se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado con un arreglo factorial 3x51 con tres
repeticiones por tratamientos para un total de 459 unidades experimentales. El modelo

estadistico para este arreglo factorial fue el siguiente:

Y ik = U +Fl'+ Ej“r FiEj+ Sl‘jk

Donde:
Y jx = Variable respuesta
v = Media general
F; = Efecto del i-ésimo nivel del factor aislamiento de FOC
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E; = Efecto del j-ésimo nivel del factor de los aislamientos de hongos endofiticos
F;E; = Efecto de la interaccion de los aislamientos de FOC - hongos endofiticos
€jx = Término del error independiente, supuestamente distribuido normal, con

media cero y varianza constante

3.9.2 Bioensayo 2. Prueba de biocontrol sobre dos aislamientos de FOC

En la prueba de biocontrol existieron dos factores en estudio con 2 y 20 niveles
respectivamente. El primer factor correspondio a los 2 aislamientos de FOC que presentaron
mayores niveles de agresividad en la prueba de patogenicidad reportado por Lara (2009); y un
segundo factor comprendid los 20 hongos endofiticos de Trichoderma spp., que presentaron
los mejores resultados en la prueba de cocultivo y dos testigos referenciales sin hongos
endofiticos. Adicionalmente se establecid un testigo absoluto que correspondi6 a plantas sin
inoculacion de hongo endofiticos ni de los aislamientos de FOC.

Se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado con un arreglo factorial incompleto de
43 tratamientos ((2 de FOC x 20 hongos) + 2 testigos referenciales + un testigo absoluto) con

ocho repeticiones para un total de 344 unidades experimentales.

El modelo estadistico para este arreglo de tratamientos fue el siguiente

Donde:
Y ; = Variable respuesta en el tratamiento i repeticion j
u = Media general
T; = Efecto del i-ésimo tratamiento

€jj = Término del error independiente, supuestamente distribuido normal, con
media cero y varianza constante
Para estudiar la interaccion se tomd en primer lugar la estructura factorial completa, 20

hongos endofiticos por 2 aislamientos de FOC bajo el siguiente modelo:

Y je=p+ Fit B+ FiB;+ &

35



Donde:

Y jx = Variable repuesta en el tratamiento

u = Media general

F; = Efecto del i-ésimo nivel del factor aislamiento de FOC

B; = Efecto del j-€simo nivel del factor de los aislamientos de hongos endofiticos
F;B; = Efecto de la interaccion de los aislamientos de FOC - hongos endofiticos

€jr  —Término del error independiente, supuestamente distribuido normal, con

media cero y varianza constante

Se procedid a realizar porcentaje de la incidencia por medio de las probabilidades
calculadas para las diferencias de proporciones pareadas (p<=0,05) en cada evaluacion. Para
sintomas externos e internos se realizo un analisis de varianza con LSD Fisher.

Con los datos variables de crecimiento se procedio a registrar las diferencias de la
primera evaluacion con respecto a la segunda evaluacion, asi mismo la tercera evaluacion se
restaba con la primera evaluacion, la cuarta evaluacion con la primera evaluacion y la quinta
evaluacion con la primera evaluacion. Luego estos datos se analizaron por medio de la teoria
de los modelos lineales generales y mixtos con una funcioén de heterogeneidad de varianza, y
utilizando la prueba LSD Fisher, con medias y errores estandares de los tratamientos

ajustados.

El anélisis para las variables peso de la planta, peso del follaje y peso de la raiz fueron
realizados con ANOVA bajo la teoria de los modelos lineales generales y mixtos usando una
funcion de heterogeneidad de varianza por medio del paquete estadistico InfoStat y su

interfase con R.

Se procedi6 a realizar las correlaciones de la variable respuesta por medio del
coeficiente de correlacion de Spearman para la variable crecimiento radial del bioensayo
prueba de cocultivo, con las variables porcentajes de incidencia, amarillamiento, marchitez y
decoloracion del cormo de los sintomas externos e internos, ademas de las variables de
crecimiento que fueron significativas como la altura de la planta, nimero de hojas, diametro
del pseudotallo y ancho de la tercera hoja, asi mismo los pesos de raices, pesos de follaje y

peso de las plantas que fueron evaluados en el bioensayo biocontrol.
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Se realiz6 un andlisis de conglomerado con todos los tratamientos de los aislamientos
endofiticos de Trichoderma spp., agrupandolos de acuerdo a las variables respuestas de la
prueba de biocontrol; por lo que se procedi6é a transformar todas las variables al intervalo 0 a
1. Para aquellas variables cuyos valores fueron los mas bajos se invirtio la escala haciendo 1-

variables transformadas.

Para las variables continuas se utilizé el indice de distancia de Euclidea y el método de
Ward. A la vez se realizo un andlisis de varianza multivariado para corroborar las diferencias
significativas entre grupos, después se prosiguio a realizar un analisis de varianza univariado
para cada una de las variables, comprobandose el cumplimiento de los tres supuestos,

homogeneidad de varianza, normalidad e independencia de los tratamientos.
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4 RESULTADOS

4.1 Bioensayo 1. Prueba de antibiosis sobre tres aislamientos de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense

El analisis de los resultados registr6é diferencias significativas para el factor hongos
endofiticos (p<0,0001) y el factor FOC (p<0,0001) y la interaccion de los dos factores
(p<0,0001) donde se presenta un efecto de reduccion de crecimiento radial de los tres
aislamientos de FOC al enfrentarse con los aislados endofiticos de Trichoderma spp.
Existieron aislamientos de hongos endofiticos de Trichoderma spp., que provocaron menor
crecimiento radial para los aislamientos de 2, 4 y 8 de Fusarium oxysporum f. sp. cubense, en
comparacion de los testigos que obtuvieron un crecimiento mayor al no enfrentarse con los
aislamientos de los hongos endofiticos. Fueron seleccionados los 20 mejores aislamientos
endofiticos de Trichoderma spp., que menor crecimiento provocaron para los aislados FOC2 y
FOCA4. Estos aislamientos de hongos endofiticos son TB1, TC2, TD6, TV4, TC8, TCL4, TD7,
TS2, TC12, TES, TD3, TCL2, TV3, TM1, TCL6, TCL1, TC9, TC6, TP3 y TJ5 (Figura 10).
Los aislamientos FOC4 y FOC2 presentaron un mayor crecimiento radial al enfrentarse con
los hongos endofiticos en los platos Petri, en comparacion al aislado FOC8 que presentd un
menor crecimiento. Por lo que se procedid a tomar los aislados FOC2 y FOC4 para
evaluaciones de biocontrol. El hongo endofitico TB1 inhibio el 53,46 % del crecimiento radial
de FOC4, en comparacion del testigo FOC4 que crecio el 100% con 2,17 centimetros. De
igual manera TV3 inhibi6 el 38,82%; TV4 con 38,16% y TCL4 con 36,85 del crecimiento
radial de FOC2, en comparacion del testigo FOC2 que crecid el 100% con 1,52 centimetros.
Siendo éstos los Trichoderma spp., que obtuvieron el mayor porcentaje de inhibicion de

crecimiento radial para los FOC2 y FOC4 en la prueba de cocultivo.
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Figura 10. Efecto de hongos endofiticos sobre el crecimiento de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense en ocho evaluaciones

4.2 Bioensayo 2. Prueba de biocontrol sobre los dos aislamientos de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense

4.2.1 Incidencia y severidad de la enfermedad

La incidencia de la enfermedad se empezd a registrar a partir de la tercera semana
después de la inoculacion con FOC para la mayoria de los tratamientos, con los primeros
sintomas externos como el amarillamiento en las hojas adultas. Los tratamientos que fueron
inoculados previamente con los hongos endofiticos retardaron la aparicion de los sintomas
externos de la enfermedad Mal de Panama en las vitroplantas del cultivar Gros Michel (AAA)
en comparacion de los testigos referenciales. Los hongos endofiticos retardaron la aparicion de
los sintomas externos hasta la cuarta semana. El testigo absoluto no presentd sintomas de la
enfermedad, debido a que estas no fueron inoculadas con los hongos endofiticos ni con los
aislamientos de FOC. Los tratamientos que presentaron incidencia en la cuarta evaluacion
fueron TB1-FOC2, TB1-FOC4, TC12-FOC2, TC12-FOC4, TC2-FOC2, TC2-FOC4, TCo-
FOC2, TC6-FOC4, TC8-FOC2, TC8-FOC4, TC9-FOC2, TC9-FOC4, TCL1-FOC2, TCLI1-
FOC4, TCL2-FOC2, TCL2-FOC4, TCL6-FOC2, TCL6-FOC4, TD3-FOC2, TD3-FOC4, TD6-
FOC2, TD6-FOC4, TD7-FOC2, TD7-FOC4, TE5-FOC2, TES-FOC4, TJ5-FOC2, TJ5-FOC4,
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TM1-FOC2,TM1-FOC4, TP3-FOC2, TP3-FOC4, TS2-FOC2, TS2-FOC4, TV3-FOC2, TV3-
FOC4, TV4-FOC2 y TV3-FOC4 (Figura 11).
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Figura 11. Incidencia del Mal de Panama con dos aislamientos de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense en vitroplantas de banano del cultivar Gros Michel (AAA) durante ochos semanas de
evaluacion.

Con respecto al tratamiento que presentd menor porcentaje de incidencia es TJS-FOC2,
seguido TV3-FCO4, TJ5-FOC4, TD6-FOC4, TCL1-FOC4, TC6-FOC2, TC2-FOC2 y TV1-
FOC4 en comparacion con el resto de las interacciones y los testigos referenciales. ElI hongo
endofitico TJ5 funciond para los aislamientos FOC2 y FOC4 encontrando un efecto de

reduccion de la incidencia en 37,5% y 62,5% (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Efecto de hongos endofiticos sobre la incidencia del Mal de Panama en ochos semanas de evaluacion

% Incidencia

Trichoderma FOC2 FOC4

T. abs 0 a

TI5 37,5 ab 62,5 be
TV3 87,5 ¢ 62,5 be
TD6 87,5 ¢ 62,5 bc
TCL1 87,5 ¢ 62,5 be
TC6 62,5 be 87,5 ¢
TC2 62,5 be 100

TB1 75 be 62,5 bce
TS2 75 be 100 ¢
TP3 87,5 ¢ 75 be
TES 87,5 ¢ 75 be
TCL6 75 be 100 ¢
TCL4 75 be 875 ¢
TV4 100 ¢ 875 ¢
™1 87,5 ¢ 100 ¢
T. ref. 87,5 ¢ 87,5 ¢
TD7 87,5 ¢ 100 ¢
TD3 100 c¢ 87,5 ¢
TCL2 100 ¢ 875 ¢
TC9 87,5 ¢ 100 ¢
TC8 87,5 ¢ 875 ¢
TC12 100 ¢ 100 ¢

Letras obtenidas a partir de las probabilidades calculadas para la diferencias de proporciones pareadas (p<=0,05).

En la severidad de los sintomas externos, como amarillamiento y marchitez, los
resultados del anélisis detectaron diferencias significativas para los tratamientos (p<0,0001) y
las evaluaciones (p<0,0001); el tratamiento que menor amarillamiento y marchitez presento
fue TCY9-FOC2, seguido de TP3-FOC4 y TCL1-FOC2 en comparacion a los testigos
referenciales y el testigo absoluto que no presentd sintomas externos de severidad. Obteniendo
TC9 una reduccion de la enfermedad del 92% en el amarillamiento y marchitez para FOC2, en
comparacion a los testigos refereciales. Ademas TP3 y TCL1 redujeron los sintomas externos

hasta un 90% para FOC4 y FOC2 respectivamente (Cuadro 7).

41



Cuadro 7. Efecto de los hongos endofiticos y porcentajes de reduccion (entre paréntesis) sobre el amarillamiento
y severidad del Mal de Panama en ochos semanas de evaluacion

Amarillamiento Marchitez
Trichoderma FOC2 FOC4 FOC2 FOC4
T.abs. 1(100) 1(100)*
TC9 1,4(92)® 1,7385°%F  1,4092)® 1,71(86)>c0cte
TP3 2,58(68)" ™ 1,48(90)™ 2,54(69)™°P9 14591y
TCL1 1,520000%  1,9(82)°°%fE 15290y 1,86(83)°cdetehi
TC2 1,6(88)%%  2.69(66)™°  1,58(88)>% 2.65(67)™M
TV3 2,57(69 ™ 1,63(87)°°%  2,57(69)™°P9  1,58(88)"%*
TD6 1,67(87)°%T  1,74(85)°%T  1,62(88)°°%"  1,74(g5)bcdefeh
TV4 1,69(86)°°%F  3,05(59)"P 1,69(86)°°%  3,05(59)%
TS2 1,71(86)°%  3,13(57)° 1,69(86)°°%E 3 04(50)%
TD3 1,73(85)°°%F  2.13(77)% M 1 71(86)°4TEN 2 12(7g)fEhiikimn
TB1 1,75(85)°°%  3.31(54)° 1,73(85)°°%t 3 29(56)"
TJ5 1,76(85)bcdef 2,13(77)defghij 1,74(85)bcdefghi 2,06 (79)efghijklm
TC8 1,81(84)°°% 2 71(66)™°  1,77(85)°%E 2 67(67)°PF
TC6 1,98(80)°%™M 2 46(71y™  1,98(80)°de™EMK 2 46(71)<Imnop
T. ref. 2,07(79)%EM 3 35(53)P 2,02(0)ctEhikIm 3 5555y
TC12 2,21(78)% M 2 54(60)Km 2 02(g0) MK 5 48(70)kImnop
TM1 2,13(77)%EM 2 38(72)MKIm 5 0479ydefehikim 5 ) 577)fehijkimno
TCL4 23174y 2 15(77)¢EM 9 25(75ykimno 5 ] (7g)clehikim
TD7 2,17¢77) Mk 2 1777k g 17¢77yEhikimno 5 17 (77)ghijkimno
TCL2 3,25(55) 2,38(72)"Km 3 04(59)T 2,23(75)"ikimno
TCL6 2,4(72)"Km 2 58(6gyKM™ 2 4(72)KMP D 50 (70)mmoPd
TES 2,9(62)™P  2.83(63)™P  2,93(61)PI° 2,81(64)P9"

Datos corresponden al promedio de 6 evaluaciones. Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05).

4.2.2 Evaluacion de sintomas internos

Para la decoloracion del cormo no se presentd diferencia significativa para el factor

hongos endofiticos (p<0,0875) y el factor FOC (p<0,0326). Y con respecto a las interacciones

hongos endofiticos y FOC no se present6d interaccion (p< 0,4441). Siendo los hongos

endofiticos TC9, TD3, TD6, TC12, TCL1, TC8, TJ5, TC2, TCL4, TP3, TD7, TC6 y TS2 los

que presentaron menores niveles de decoloracion, en comparacion al resto de los tratamientos.
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Sobresaliendo TC9 con 74% en la reduccion de la decoloracion del cormo en comparacion de

los demas tratamientos. (Cuadro 8).

Cuadro 8. Efecto de los hongos endofiticos y porcentajes de reduccion (entre paréntesis) sobre la decoloracion
del cormo de vitroplantas del banano del cultivar Gros Michel (AAA) en la prueba de biocontrol

Trichoderma Decoloracion del cormo

TC9 2,31(74)"
TD3 2,56(69)™
TD6 2,64(67)"™
TC12 2,7(66)™™
TCL1 2,71(66)™™
TC8 2,75(65)™
TJ5 2,87(63)"¢
TC2 2,88(62)""%
TCL4 2,94(61)"°%
TP3 2,95(61)"%
TD7 3,16(57)"%
TC6 3,25(55)"°%
TS2 3,36(53)™°%
TV4 3,36(53)"°%
TCL6 3,39(52)""
TBI 3,48(50)°
TV3 3,55(49)°%
TCL2 3,57(49)°%
T™I 3,75(45)"
TES 3,93(41)°

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05). Las letras son raiz cuadrada.

4.2.3 Variables de crecimiento

Hubo diferencias significativas en la variable altura de la planta en las evaluaciones

dos, tres, cinco y seis, evaluadas cada 15 dias. Sin embargo no hubo diferencias significativas
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para la evaluacion cuatro. Con respecto a la variable numero de hojas hubo diferencias
significativas para las mediciones tres, cinco y seis, pero no fueron significativas para las
evaluaciones dos y cuatro. En la variable diametro del pseudotallo hubo diferencias
significativas para las evaluaciones dos y tres. Sin embargo para la evaluaciones cuatro, cinco
y seis no hubo diferencias significativas. En la variable ancho de la tercera hoja hubo
diferencias significativas en las evaluaciones dos, tres y cuatro. Pero no asi en las evaluaciones

cinco y seis.

Las variables que no presentaron diferencias significativas en sus evaluaciones son:

largo de la tercera hoja, longitud del peciolo e indice foliar.

El hongo endofitico TCL6 incrementd la altura a 4,58 centimetros, en comparacion al
testigo absoluto y los testigos referenciales de Fusarium oxysporum f. sp. cubense, al cabo de
la sexta evaluacion. Seguido de los hongos endofiticos TC2, TCL1, TC12, TM1, TC6 y TD6
que presentaron un aumento de la altura al cabo de las seis evaluaciones en las plantas de
banano de Gros Michel (AAA). Los hongos endofiticos TCL6 y TC2 mostraron efecto sobre

el aislado FOC2 al incrementar la altura en el bioensayo biocontrol (Cuadro 9).

Existieron hongos endofiticos que incrementaron el nimero de hojas en las plantas de
banano del cultivar Gros Michel (AAA) realizadas bajos condiciones de invernadero. Estos
hongos endofiticos son TV3, TP3, TD7, TD6, TS2 y TCS8 superiores a los testigos
referenciales y testigo absoluto (Cuadro 10).

Aislamientos endofiticos de Trichoderma spp., incrementaron el didmetro del
pseudotallo en las plantas de banano en el cultivar Gros Michel (AAA) bajo condiciones de
invernadero. Estos hongos endofiticos son TP3, TB1, TC8, TV3 y TV4 que son mayores que
TD3, TD7 y TCL6 y estos superiores a los testigos referenciales y testigo absoluto (Cuadro
11).

Hubo aislamientos endofiticos de Trichoderma spp., que aumentaron el ancho de la
tercera hoja en las plantas de banano en el cultivar Gros Michel (AAA) bajo condiciones de
invernadero. Los hongos endofiticos son TC2, TP3 y TCL4 superiores a testigos referenciales
y testigo absoluto. El hongo endofitico TCL4 tiene un efecto sobre los dos aislados de

Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Cuadro 12).
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Cuadro 9. Evaluaciones de la variable altura (cm) realizadas durante las once semanas en vitroplantas de banano
durante el ensayo de biocontrol bajo condiciones de invernadero

Evaluaciéon 2

Evaluacion 3

Evaluacion 4

Evaluacion 5

Evaluacion 6

Tratamiento Altura Tratamiento  Altura Tratamiento Altura Tratamiento Altura Tratamiento Altura
TCL6-FOC2 1,93 a TCL6-FOC2 3,10 a TCL6-FOC2 3,47 TCL6-FOC2 4,10 a TCL6-FOC2 4,58 a
TCL1-FOC2 1,50 ab TC2-FOC2 2,63 ab TC2-FOC2 2,55 [TC2-FOC2 2,79 ab TC2-FOC2 2,41 b
TC12-FOC2 1,30 abce TCL1-FOC2 1,86 abc TC2-FOC4 2,13 TD6-FOC2 2,13 be TD6-FOC2 2,23 be
TCL1-FOC4 1,25 abed TC2-FOC4 1,64 bed TCL1-FOC2 1,90 TCL1-FOC2 1,96 bc TCL1-FOC2 2,21 be
TC2-FOC2 1,20 abcde TD6-FOC2 1,43 bede TCI12-FOC2 1,73 TP3-FOC4 1,96 bc TC2-FOC4 2,09 be
TM1-FOC2 1,13 abedef TC12-FOC2 1,40 bede TD6-FOC2 1,69 TC2-FOC4 1,93 be TV3-FOC4 1,96 bed
TC6-FOC4 1,13 abedef TC8-FOC2 1,30 bedef TC8-FOC4 1,49 TC8-FOC4 1,87 bed TV3-FOC2 1,88 bede
TD6-FOC4 1,04 abcdefg TJS5-FOC4 1,23 cdef TC6-FOC4 1,34 TC8-FOC2 1,75 bed TC8-FOC4 1,83 bede
TC2-FOC4 0,84 bcdefgh TCL1-FOC4 1,17 cdef TCL1-FOC4 1,29 TC12-FOC4 1,68 bed TP3-FOC4 1,79 bede
TI5-FOC2 0,70 bedefghi TCL6-FOC4 1,16 cdef TJ5-FOC4 1,25 TC6-FOC2 1,65 bede TB1-FOC2 1,71 bede
TI5-FOC4 0,69 bedefghi TV3-FOC4 1,13 cdef TD6-FOC4 1,21 TCI12-FOC2 1,57 bede TV4-FOC2 1,69 bede
TC8-FOC4 0,68 bedefghi TC9-FOC2 1,04 cdefg TV4-FOC4 1,21 TV4-FOC2 1,56 bede TCL6-FOC4 1,58 bedef
TD3-FOC4 0,63 bcdefghi TC12-FOC4 1,20 TC6-FOC4 1,51 bede TD3-FOC2 1,55 bedef
TC8-FOC2 0,61 bedefghi TD7-FOC2 0,86 cdefgh TV3-FOC4 1,20 TCL4-FOC2 1,50 bede TC6-FOC2 1,43 bedef
TB1-FOC2 0,53 bedefghi TCL2-FOC2 0,80 cdefghi TP3-FOC4 1,16 TV3-FOC2 1,48 bede TS2-FOC4 1,42 bedef
TD3-FOC2 0,46 bedefghij T. abs. 0,79 cdefghi TCL6-FOC4 1,14 TV3-FOC4 1,46 bede TC12-FOC4 1,39 bedef
TCL2-FOC2 0,46 bcdefghij TC6-FOC4 0,79 cdefghi TC9-FOC2 1,14 TJ5-FOC4 1,43 bede T. abs. 1,36 bedef
TS2-FOC2 0,44 bcdefghij TD3-FOC2 0,76 cdefghi TD7-FOC4 1,09 TD3-FOC2 1,35 bede TIS-FOC4 1,31 bedef
T. abs. 0,43 bedefghij TB1-FOC2 0,75 cdefghi TD3-FOC2 1,05 T. abs. 1,33 bede TC8-FOC2 1,31 bedef
TD6-FOC2 0,41 cdefghij TM1-FOC2 0,73 cdefghi TCL4-FOC2 1,04 TV4-FOC4 1,25 bede TD6-FOC4 1,29 bedef
TE5-FOC4 0,41 cdefehij TP3-FOC2 0,66 cdefghi TCL2-FOC2 1,01 TS2-FOC4 1,24 bede TD7-FOC2 1,20 bedef
TCL4-FOC2 0,40 cdefghij TJ5-FOC2 0,65 cdefghi TC8-FOC2 0,95 TD7-FOC4 1,20 bede TV4-FOC4 1,20 bedef
TV3-FOC2 0,40 cdefghij TC12-FOC4 0,64 cdefghi TS2-FOC4 0,91 TD7-FOC2 1,17 bede TC12-FOC2 1,13 bedef
TV4-FOC2 0,29 cdefghik TC6-FOC2 0,63 cdefghi TP3-FOC2 0,85 TCLI-FOC4 1,13 bede TC9-FOC4 1,09 bedef
TV3-FOC4 0,29 cdefghik TD6-FOC4 0,61 cdefghi TD7-FOC2 0,85 TCL6-FOC4 1,11 bede TD7-FOC4 1,07 bedef
TCL6-FOC4 0,28 cdefghik TC9-FOC4 0,56 cdefghi TB1-FOC2 1,04 bcde TM1-FOC2 1,00 bedef
TS2-FOC4 0,26 cdefghik TP3-FOC4 0,54 cdefghi TCLA-FOC4 0,84 TES5-FOC4 1,03 bede TC9-FOC2 0,98 bedef
TD7-FOC4 0,53 cdefghi T. abs. 0,81 TD6-FOC4 1,00 cde TM1-FOC4 0,80 bedefg
TD7-FOC4 0,19 defghik TS2-FOC2 0,50 cdefghi TES-FOC4 0,77 TMI1-FOC2 0,94 cde TS2-FOC2 0,79 bedefg
TC6-FOC2 0,19 defghik TCLA-FOC2 0,50 cdefghi TC9-FOC4 0,75 TI5-FOC2 0,93 cde TES5-FOC4 0,76 bedefg
TC12-FOC4 0,12 efghik TM1-FOC4 0,49 cdefghi TM1-FOC2 0,75 TD3-FOC4 0,90 cde TP3-FOC2 0,75 bedefg
TV4-FOC4 0,06 fghijk TS2-FOC4 0,48 cdefghi TB1-FOC4 0,74 TMI1-FOC4 0,84 cde TI5-FOC2 0,72 bedefg
TD7-FOC2 0,05 fghijk T™1-FOC4 0,74 TS2-FOC2 0,83 cde TCLA-FOC2 0,71 bedefg
TC9-FOC2 0,03 ghijk TCL4-FOC4 0,40 defgchi TV4-FOC2 0,70 TP3-FOC2 0,83 cde TCL2-FOC2 0,62 bedefg
TV4-FOC4 0,37 defghi TB1-FOC2 0,63 TB1-FOC4 0,72 cde TCL1-FOC4 0,56 bedefg
TC9-FOC4 0 hijk TD3-FOC4 0,25 defghi TJ5-FOC2 0,56 TD3-FOC4 0,55 bedefg
TP3-FOC4 0 hijk TV4-FOC2 0,24 efghi TD3-FOC4 0,55 TC9-FOC4 0,61 cde TBI-FOC4 0,50 bedefg
T™1-FOC4 0 hijk TES5-FOC4 0,21 efghi TC6-FOC2 0,50 TCLA4-FOC4 0,59 cde TCL4-FOC4 0,45 cdefg
TP3-FOC2 0 hijk TV3-FOC2 0,17 efghi TCL2-FOC4 0,31 TCL2-FOC2 0,52 cde TES5-FOC2 0,25 cdefg
TCL2-FOC4 0 ijk TCL2-FOC4 0 fghi TV3-FOC2 0,30 TES-FOC2 0,40 cde
TES-FOC2 0 ijk TES-FOC2 0 ghi TS2-FOC2 0,24 TC9-FOC2 0,13 def TC6-FOC4 0 efg
TB1-FOC4 0 jk TB1-FOC4 0 hi TCL2-FOC4 -0,05 ef TCL2-FOC4 0 fg
TCL4-FOC4 0k TC8-FOC4 0i TES-FOC2 0,09

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05).
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Cuadro 10. Evaluaciones de la variable numero de hojas realizada en la prueba de biocontrol en plantas de
banano del cultivar Gros Michel (AAA) bajo condiciones de invernadero

Evaluacion 2

Evaluacion 3

Evaluacion 4

Evaluacion 5

Evaluacion 6

Tratamiento No. hoj. Tratamiento No. hoj. Tratamiento No. hoj.  Tratamiento No. hoj.  Tratamiento No. hoj.
TCL2-FOC2 1,00 TV3-FOC4 1,63 a TV3-FOC4 1,63 TD7-FOC2 1,43 a TS2-FOC4 0,20 a
TD7-FOC2 0,88 TP3-FOC4 1,57 ab TD6-FOC4 1,57 TD6-FOC4 1,43 a TC8-FOC4 0,17 a
TCLA-FOC2 0,88 TC9-FOC4 1,38 abe TC8-FOC4 1,43 TES5-FOC4 1,33 ab TE5-FOC4 0,00 ab
TV4-FOC4 0,75 TJ5-FOC4 1,25 abed TP3-FOC4 1,43 TV3-FOC2 1,33 ab TP3-FOC4 0,00 ab
TP3-FOC2 0,75 TS2-FOC4 1,25 abed TD3-FOC2 1,38 TP3-FOC4 1,29 ab TJ5-FOC2 0,00 ab
TI5-FOC4 0,75 TCL6-FOC4 1,25 abed TS2-FOC2 1,29 TV4-FOC2 1,25 ab TD6-FOC4 0,00 ab
TC2-FOC2 0,63 TC2-FOC4 1,25 abed TD7-FOC2 1,25 TC6-FOC2 1,17 abc ~ TC9-FOC2 -0,13 ab
TCL6-FOC2 0,63 TC8-FOC4 1,00 abede  TC9-FOC4 1,13 TS2-FOC4 1,14 abc  TV4-FOC2 -0,14 ab
TS2-FOC4 0,63 TES5-FOC4 1,00 abede ~ TC8-FOC2 1,13  TC9-FOC2 1,00 abe
TD3-FOC2 0,63 TV4-FOC4 1,00 abede  TS2-FOC4 1,00 TV3-FOC4 1,00 abc  TV3-FOC4 -0,25 abe
TV4-FOC2 0,63 TD6-FOC4 1,00 abede  TBI-FOC2 1,00 TCL6-FOC2 1,00 abed TCLA-FOC2  -0,29 abe
TV3-FOC4 0,63 TMI1-FOC4 1,00 abede  TP3-FOC2 0,88 TC8-FOC4 1,00 abed TMI1-FOC2 -0,29 abe
TC8-FOC4 0,63 TCILA-FOC4 0,88 abcde  TC2-FOC2 0,88 TD3-FOC2 1,00 abed TMI1-FOC4 -0,29 abc
TE5-FOC4 0,63 TCL1-FOC4 0,86 abedef TV4-FOC2 0,88  TD6-FOC2 1,00 abed TC6-FOC2 -0,33 abe
TC12-FOC4 0,75 abedef  TD6-FOC2 0,86 TB1-FOC2 0,88 abed TC6-FOC4 -0,33 abe
TP3-FOC4 0,63 TD3-FOC4 0,75 abedef TV4-FOC4 0,86 TM1-FOC2 0,86 abed TC8-FOC2 -0,38 abe
TC8-FOC2 0,63 TCL2-FOC4 0,75 abedef  TES-FOC4 0,86 TS2-FOC2 0,86 abed TC9-FOC4 -0,38 abc
TC9-FOC4 0,63 TBI-FOC4 0,71 abedefg TJ5-FOC4 0,75 TC9-FOC4 0,75 abed TC2-FOC2 -0,38 abe
TC9-FOC2 0,63 TC9-FOC2 0,63 bedefg  TC2-FOC4 0,75 TC8-FOC2 0,75 abed  TV3-FOC2 -0,40 abc
TD7-FOC4 0,63 bedefg TM1-FOC2 0,75 TCLI-FOC2 0,75 abed TD7-FOC4 -0,43 abc
TC12-FOC4 0,50 TC8-FOC2 0,63 bedefg  TC6-FOC2 0,71 TMI1-FOC4 0,75 abed TD7-FOC2 -0,43 abc
TC2-FOC4 0,50 TCLI1-FOC2 0,63 bedefg TCL1-FOC4 0,71 TI5-FOC4 0,71 abed  TJI5-FOC4 -0,57 abed
TV3-FOC2 0,50 TD3-FOC2 0,63 bedefg  TV3-FOC2 0,71 TD7-FOC4 0,57 abede TCL6-FOC2  -0,60 abcde
TCL6-FOC4 0,50 TP3-FOC2 0,50 cdefg  TCL1-FOC2 0,63 TC6-FOC4 0,57 abede TCLA-FOC4  -0,63 abede
TM1-FOC4 0,50 TCLA-FOC2 0,50 cdefg  TM1-FOC4 0,63 TI5-FOC2 0,50 abedef TV4-FOC4 -0,67 abede
TB1-FOC4 0,50 TCe6-FOC4 0,50 cdefg  TC6-FOC4 0,57 TC2-FOC2 0,50 abedef TCLI-FOC4  -0,71 abede
TD6-FOC4 0,38 TBI1-FOC2 0,50 cdefg  TCLA-FOC4 0,50 TCLI-FOC4 0,43 abedef TD6-FOC2 -0,71 abede
TD6-FOC2 0,38 TC2-FOC2 0,38 defg TB1-FOC4 0,40 TES-FOC2 -0,75 abede
TCLA-FOC4 0,38 TD7-FOC2 0,38 defg TD3-FOC4 0,38 TCL6-FOC4 0,25 abedef T. abs. -0,75 abede
TC12-FOC2 0,38 TV3-FOC2 0,29 defg TC9-FOC2 0,38 TCL1-FOC2  -0,75 abede
TC6-FOC4 0,38 TV4-FOC2 0,25 efg TCL6-FOC4 0,38 TCI12-FOC2 0,14 abedef TCL2-FOC2  -0,80 abede
TB1-FOC2 0,25 TMI1-FOC2 0,25 efg TCL4-FOC2 0,25 TCIL4-FOC2 0,13 abedef TB1-FOC2 -0,86 abcde
TMI1-FOC2 0,25 TCL6-FOC2 0,14 TCIA-FOC4 0,00 abcdef TS2-FOC2 -0,86 abcde
TD7-FOC4 0,25 TIJ5-FOC2 0,25 efg TC12-FOC2 0,13 TV4-FOC4 0,00 abedef TD3-FOC2 -0,88 abcede
TCL1-FOC4 0,25 TE5-FOC2 0,00 efg TJ5-FOC2 0,13 T.abs -0,13 bedef TP3-FOC2 -1,00 abcde
TC6-FOC2 0,25 TD7-FOC4 0 TCL2-FOC2 -0,17 bedeft TCL6-FOC4  -1,17 bede
T. abs. 0,25 TCe6-FOC2 0,00 efg TC2-FOC4  -0,25 cdef
TES-FOC2 0,25 TS2-FOC2 0,00 efg T. abs. 0 TP3-FOC2 -0,38 cdef  TC2-FOC4 -1,25 cde
TCL1-FOC2 0,25 TD6-FOC2 0,00 efg TCL2-FOC2 0 TCI2-FOC4 -0,38 cdef TCI2-FOC2  -1,29 cde
TCL2-FOC4 0,13 TCL2-FOC2 0 fg TC12-FOC4 0 TBI-FOC4  -0,40 cdef TBI-FOC4 -1,50 cde
TS2-FOC2 0 TCL6-FOC2 0f TE5-FOC2 0 TE5-FOC2 -0,43 def  TD3-FOC4 -1,63 de
TD3-FOC4 0 T. abs 0g TCL2-FOC4 -0,75 ef TC12-FOC4  -1,71e
TJ5-FOC2 0 TCI12-FOC2 0g TCL2-FOC4 0 TD3-FOC4 -0.88 ¢ TCL2-FOC4 -1,75¢

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05).
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Cuadro 11. Evaluaciones de la variable diametro del pseudotallo (cm) realizada en la prueba de biocontrol en
plantas de banano del cultivar Gros Michel (AAA) bajo condiciones de invernadero

Evaluacion 2

Evaluacion 3

Evaluacion 4

Evaluacion 5

Evaluacion 6

Tratamiento D. pseud. Tratamiento D. pseud. Tratamiento D. pseud. Tratamiento D.pseud. Tratamiento D. pseud.
TP3-FOC2 1,89 a TV3-FOC4 2,74 a TB1-FOC2 3,43 TB1-FOC2 4,1 TBI-FOC2 4,11
TB1-FOC2 1,89 a TV4-FOC4 2,68 ab TP3-FOC2 333 TC12-FOC2 3,83 TD7-FOC2 3.4
TC8-FOC2 1,63 ab TCL6-FOC4 2,44 abc TP3-FOC4 315 TEIEOE? 3,8 TD6-FOC2 34
TD3-FOC2 1,53 abe TP3-FOC4 2,44 abed TC8-FOC4 292 TP3-FOC2 3,79 TD3-FOC2 3,26
TP3-FOC4 1,48 abc TB1-FOC2 2,40 abed TD6-FOC4 2,85  TC8-FOC4 3,72 TI5-FOC2 3,26
TD7-FOC2 1,46 abc TC8-FOC4 2,38 abed TD3-FOC2 2,84  TE5-FOC4 3,71 TC8-FOC2 3,24
TCL6-FOC4 1,38 abed TP3-FOC2 2,22 abede TCL2-FOC2 2,69 TP3-FOC2 3,16
TC12-FOC2 1,36 abcde TC2-FOC2 2,14 abede TCLA-FOC2 2,68 TP3-FOC4 3,56 TC6-FOC2 3,07
TC9-FOC4 1,36 abcde TD3-FOC2 2,06 abcdef TD6-FOC2 2,64 TV3-FOC4 3,56 TC9-FOC2 200
TCL2-FOC2 1,34 abcde TD3-FOC4 2,03 abcdef TS2-FOC2 2,62 TD6-FOC2 3,54 TE5-FOC2 220
TD7-FOC4 1,15 abedef ~ TD7-FOC4 1,99 abedef TV4-FOC2 2,60 TD3-FOC2 3,53 TP3-FOC4 2,85
TC12-FOC4 1,11 abedef ~ TD7-FOC2 1,96 abedef TC6-FOC2 3 [
TD6-FOC2 1,08 abcdef  TC8-FOC2 1,93 abcdef TCL6-FOC4 2,54  TD7-FOC4 3,45 TS2-FOC2 2,82
TCL1-FOC2 1,04 abedefg TCLA-FOC4 1,90 abedef TV3-FOC4 2,53 TCL6-FOC4 34 TV3-FOC4 2,78
TD3-FOC4 1,04 abcdefe  TIS-FOC4 1,85 abcdefg ~ TD7-FOC2 2.53 TC8-FOC2 3,33 TCLI-FOC2 2,76
TCL4-FOC2 0,99 abcdefg  TD6-FOC2 1,81 abcdefgh  TC6-FOC2 253 TV4-FOC4 3,32 TV3-FOC2 2,76
TS2-FOC2 0,98 abedefg  TS2-FOC4 1,81 abedefgh  TCLA-FOC4 2,52  TCLA4-FOC2 3,3 TCL6-FOC4 2,76
TV3-FOC2 0,91 abedefg TCLA-FOC2 1,80 abcdefsh  TCL1-FOC2 251 TCL1-FOC2 3,26 TE5-FOC4 2
TC2-FOC2 0,86 abcdefgh ' TCL1-FOC2 1,76 abcdefgh  TD3-FOC4 2,48  TD7-FOC2 3,24 TMIL-FOC2 2,74
T. abs. 0,84 abcdefgh  TD6-FOC4 1,75 abedefghi TC9-FOC2 2,45  TC9-FOC2 3,23 TCI12-FOC2 2,74
TMI1-FOC4 1,71 abedefghi TD7-FOC4 244  TD6-FOC4 3,23 TCLA-FOC2 2
TES-FOC2 0,79 abcdefgh ' TES-FOC4 1,70 abedefghi  TC9-FOC4 2,34  TV4-FOC2 3,11 TBI-FOC4 2,69
TCL2-FOC4 0,79 abedefgh TC2-FOC4 1,69 bedefghi  TS2-FOC4 228 TCL4-FOC4 3,07 TV4-FOC2 2,61
TM1-FOC2 0,77 abedefgh TC12-FOC4 1,66 bedefghi  TM1-FOC4 e 3,07 TD7-FOC4 2,58
TC9-FOC2 0,75 bedefeh  TC9-FOC4 1,61 bedefghi  TES-FOC2 2,31 TB1-FOC4 3,06 TCL2-FOC2 253
TV4-FOC2 0,73 bedefgh TC8-FOC2 226  TMI-FOC4 3,06 TS2-FOC4 2.5
TCL6-FOC2 0,73 bedefgh  TCL1-FOC4 1,53 cdefghij  TJ5-FOC4 2,26  TD3-FOC4 3,06 TC8-FOC4 2,51
TCLA-FOC4 0,68 bedefgh  TC6-FOC2 1,51 cdefghij ~ TC12-FOC2 2,20  TS2-FOC4 3,04 TMI-FOC4 2.5
TC6-FOC2 0,65 bedefeh  TIS-FOC2 1,46 cdefghij  TC2-FOC2 2,19 TI5-FOC4 2,98 TD6-FOC4 2,46
TS2-FOC4 0,61 bedefgh  TC9-FOC2 1,45 cdefghij  T. abs. 2,17  TC9-FOC4 2,97 T. abs. 2,4
TC2-FOC4 0,56 bedefgh  TS2-FOC2 1,40 cdefghij  TCL1-FOC4 197 TI5SEQE) 2,95 TD3-FOC4 2.4
TJ5-FOC2 0,55 bedefeh  TV4-FOC2 1,36 defghij TJ5-FOC2 194 TC2-FOC4 2,92 TCLA-FOC4 2,34
TC8-FOC4 0,54 bedefghi  T. abs 1,31 efghij TE5-FOC4 1,92 TMI1-FOC2 2,87
TE5-FOC4 0,51 bedefghi TMI1-FOC2 1,30 efghij TC2-FOC4 1,90 TS2-FOC2 2,82 TI5-FOC4 2,33
TM1-FOC4 0,43 cdefghi TCL2-FOC4 1,26 efghij TV4-FOC4 1,85  TCLI-FOC4 2,66 TCL6-FOC2 202
TJ5-FOC4 0,30 defghi  TCL2-FOC2 1,23 efghij TCL2-FOC4 1,85 T abs. 2,63 TV4-FOC4 2,09
TV4-FOC4 0,24 efghi TC12-FOC2 1,21 efghij TB1-FOC4 178 1@ HOE? 2,46 TCL1-FOC4 2,09
TM1-FOC2 1,78 TC2-FOC2 2,05
TB1-FOC4 0,06 fghi TB1-FOC4 0,80 ghij TC6-FOC4 1,69 TC6-FOC4 2,33 TC9-FOC4 1,89
TD6-FOC4 -0,06 ghi TV3-FOC2 0,69 hij TCL6-FOC2 2,28 TCL2-FOC4 1.7
TCL1-FOC4  -0,06 ghi TE5-FOC2 0,68 jj TCL6-FOC2 1,63 TE5-FOC2 2,06 TC6-FOC4 17
TV3-FOC4 -0,24 hi TCL6-FOC2 0,66 ijj TC12-FOC4 1,62  TCI12-FOC4 2,05 TC12-FOC4 1,64
TC6-FOC4 -0,59 i TC6-FOC4 0,50 j TV3-FOC2 1,41 TCL2-FOC4 2,03 TC2-FOC4 1,56

Las letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05).
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Cuadro 12. Evaluaciones de la variable ancho de la tercera hoja (cm) realizada en la prueba de biocontrol en
plantas de banano del cultivar Gros Michel (AAA) bajo condiciones de invernadero

Evaluacion 2 Evaluacion 3 Evaluacion 4 Evaluacion 5 Evaluacion 6
Tratamiento A. t. hoj. Tratamiento  A. t. hoj. Tratamiento A.t.hoj. Tratamiento A.t. hoj. Tratamiento A. t. hoj.
TC2-FOC4 193 a TP3-FOC4 2,80 a TCL4-FOC2 3,12 a T. abs. 3,72 TV3-FOC4 11,56
TP3-FOC4 1,65 ab TC2-FOC4 241 ab TCL4-FOC4 3,09 a TC2-FOC4 2,93 TC6-FOC2 6,83
TD7-FOC4 1,41 abc TC2-FOC2 2,28 abc TC2-FOC2 2,94 ab TP3-FOC2 2,86 TD7-FOC2 6,24

TCL4-FOC4 2,21 abed TC2-FOC4 2,75 abe TC2-FOC2 2,80 TCL2-FOC4 5,46

TCLA-FOC4 1,34 abede  TCLA-FOC2 2,16 abede TB1-FOC4 2,73 abed TCL4-FOC4 2,79 TCL4-FOC2 4,88
TC9-FOC2 1,33 abede  TC9-FOC2 2,09 abedef TP3-FOC4 2,66 abed TCL2-FOC2 2,78 TC12-FOC4 4,68
TD7-FOC2 1,31 abede  TD7-FOC4 2,05 abedef TD6-FOC2 2,53 abed TCL4-FOC2 2,70 TC12-FOC2 4,62

TC2-FOC2 1,28 abodef TP3-FOC2 2,04 abedef TD7-FOC4 2,51 abede  TC9-FOC2 2,59 TP3-FOC4 4,60
TP3-FOC2 1,18 abcdefg TBI-FOC4 2,02 abedef TC9-FOC2 2,40 abedef TV3-FOC2 2,58 TE5-FOC4 4,58
TB1-FOC4 1,14 abcdefgh TD6-FOC2 1,90 abcdefg TD6-FOC4 2,39 abedefg TCL6-FOC2 2,52 TV4-FOC4 4,18
TC8-FOC4 1,03 bedefeh TD7-FOC2 1,89 abedefe TV3-FOC4 2,38 abedefg  TD6-FOC2 2,49 TC9-FOC2 4,09
TJ5-FOC4 1,01 bedefeh TD6-FOC4 1,87 abedefe TES-FOC4 2,36 abedefe  TBI-FOC4 2,47 TD7-FOC4 4,07
TC6-FOC2 0,97 bedefghi TC12-FOC2 1,84 abedefy TC12-FOC4 2,31 abedefz  TD6-FOC4 2,44 TCL6-FOC4 3,93
TV3-FOC4 1,71 bedefgh TP3-FOC2 2,25 abedefe  TP3-FOC4 2,43 TD3-FOC2 3,92
TD3-FOC2 0,93 bedefghi TC8-FOC2 1,68 bedefghi TC12-FOC2 2,20 abedefgh TV4-FOC4 2,38 TV4-FOC2 3,88
TV3-FOC2 0,93 bedefehi TV3-FOC2 1,67 bedefghi TC8-FOC2 2,19 abedefeh TES-FOC4 e e 3,73
T. abs 0,91 bedefghi TI5-FOC4 1,63 bedefghi TC6-FOC4 2,17 abedefgh TD7-FOC2 2,29 TC6-FOC4 3,58
TD6-FOC4 0,90 bedefehi TC6-FOC2 1,62 bedefehi TC6-FOC2 2,17 abedefgh TD7-FOC4 2,27 TD3-FOC4 3,55
TC9-FOC4 0,90 bedefghi TD3-FOC2 1,60 bedefehi TD7-FOC2 2,13 abedefegh TV3-FOC4 2,23 TBI-FOC2 3,50
TV4-FOC4 0,89 bedefghi TCL6-FOC4 1,59 bedefghi TD3-FOC2 2,10 abedefgh TV4-FOC2 2,05 [EEOEEE
TCL2-FOC2 0,75 cdefghi  T. abs. 1,59 bedefghi TV3-FOC2 2,08 abedefch [NROCOIE0S TC2-FOC2 3,33
TC8-FOC2 0,75 cdefghi TS2-FOC4 1,58 bedefghi TBI-FOC2 2,06 bedefgh TBI-FOC2 2,01 TMI-FOE2——3,09
TCL6-FOC4 0,74 cdefghi TC9-FOC4 1,55 bedefghi TC8-FOC4 2,01 bedefgh  TD3-FOC2 2,00 TC2-FOC4 2,94
TC12-FOC2 0,73 cdefghi TV4-FOC4 1,49 bedefghi TCL2-FOC2 2,00 bedefgh  TC12-FOC2 1,97 TV3-FOC2 =
TV3-FOC4 0,73 cdefghi  TMI-FOC4 1,48 cdefehi [[NROGOIIZO0ICISENg TC8-FOC4 1,97 TD6-FOC4 2,83
TE5-FOC2 0,73 cdefghi TCLI-FOC4 1,47 cdefghi TCL1-FOC4 1,96 cdefeh TC12-FOC4 1,93 TD6-FOC2 2,56
TV4-FOC2 0,71 cdefghi TCLI-FOC2 1,40 cdefghi TCLI-FOC2 1,93 cdefch  [NNOGMIE TP3-FOC2 2,56
TES-FOC4 0,71 cdefghi TC8-FOC4 1,40 cdefghi TES-FOC2 1,88 cdefgh  TM1-FOC2 1,89 T. abs. 2,52
TS2-FOC4 0,71 cdefghi TC12-FOC4 1,37 cdefghi  TV4-FOC2 1,88 cdefgh  TC6-FOC4 1,85 TCL6-FOE2 248
TCLI-FOC4 0,69 cdefghi  [NROGUIIECRCE T -FOC2 1,86 cdefgh  TCLI-FOC2 1,85 TS2-FOC4 235
TBI-FOC2 0,68 cdefghi TS2-FOC2 1,30 defghi  TC9-FOC4 1,85 cdefgh  TC9-FOC4 1,84 TCL4-FOC4 231
TCLI-FOC2 0,68 cdefghi TD3-FOC4 1,30 defehi  T. abs. 1,81 cdefeh  TC6-FOC2 1,83 TBI-FOC4 2,23
TC12-FOC4 0,65 cdefghi TV4-FOC2 1,28 defghi  TJ5-FOC4 1,81 cdefgh  TC8-FOC2 1,74
TD3-FOC4 0,65 cdefghi TMI-FOC2 126 efghi  TCL6-FOC2 1,80 cdefgh  TI5-FOC4 1,74 TC8-FOC4 2,00

TM1-FOC4 0,61 defghi TBI1-FOC2 1,23 efghi TCL6-FOC4 1,73 defgh  TCL1-FOC4 1,69 TCL2-FOC2 1,90
TCL6-FOC2 0,60 defghi TCL2-FOC2 1,21 efghi TV4-FOC4 1,70 defgh TCL6-FOC4 1,66 TCL1-FOC4 1,78

TC6-FOC4 0,60 defghi TD3-FOC4 1,64 defgh  TES-FOC2 1,55 TES-FOC2 1,78
TM1-FOC2 0,58 efghi TCL6-FOC2 1,17 efghi TS2-FOC2 1,63 defgh  TD3-FOC4 1,46 TCLI-FOC2 575
TS2-FOC2 0,53 fghi TI5-FOC2 1,14 fghi TCL2-FOC4 1,58 efgh TS2-FOC2 1,44 TM1-FOC4 =72
TD6-FOC2 0,53 fghi TC6-FOC4 1,13 fghi TI5-FOC2 1,56 efgh TI5-FOC2 1,43 TJ5-FOC2 1,65
TCLA4-FOC2 0,47 ghi TCL2-FOC4 1,03 ghi TS2-FOC4 1,51 fgh TM1-FOC4 1,36 TC9-FOC4 1,59
TJ5-FOC2 0,38 hi TES5-FOC2 0,86 hi TM1-FOC4 1,49 gh TS2-FOC4 1,33 TC8-FOC2 1,39

TCL2-FOC4 0,24 i TE5-FOC4 0,80 i TCL2-FOC4 1,15 TS2-FOC2 1,32

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,05).
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4.2.4 Medicion de las variables peso foliar, peso radical y peso de la planta

Se observaron diferencias significativas entre los tratamientos del bioensayo prueba de
biocontrol segun el peso radical (F= 2.48, p=0.0001), peso foliar (F=2.15, p=0.0001) y peso de
la planta (F= 2.39, p=0.0001).

El Trichoderma que aumento significativamente los pardmetros evaluados en las
plantas de banano es TCL1 con un peso de raiz de 9,6 gramos, peso del follaje de 21,5 gramos
y peso de la planta con 31 gramos; en comparacion al testigo absoluto y los testigos
referenciales. El hongo endofitico TCL1 incremento los porcentajes de peso desde 109% hasta
148% con respecto al testigo absoluto. El Trichoderma TCL1 tiene un efecto significativo
sobre el aislado 2 de Fusarium oxysporum f. sp. cubense. Otro grupo de Trichoderma spp.,
que aumento significativamente el peso de la raiz, follaje y de las plantas son TC9, TCI12,
TC8, TS2, TD7, TCL6, TB1 y TJ5 en comparacion al resto de los tratamientos. El
Trichoderma TC9 tuvo efecto sobre los aislamientos 2 y 4 de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense, en comparacion al grupo anterior que solo tuvo efecto sobre el aislado 2 de Foc. Los
aislados de hongos endofiticosTCL1 y TC9 obtuvieron los mayores incrementos de peso en

este estudio (Cuadro 13).
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Cuadro 13. Mejores aislamientos de Trichoderma spp., y porcentajes relativos (entre paréntesis) para las
variables peso radical (g), peso del follaje (g) y peso de la planta (g) al sacrificar las plantas en la finalizacion del
bioensayo de biocontrol

Peso radical Peso del follaje Peso de la planta
Trichoderma FOC2 FOC4 FOC2 FOC4 FOC2 FOC4
TCL1 9,6(148)°  7,1(109)°% 21,5(117)* 17,193)%%F 31(125)° 24,2(98)2cd
TC9 8.6(132)® 82126  18,5(101)™% 19 8(108)™  27,1(109)™  28(113)™*
TC12 8.3(128)™  6,4(98)°°®  19,1(104™% 16,4(90)°%T 27 4(110)  22,8(92)"%
TC8 8,1(125)™% 6295 18,5101)%" 15(82)°%F  26.6(107)™¢  21,2(85)°%
TS2 8(123)™% 5 1(78)° 20,6(113)®  12,166)  28,6(115® 17, 1(69)
TD7 6,6(102)°%  7,8(120) 19,3(105)™%  19,4(106)™ 25,8(104)™°% 27,3(110)**
TCL6 4,9(75)° 7,7(118)°°% 12.9(70) 17,3095y 17.872)%  24,9(100)?%
TBI 740114 5 178)% 18,3100 11,7(64)" 25,7104y 16,9(74)°
TJ5 7,3(112)% 6,8(105)°%  19,2(105)™%F 17,8(97)%" 26,5(107)™°% 24,5(99)d*
TCL4 6,8(105)™%  7,2111)"™% 14,378)°%T  16,5090™%" 21(85)°%  23,6(95)"
TC2 7,1109%%  5788)% 17,4954 13,9¢76)%  24,599)™¢% 19 6(79)%
TD6 7,1(109)°%  5788)%  18,3(100)™% 15(82)°4F 25 3(102)™ 20,7(83)°%
™I 5,909 7.1(109)%  17,596)°%"  18,1(99)4T 23 494y 25 1(101)2d
TD3 6,7(103)°%  7(108)°%  18,1(99)™%T  17,2(94)™T 24 8(100)™¢% 24,1(97)d*
TC6 7(108)°%  5(77)° 1901044 13,775 26(105%  18,6(75)%
TP3 6(92)°% 6,8(105)°%  13,6(74) 19,4(1060°¢ 19,6(79)%  26,3(106)™°%*
T. refer. 6,7(103)°%  6,3(97)°%  13,7(75) 14,881)°% 20,482  21,4(86)>%
T. abs. 6,5(100)>% 18,3(100)cdf 24,8(100)°%

TV3 6,397)°°%  57688)%  14,7(80)°%"  16,1(88)%T 20,9(84)°%  21,9(88)>%
TCL2 6(92)°% 590D0%  13,976)%T  14,7(80)°%T  19,8(80)°%  20,6(83)°*
TES 5,889  5,1(78)° 15,2(83)%  13(71)f 21(85)° 18(73)%

TV4 5179%  5463)%  16,1(88)%  14,981)™%T 21,2(85)°%  20,3(82)°

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05).

4.2.5 Correlacion de las variables del bioensayo de biocontrol y de

antibiosis

Se detectd correlacion entre las variables amarillamiento y porcentaje de incidencia

(p=0,03 r=0,034), entre la marchitez y el porcentaje de incidencia (p=0,03 1r=0,33), entre

marchitez y amarillamiento (p=0,001 r=0,99), entre las variables decoloracion del cormo y

amarillamiento (p=0,001 r=0,49) entre la decoloracion del cormo y la marchitez (p=0,001
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=0,46) entre las variables altura de la planta y la marchitez (p=0,03 r=-0,34), entre la altura de
la planta y el amarillamiento (p=0,03 r=-0,34). Asi mismo se detectd correlaciones entre la
variable peso radical de la planta y el amarillamiento (p=0,001 r=-0,54), la marchitez (p=0,001
r=-0,55) y la decoloracion del cormo (p=0,001 r=-0,49). Para el peso del follaje se detectd
correlacion entre el amarillamiento (p=0,001 r=-0,69), la marchitez (p=0,001 r=-0,70) y la
decoloracion del cormo (p=0,01 r=-0,4). Para el peso de la planta se detectd correlacion en las
variables amarillamiento (p=0,001 r=-0,67), marchitez (p=0,001 r=-0,68) y decoloracién del
cormo (p=0,01 r=-0,44) (Cuadro 14).

No obstante, no se detectd correlacion para la variable reduccion del crecimiento de los
aislados de Fusarium oxysporum f. sp. cubense en la prueba de cocultivo en comparacion a las
demas variables de la prueba de biocontrol en el presente estudio.

Cuadro 14. Comportamiento de los 20 mejores aislamientos endofiticos de Trichoderma spp., en las pruebas de
cocultivo y biocontrol por medio de una prueba de coeficiente de correlacion de Spearman

Variables C.r.FOC % Incidenc. Amarill. Marchit. D.cormo Altura No.hoja D.pseud. Anch. ter.h. P. radical P.follaje P.planta

C.r.FOC 1,00 0,98 0,83 I8 0,7 0,11 0,35 0,11 0,46 0,48 0,43 0,41
% Incidenc. 0,00 1,00 0,03 0,03 0,96 0,79 0,3 0,66 0,75 0,55 0,92 0,73
Amarill. -0,03 0,34 1,00 0,00 0,00 0,03 0,14 0,06 0,71 0,00 0,00 0,00
Marchit. -0,05 0,33 1,00 1,00 0,00 0,03 0,15 0,05 0,83 0,00 0,00 0,00
D. cormo -0,06 -0,01 0,49 0,46 1,00 0,32 0,75 0,73 0,69 0,00 0,01 0,01
Altura -0,25 0,04 -0,34 -0,34 -0,16 1,00 0,35 0,45 0,39 0,75 0,13 0,17
No. hoja 0,15 -0,16 -0,23 0,22 0,05 0,14 1,00 0,24 0,92 0,45 0,92 0,99
D. pseud. 0,25 -0,07 -0,29 0,3 0,06 0,12 0,18 1,00 0,75 0,05 0,02 0,01
Anch. ter.h. 0,12 0,05 -0,06 -0,03 0,06 0,13 0,02 0,05 1,00 0,29 0,8 0,69
P. radical 0,11 0,09 -0,54 0,55 0,49 0,05 -0,12 0,31 0,16 1,00 0,00 0,00
P. follaje 0,12 0,02 -0,69 0,7 -0,4 0,24 0,02 0,35 -0,04 0,81 1,00 0,00
P. planta 0,13 0,05 -0,67 -0,68 -0,44 0,21 0 0,38 -0,06 0,89 0,98 1,00

4.2.6 Agrupacion de los aislamientos endofiticos de Trichoderma spp., por
medios de las variables repuestas en la prueba de biocontrol
Por medio de un dendograma se identificé el indice de distancia de Euclidea y el
método de Ward, donde fueron separados 6 grupos de aislamientos endofiticos de

Trichoderma spp., (Figura 12) por medio de las variables respuestas evaluadas en la prueba de

biocontrol (Cuadro 15).

51



TBI1-FOC4
TCL2-FOC2 E

TES-FOC2

TC6-FOC4

TV4-FOC4

TS2-FOC4

TES5-FOC4

TCL6-FOC2
TMI1-FOC4
TMI1-FOC2 EE—
TV4-FOC2
TP3-FOC2
TCL4-FOC4
TCL4-FOC2
TV3-FOC2

TC8-FOC4

TCL2-FOC4
TC12-FOC4
TD3-FOC4
TCL6-FOC4
TC12-FOC2
TD7-FOC4

TV3-FOC4
TD7-FOC2
TC6-FOC2
TD6-FOC4
TCL1-FOC4
TJ5-FOC4
TC2-FOC2
TP3-FOC4 _
TS2-FOC2
TBI1-FOC2
TJ5-FOC2

TD3-FOC2
TheFOC2 —

TC9-FOC4
TCL1-FOC2
TC8-FOC2
TC9-FOC2

T T T T
0,00 6,31 12,63 18,94 25,26

Q@ Grupo (1) o Grupo (2) O Grupo (3) O Grupo (4) @ Grupo (5) @) Grupo (6)

Figura 12. Dendograma de grupos de aislamientos endofiticos de Trichoderma spp.

Por medio de esta agrupacion, se identificaron 3 grupos importantes. Por que
obtuvieron los promedios mas altos para la reduccion de la incidencia, amarillamiento,
marchitez y decoloracion del cormo, pero estos promedios variaron para cada uno de los
grupos, por haber presentado distintos comportamientos en el bioensayo de biocontrol.
Ademas, estos grupos promovieron parametros de crecimientos en las vitroplantas del cultivar
Gros Michel (AAA) en condiciones de invernadero (Figura 12). El grupo 1 esta conformado
por los aislamientos endofiticos de Trichoderma spp., TC9, TC8, TCL1, TD6 y TD3. El TC9
fue efectivo en los aislados de FOC2 y FOCA4. El grupo 4 fueron los aislamientos de
Trichoderma spp., TI5, TB1, TS2, TP3, TC2, TCL1 y TD6; en este grupo TJ5 mostrd efecto
en los aislados FOC2 y FOC4, y el grupo 6 compuesto por TC6, TD7 y TV3, que no
mostraron un efecto particular sobre los dos aislamientos de Foc (Figura 12).

Se procedid a clasificar los grupos de aislamientos endofiticos de Trichoderma spp.,
por medio de una tabla, donde se obtuvieron los numeros de individuos y los promedios de las

variables de sintomas externos e internos, parametros de crecimiento y de peso que componen
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a cada grupo (Cuadro 15). La variable altura no presentd diferencias significativas en los
grupos de este bioensayo, contrario a las variables de incidencia, amarillamiento, marchitez,
decoloracion del cormo, parametros de crecimiento y de peso que si mostraron diferencias
significativas (Cuadro 15). El grupo 1, present6 6 individuos con los promedios de reduccion
del amarillamiento mas alto con 0,73 y decoloracion del cormo con 0,85; asi mismo con los
promedios mas altos para el peso radical y el peso del follaje con 0,67 y 0,76; pero no asi en
incidencia, marchitez, nimero de hojas, didmetro del pseudotallo y ancho de la tercera hoja
con los promedios mas bajos (Cuadro 15). Sin embargo el grupo cuatro presentd ocho
individuos, obteniendo los mayores promedios para la reduccion de la incidencia con 0,36 y
amarillamiento con 0,68; para nimero de hojas obtuvo un promedio de 0,68 y didmetro del
pseudotallo de 0,47, pero este grupo no es muy bueno para la reducciéon de marchitez y
decoloracion del cormo, ademas, presentd los promedios mas bajos en ancho de la tercera
hoja, peso radical y peso del follaje (Cuadro 15). En el grupo seis fueron tres individuos que
obtuvieron altos promedios en la reduccion de la incidencia con 0,29 y amarillamiento con
0,61 y los promedios mas altos en el nimero de hojas con 0,72, didmetro del pseudotallo con
0,6 y ancho de la tercera hoja con 0,67 a diferencias de los grupos uno y cuatro. Pero sus
promedios fueron bajos en la reduccion de la marchitez y decoloracion del cormo con 0,4 y
0,38.

Cuadro 15. Clasificacion de los grupos de aislamientos endofiticos de Trichoderma spp., obteniéndose el nimero
de individuos y el promedio para cada grupo en sus variables

Grupo Incidencia Amarillamiento Marchitez D. cormo Altura No. hoj. D. pseud. Anch. ter. h. P. radical P. follaje n

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0.05).

53



5 DISCUSION

5.1 Bioensayo 1. Prueba de antibiosis sobre los tres aislamientos de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense

Los aislamientos endofiticos de Trichoderma spp., mostraron la reduccion del
crecimiento radial del patogeno Fusarium oxysporum f. sp. cubense, para los aislados FOC2 y
FOC4 en condiciones in vitro, seleccionando 20 hongos endofiticos. Los aislados que
obtuvieron la mayor inhibicion de crecimiento fueron TB1 con 53, 46% en el aislado FOC4 y
TV3 con 38,82% para el aislado FOC2. Su diferencia en el porcentaje de reduccion es clara,
ya que el crecimiento radial de FOC4 es mucho mayor con respecto a FOC2. Por lo tanto el
efecto de reduccion de FOC4 es mayor al confrontarse con los aislados endofiticos de
Trichoderma spp., este cocultivo entre los dos organismos desencadena varios procesos,
siendo el crecimiento del micelio de Trichoderma rapido, para competir por espacio y fuentes
de nutrientes que estan presentes en el plato Petri de PDA al 100% acidificado, generando un
efecto indirecto en la reduccion del crecimiento radial de los aislamientos de FOC2 y FOC4 al
ocupar su espacio y suministro de nutrientes (Howell 2003; Woo et al., 2006; Vinale et al.,
2008). Al momento del cocultivo, la actividad micoparasitica de Trichoderma, provoca una
desintegracion de las paredes celulares del patdgeno y muerte del mismo (Howell 2003; Woo
et al., 2006; Vinale et al., 2008). Este efecto directo sobre las estructuras de sobrevivencia y
reproduccion del patégeno provoca posiblemente su inhibicion de crecimiento en condiciones
in vitro. Con base a estos posibles argumentos, el mecanismo de antibiosis no se gener6 en
esta prueba realizada en este estudio, por que se seleccionaron 20 aislados de hongos
endofiticos que no tuvieron consistencia en la prueba de biocontrol.

Estudios realizados con los aislamientos del patogeno Fusarium oxysporum f. sp.
cubense, FOC2 y FOC4, por Lara (2009) utilizando bacterias endofiticas reportd un 65% de
reduccion del crecimiento radial de estos aislados, para una prueba de antibiosis, mecanismo
que no se presentd durante la prueba de biocontrol. Asi mismo Noreskal (2010) encontro la
inhibicion del crecimientos radial del patogeno Fusarium oxysporum f. sp. cubense raza 1, por
los aislamientos de hongos y bacterias endofiticas en condiciones in vitro, que posteriormente
fueron evaluadas en prueba de biocontrol, obteniendo un comportamiento diferente.

Varios autores encontraron la reduccion del crecimiento radial de Fusarium oxysporum

f. sp. cubense, en condiciones in vitro, pero al momento que fueron seleccionados para la
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prueba de biocontrol estos se comportaron diferentes, por lo que se expresan varios
mecanismos y la antibiosis es un mecanismo que no esta presente en esta seleccion (Mitov y
Oliva 1975; Raguchander ef al., 1997; Saravanan et al., 2003; Thangavelu et al., 2003; Zhang
et al., 2004, Thangavelu et al., 2004; Nel et al., 2006).

De acuerdo a lo anterior, en este estudio se presentaron distintos mecanismos de accion

en la actividad antagonista de los aislamientos endofiticos de Trichoderma spp.

5.2 Bioensayo 2. Prueba de biocontrol sobre los dos aislamientos de
Fusarium oxysporum f. sp. cubense

No se presentd correlacion para la prueba antibiosis con respecto a la prueba de
biocontrol, debido a que la seleccion de los 20 aislamientos endofiticos de Trichoderma spp.,
que redujeron el crecimiento radial del patogeno Fusarium oxysporum f. sp. cubense, para los
aislamientos de FOC2 y FOC4; no presentaron este efecto al momento que se evaluaron en la
segunda etapa las mediciones de incidencia, sintomas externos e internos, parametros de
crecimientos y peso en las vitroplantas de banano del cultivar Gros Michel (AAA).
Demostrando un comportamiento totalmente distinto sobre los aislamientos de FOC2 y FOC4
al momento que se integran los factores suelo, planta, humedad y temperatura en las
condiciones de invernadero.

Para las evaluaciones de incidencia donde sobresale el aislamiento endofitico de
Trichoderma spp., TJI5 que demostrd un efecto en el porcentaje de reduccion de la enfermedad
Mal de Panama. Este efecto de reduccion en la incidencia fue de 37,5% para el aislado FOC2
y para el aislado FOC4 fue de 62,5% al final de la octava medicion. Por lo que el aislado
FOC4 fue mas patogénico con respecto al aislado FOC2, para la incidencia. Este aislado
endofiticos de Trichoderma spp., TI5 retrasé la aparicion de los sintomas externos en mas de
tres semanas, aumentando el periodo de incubacién de la enfermedad en condiciones de
invernadero. Este efecto en retardar el periodo de incubacion de la enfermedad, posiblemente
se deba a la colonizacion y establecimiento temprano en el sustrato esterilizado, en el sistema
radical, tejidos internos del cormo y los tejidos vasculares de la planta por el aislado endofitico
de Trichoderma spp., TJ5, mostrando una mayor competencia para ocupar estos espacios, que
son colonizados por la mayoria de los patdogenos oportunistas o fitopatdgenos. Ademas, el
aislado de Trichoderma spp., es proveniente de la finca Las Juntas supresora de fitonematodos

que son patdgenos del suelo que estan en interaccion con hongos patogénicos como el caso del
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Mal de Panama. Resultados obtenidos por Lara (2009) demostraron que los aislamientos
endofiticos de la bacteria F7B13 presentd una reduccion de la incidencia entre el 60% y 76%
de la enfermedad al final de la octava evaluacion, para los aislamientos de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense, FOC2, FOC4 y FOCS8. Estos resultados son sumamente
representativos e importantes ya que en este estudio se evaluaron los aislamientos FOC2 y
FOC4 en las vitroplantas de banano del cultivar Gros Michel (AAA). Otros autores refuerzan
la accion de los aislamientos de Trichoderma spp., para la reduccion de la incidencia de la
enfermedad Mal de Panama como Thangavelu et al., (2003) donde reporta que 7. harzianum
Th-10 registr6 una alta reduccion en la incidencia de la enfermedad con 48% a nivel de
invernadero y 51% en condiciones de campo para el combate de Fusarium oxysporum f. sp.
cubense raza 1. Asi mismo Mitov y Oliva (1975) documentaron que las evaluaciones de
incidencia y sintomas externos (amarillamiento y marchitez) de la enfermedad Mal de
Panama, estan ausentes hasta el tltimo dia en las plantas de banano del cultivar Gros Michel
(AAA) inoculadas 7 dias antes con los tres linajes de 7. Lignorum. También Pérez et al.,
(2003) y Pérez et al., (2009) reportaron la eficacia Trichoderma harzianum A34 en la
reduccion de la incidencia y sintomas externos de la enfermedad Mal de Panama en plantas de
Burro CEMSA Bluggoe -ABB, FHIA 03 -AABB y FHIA 23 -AAAB, ademas de mantener su
produccion por mas de cincos afos en suelos conducibles a la enfermedad.

En la variable sintomas externos expresados en amarillamiento y severidad de la
enfermedad Mal de Panama en las vitroplantas de banano del cultivar Gros Michel (AAA), los
sintomas fueron reducidos por las inoculaciones tempranas de los aislamientos endofiticos de
Trichoderma spp., donde TC9 presentd una reduccion eficiente para amarillamiento y
marchitez con 92% para el aislado FOC2, y para el aislado FOC4 el efecto de reduccion fue
menor con 85% para amarillamiento y 86% para marchitez, mostrando una mayor agresividad
de la enfermedad provocada por este aislado de Fusarium oxysporum f. sp. cubense, con
respecto al aislado FOC2. Pero el aislado endofitico de Trichoderma spp., TP3 mostr6 una
reduccion mayor del amarillento y marchitez del 90% y 91% para el aislado FOC4, en
comparacion al aislado FOC2 que obtuvo menor reduccion en amarillamiento y marchitez con
68% y 69% respectivamente. Estos datos demostraron que los aislados endofiticos de
Trichoderma spp., difieren en su capacidad de reduccion de los sintomas externos con
respecto a cada aislado de FOC2 y FOC4. Ademas, el aislado endofitico de Trichoderma spp.,

TCL1 redujo el amarillamiento y marchitez a un 90% para el aislando FOC2, en comparacion
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al aislado FOC4 con una reduccién del 82% para amarillamiento y 83% para marchitez. Con
respecto a la variable sintomas internos provocados por la enfermedad Mal de Panama en las
vitroplantas de banano del cultivar Gros Michel (AAA), el aislado endofitico de Trichoderma
spp., TC9 redujo la decoloracion del cormo a un 74%, seguido por los aislados TD3, TD6,
TC12, TCL1, TCS, TJ5, TC2, TCL4, TP3, TD7, TC6 y TS2 que redujeron la decoloracion del
cormo de 69% a 53% con respecto a los otros tratamientos. Estos datos reflejaron una
activacion de los mecanismos de defensas de las plantas al ser inoculadas por estos
aislamientos endofiticos de Trichoderma spp., a nivel de los tejidos internos, incrementando
su resistencia a las enfermedades (Howell y Hason 2004; Vinale ef al., 2008), principalmente
su efecto de reduccion en las estructuras reproductivas como microconidias, macroconidias y
clamidosporas que son las causantes de las infecciones y los sintomas externos e internos en
las plantas de banano del cultivar Gros Michel (AAA). Esta reduccion se deba a la activacion
de paredes y principalmente de la membrana celular que detienen el paso del patdogeno y su
tasa de crecimiento, asi como evitar la colonizacion y el establecimiento de los espacios
intercelulares, que son ocupados tempranamente por los hongos endofiticos de Trichoderma
spp., ademads, de activar la produccion de enzimas liticas y metabolitos toxicos favoreciendo el
biocontrol (Harman et al., 2004; Vinale et al., 2008).

Con respecto a los menores niveles amarillamiento y marchitez para biocontrol Lara
(2009) encontrd que bacterias endofiticas presentaron menores niveles de amarillamiento y
marchitez siendo F7B5 con 2,13 en comparacion a F7B10 con 4,23 para los aislados FOC2,
FOC4 y FOCS8. Asi mismo Noreskal (2010) demostré6 que hongos endofiticos presentaron
menores indices de sintomas externos de la enfermedad, donde el aislamiento No.39 fue el que
obtuvo menor indice con 1,6 en comparacion con el testigo Foc con 2,6. Saravanan et al.,
(2003) y Raguchander et al., (1997) documentaron los menores indice de porcentajes de
marchitez en plantas de banano del cultivar Rasthali susceptibles a la raza 1 de Foc durante 11
meses con 22, 23% y 18,06% al inocularlas previamente con tratamientos de P. fluorescentes,
T. viride, T. harzianum y aplicaciones de torta de neem en comparacion al control con 55,61%.

El aislamiento endofitico de Trichoderma spp., TC9 mostr6 un efecto sobre los
aislamientos de Fusarium oxysporum f. sp. cubense, FOC2 y FOC4, al final de las
evaluaciones realizadas en el bioensayo biocontrol en el presente estudio. Logrando una
reduccion de los sintomas externos e internos en las vitroplantas de banano del cultivar Gros

Michel (AAA). Este aislado endofitico TC9 es proveniente de la finca Cartagena, siendo una
57



finca supresora a fitonematodos que también atacan el sistema radical al igual que el hongo
causante del Mal de Panama; la mayoria de los aislados endofiticos de Trichoderma spp., que
mostraron los menores indices de enfermedad y las mayores reducciones, son provenientes de
esta finca, posiblemente este aislado TC9 presenté mecanismo de biocontrol mas duraderos y
eficientes a los aislados FOC2 y FOC4 con respecto al resto de los aislados endofiticos de
Trichoderma spp.

Esto ha permitido que los aislamientos endofiticos de Trichoderma spp., funcionen
como agentes de biocontrol para el manejo de las enfermedades transmitidas por fitopatdogenos
del suelo, incrementando la resistencia sistémica en las plantas de banano (Pocasangre 2000;
Pocasangre et al., 2000; Thangavelu et al., 2003; Chet et al., 2004; Forsyth et al., 2006; Nel et
al., 2006; Mausan et al., 2007; Vinale et al., 2008; Mendoza y Sikora 2009; Hoyos-Carvajal et
al., 2009).

5.3 Promocion de crecimiento de los aislados endofiticos de Trichoderma
SPP-

En la presente investigacion el aislamiento endofitico de Trichoderma spp., TCLI
increment6 desde un 109% hasta 148% el peso de la planta, peso del follaje y peso de la raiz.
TCL1 aument6 los parametros de peso con la interaccion FOC2, en comparacion a la
interaccién con FOC4 donde estos parametros decrecieron. Este comportamiento fue debido a
que el aislado FOC4 es mas agresivo, disminuyendo el peso de las plantas. Asi mismo
aislamientos endofiticos de Trichoderma spp., TC9, TC12, TCS8, TS2, TD7, TCL6, TB1 y TJ5
presentaron los mejores pesos de raiz, follaje y de la planta con respecto a los aislados FOC2 y
FOC4 bajo condiciones de invernadero. Esto es favorecido por la colonizacion y el
establecimiento de los Trichoderma spp, en las raices, promoviendo el crecimiento radical, del
follaje y la disponibilidad de nutrientes como nitréogeno, fosforo, potasio, manganesio y hierro,
vital para aumentar la resistencias a las enfermedades y mejorar la produccion (Harman et al.,
2004; Vinale et al., 2008). Los aislamientos endofiticos de Trichoderma spp., que aumentaron
el crecimiento de las plantas en las variables altura, nimero de hojas, didmetro del pseudotallo
y el ancho de la tercera hoja son TCL6, TV3, TD7, TD6, TS2 y TC8 con respecto a las
distintas interacciones de los aislados de FOC2 y FOC4. Estos resultados concuerdan con los
encontrados por Lara (2009) donde documentd que bacterias endofiticas F3P2, F1B9,

F2PA1S5, F7B13 y F1BS incrementaron los parametros de nimero de hojas, didmetro del
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pseudotallo, largo de la tercera hoja, peso de la planta, peso del follaje y peso de la raiz.
Resultados similares fueron encontrados por Noreskal (2009) y Ting et al., (2008), quienes
realizaron inoculaciones con aislamientos de hongos y bacterias endofiticas que promovieron
los parametros de crecimiento en plantas de banano.

En este estudio se encontraron 3 grupos de aislamientos endofiticos de Trichoderma
spp., que presentaron diferencias significativas en los promedios de las variables de
incidencia, amarillamiento, marchitez, decoloracion del cormo y los pardmetros de
crecimiento y de peso. Pero estos grupos se comportaron de forma diferente en la reduccion de
los sintomas externos e internos y para la promocion de los parametros de crecimiento.
Mostrando falta de correlacion, ya que un grupo reduce la incidencia y amarillamiento, pero
no marchitez y decoloracion del cormo. Esto también sucede con las variables de crecimiento,
unos mostraron efecto en el peso de la raiz y del follaje, pero no en las variables de
crecimiento.

El grupo uno mostré los promedios mas altos en la reduccion del amarillamiento y
decoloracion del cormo con 0,73 y 0,85. Sin embargo el grupo cuatro y seis obtuvieron los
promedios mas alto en la reduccion de la incidencia con 0,36 y 0,29; pero en la reduccion del
amarillamiento mostraron un promedio de reduccién inferior al grupo uno con 0,68 y 0,61. No
obstante el grupo cinco fue representativo en la reduccién de la marchitez con el promedio
mas alto de 0,86 superando a los grupos uno, cuatro y seis.

El grupo uno mostr6 los promedios mas alto en las variables peso de la raiz y peso del
follaje con 0,67 y 0,76; seguidos por los grupos seis y cuatro que mostraron promedios
inferiores en el peso del follaje con 0,66 y 0,65. Sin embargo el grupo seis mostrd los
promedios mas altos en las variables nimero de hojas con 0,72, didmetro del pseudotallo con
0,60 y ancho de la tercera hoja con 0,67; posteriormente los grupos cuatro y uno mostraron los
promedios inferiores en el nlimero de hojas con 0,68 y 0,62; ademas de los promedios mas
bajos en el diametro del pseudotallo en el grupo cuatro con 0,47 y el grupo uno con 0,53.

De acuerdo a este comportamiento los grupos de aislamientos endofiticos de
Trichoderma spp., son capaces de promover el desarrollo vegetativo de las plantas del cultivar

Gros Michel (AAA) en condiciones de invernadero (Vinale ef al., 2008).
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6 CONCLUSIONES

6.1 Prueba de antibiosis

e Veinte de cincuenta aislamientos endofiticos de Trichoderma spp., redujeron
significativamente el crecimiento radial de los aislamientos de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense en comparacion con los testigos FOC2 y FOC4.

e Los hongos endofiticos TV3 y TBI inhibieron desde un 38,82 a 53,46% de
crecimiento radial de Fusarium oxysporum f. sp. cubense en comparacion con
los testigos FOC2 y FOCA4.

e Los hongos endofiticos TB1, TC12, TC2, TC6, TCS, TC9, TCL1, TCL2,
TCL4, TCL6, TD3, TD6, TD7, TES, TJ5, TM1, TP3, TS2, TV3 y TV4
presentaron el mayor efecto de inhibicion y fueron seleccionadas para la prueba

de biocontrol.

6.2 Prueba de biocontrol

e Entre los aislamientos endofiticos de Trichoderma spp., seleccionados en
prueba de antibiosis y prueba de biocontrol, no existié consistencia, por lo tanto
la antibiosis como mecanismo de accion se descarta.

e El hongo endofitico TJ5 retardé la aparicion de los sintomas externos en mas
de tres semanas en comparacion con los otros tratamientos, presentando 37,5%
de incidencia.

e Los hongos endofiticos TC9, TP3 y TCL1 redujeron desde un 92% hasta 90%
los sintomas externos de la enfermedad en comparacion de los testigos
referenciales.

e Los aislados endofiticos de Trichoderma spp., TC9, TC8, TCL1, TD6 y TD3
del grupo uno presentaron los promedios mdés altos en reduccion de
amarillamiento y decoloracion del cormo con 0,73 y 0,85. Sobresaliendo el
aislado TC9 que presentd un efecto sobre los aislados FOC2 y FOCA4.

e Los hongos endofiticos TC9, TD3, TD6, TC12, TCL1, TC8 y TJ5 redujeron la
enfermedad desde un 74% hasta 63% la decoloracion del cormo en

comparacion a los demas tratamientos.
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6.3 Promocion de crecimiento

El hongo endofitico de Trichoderma spp., TCL1 increment6 el peso de laraiz y
el peso del follaje y de la planta en un 109% y 148% respectivamente en
comparacion al testigo absoluto.

El hongo endofitico TCL6 increment6 la altura de las plantas; TV3, TD7 y TD6
aumentaron el nimero de hojas y TCL4 present6 un aumento en el ancho de la
tercera hoja.

Los aislados endofiticos de Trichoderma spp., TC9, TC8, TCL1 y TD6, asi
como el grupo uno presentaron los promedios mas altos en el peso de la raiz

con 0,67 y peso del follaje con 0,76.
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7 RECOMENDACIONES

Repetir la prueba de biocontrol con el nuevo grupo é¢lite de hongos endofiticos
TC9, TC8, TCL1, TD6 y TD3 que se ha generado de esta nueva investigacion,
para confirmar la consistencia a la accidon antagonista de los hongos endofiticos
en el biocontrol de Fusarium oxysporum f. sp. cubense.

Realizar evaluaciones para la promocion de crecimiento vegetativo de los
hongos endofiticos é¢lite TC9, TC8, TCL1, TD6 y TD3 en ausencia del
patdgeno.

Realizar estudios de campo con los hongos endofiticos ¢élite TC9, TCL1 y TJ5
en suelos bananeros donde esté la enfermedad.

Realizar analisis moleculares a los hongos endofiticos de Trichoderma spp.,
élite TC9 y TCS8 procedentes de la finca Cartagena, para su identificacion y

estudios posteriores como agentes de biocontrol.
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Anexo 1. Modelos lineales generales y mixtos para el amarillamiento y marchitez de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense en la prueba de biocontrol

Anédlisis de la varianza

Variable N R? R2 Aj CV
Amarillamiento 1980 0,24 0,23 59,72

Cuadro de Anadlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 1069,92 47 22,76 13,24 <0,0001
Tratamiento 604,87 42 14,40 8,38 <0,0001
Evaluacioén 465,05 5 93,01 54,10 <0,0001
Error 3321,44 1932 1,72
Total 4391, 36 1979

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.53656
Error: 1.7192 gl: 1932

Tratamiento Amarillamiento
Testigo Absoluto LA

TC9-FOC2 14 A B

TP3-FOC4 148 A B C
TCL1-FOC2 1,52 A B ¢

TC2-FOC2 1,6 B ¢ D
TV3-FOC4 1,63 B ¢ D E
TD6-FOC2 1,67 B ¢ D E F
TV4-FOC2 1,69 B ¢ D E F
TS2-FOC2 7T B ¢ D E F
TC9-FOC4 1,73 B ¢ D E F
TD3-FOC2 1,73 B ¢ D E F
TD6-FOC4 1,74 B ¢ D E F
TB1-FOC2 75 B ¢ D E F
TJ5-FOC2 1,76 B ¢ D E F
TC8-FOC2 181 B ¢ D E F G
TCL1-FOC4 19 B ¢c b E F G H
TC6-FOC2 198 ¢ p E F G H 1
Testigo Ref,-FOC2 207 p E F G H 1 1
TC12-FOC2 21 p EF G HI1 I
TM1-FOC2 213 p EF G H 1 J
TJ5-FOC4 213 p EF G H 1 J
TD3-FOC4 213 p E F G H 1 I
TCL4-FOC4 215 g F G H 1 J
TD7-FOC4 217 F 6 H 1 J K
TD7-FOC2 217 F G H 1 J K
TCL4-FOC2 231 6 H 1 J K L
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TM1-FOC4
TCL2-FOC4
TCL6-FOC2
TC6-FOC4
TC12-FOC4
TV3-FOC2
TP3-FOC2
TCL6-FOC4
TC2-FOC4
TC8-FOC4
TES5-FOC4
TES-FOC2
TV4-FOC4
TS2-FOC4
TCL2-FOC2
TBI-FOC4
T.-FOC4

2,38
2,38
2,4
2,46
2,54
2,57
2,58
2,58
2,69
2,71
2,83
2,9
3,05
3,13
3,25
3,31
3,35

T v 0O Z I C O R < < <@ <= = @m Iz

P

T o ZZ O ARAAARAR S T2

U 0O z z I oo OO RS S

T 00 ZzZ2zZ2Z2ZCRAKR

0z =z 2z =ZzZzr o

o

£ X £

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)

Variable

R2 Aj

C

v

Marchitez

0,25

0,23 60,66

Cuadro de Andlisis de la Varianza

(SC tipo III)

F.V. gl CM F p-valor
Modelo 47 23,71 13,91 <0,0001
Tratamiento 42 13,41 7,87 <0,0001
Evaluacién 5 110,23 64,66 <0,0001
Error 1932 1,70
Total 1979

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.53430

Error: 1.7047 gl: 1932

Tratamiento Marchitez
Testigo Absoluto 1 A

TC9-FOC2 1,4 A B

TP3-FOC4 1,45 A B C
TCL1-FOC2 1,52 A B C D
TV3-FOC4 1,58 B C D E
TC2-FOC2 1,58 B C D E
TD6-FOC2 1,62 B CDEF
TV4-FOC2 1,69 B CDETF G
TS2-FOC2 1,69 B CDETF GH
TD3-FOC2 1,71 B CDETF GH
TC9-FOC4 1,71 B CDETF GH
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TB1-FOC2
TJ5-FOC2
TD6-FOC4
TC8-FOC2
TCL1-FOC4
TC6-FOC2
TC12-FOC2
Testigo Ref,-FOC2
TM1-FOC2
TJ5-FOC4
TCL4-FOC4
TD3-FOC4
TM1-FOC4
TD7-FOC4
TD7-FOC2
TCL2-FOC4
TCL4-FOC2
TCL6-FOC2
TC6-FOC4
TC12-FOC4
TCL6-FOC4
TP3-FOC2
TV3-FOC2
TC2-FOC4
TC8-FOC4
TES-FOC4
TES-FOC2
TS2-FOC4
TCL2-FOC2
TV4-FOC4
TB1-FOC4
Testigo Ref,-FOC4

1,73
1,74
1,74
1,77
1,86
1,98
2,02
2,02
2,04
2,06
2,1

2,12
2,15
2,17
2,17
2,23
2,25
2.4
2,46
2,48
2,52
2,54
2,57
2,65
2,67
2,81
2,93
3,04
3,04
3,05
322
3,25
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Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)
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Anexo 2. Modelos lineales generales y mixtos para la decoloracion del cormo y las medias de los
efectos principales de los Trichoderma spp., para Fusarium oxysporum f. sp. cubense

An4dlisis de la varianza

Variable

N

RZ

R2 Aj CV

RAIZ Decoloracion de

304

0,17

0,04 24,58

Cuadro de Anédlisis de la Varianza

(SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 9,25 39 0,24 1,34 0,0938
trico 5,01 19 0,26 1,49 0,0875
foc 0,81 1 0,81 4,62 0,0326
trico*foc 3,40 19 0,18 1,01 0,4441
Error 46,60 264 0,18
Total 55,84 303

Test:LSD Fisher Alfa=0.05 DMS=0.30018

Error: 0.1765 gl: 264
Trichoderma D. cormo

TC9 1,48 A

TD3 1,52 A B

TCS8 1,57 A B C
TC12 1,58 A B C
TD6 1,59 A B C

TJ5 1,61 A B C
TCL1 162 A B Cc D
TC2 1,65 A B C D E
TP3 1,66 A B Cc D E
TCL4 1,69 A B C D E
TD7 1,73 A B C D E
TC6 1,74 A B C D E
TV4 1,766 A B ¢ D E
TCL6 18 B Cc D E
TS2 I8 B c D E
TCL2 1,83 ¢ b E

TB1 185 ¢ b E

TV3 1,85 ¢ D E

T™1 191 b E

TES 1,94 g

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)
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Anexo 3. Modelos lineales generales y mixtos para peso radical, peso del follaje y peso de la planta

modelo007 Peso.radical.g REML<-gls (Peso.radical.g~1+Tratamiento
,weight=varComb (varIdent (form=~1|Cluster))

,method="REML"
,na.action=na.omit
,data=R.data0é6)

Resultados para el modelo: modelo007_Peso.radical.g REML

Variable dependiente:Peso.radical.g

Medidas de ajuste del modelo

N AIC BIC logLik Sigma R2 0
327 1469,00 1640,50 -687,50 3,33 0,17
AIC y BIC menores implica mejor
Pruebas de hipotesis secuenciales

numDF F-value p-value
(Intercept) 1 3445,57 <0, 0001
Tratamiento 2,48 <0, 0001

Medias ajustadas para Tratamiento

LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidn de p-valores: No

Tratamiento Peso radical
TCL1-FOC2 9,56 A
TC9-FOC2 8,55 A B
TC12-FOC2 83 A B C
TC9-FOC4 819 A B C
TC8-FOC2 8,11 A B ¢ D
TS2-FOC2 8,03 A B Cc D
TD7-FOC4 783 A B C D
TCL6-FOC4 7,68 A B C D
TB1-FOC2 74 A B C D E
TI5-FOC2 73 A B C D
TCL4-FOC4 7,16 B ¢ D E
TCL1-FOC4 7,14 B ¢ D E
TC2-FOC2 71 B ¢ D E
TD6-FOC2 706 B ¢ D E
TM1-FOC4 705 B ¢ D E
TD3-FOC4 6,99 B ¢ D E
TC6-FOC2 6,96 B ¢ D E
TP3-FOC4 6,83 B C D E
TI5-FOC4 6,76 B C D E
TCL4-FOC2 6,75 B ¢ D E
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TD3-FOC2 6,69 B
Testigo Ref,-FOC2 6,67 B
TD7-FOC2 6,58 B
Testigo Absoluto 6,45 B
TC12-FOC4 6,41 B
Testigo Ref,-FOC4 6,34 B
TV3-FOC2 6,31 B
TC8-FOC4 6,24 ¢
TP3-FOC2 6,04 c
TCL2-FOC2 5,96 ¢
TM1-FOC2 5,89 ¢
TCL2-FOC4 5,88 ¢
TES-FOC2 5,83 ¢
TD6-FOC4 573 p
TV3-FOC4 573 b
TC2-FOC4 573 p
TV4-FOC4 537 b
TV4-FOC2 5,14 p
TB1-FOC4 513 p
TES-FOC4 5,08 E
TS2-FOC4 5,06
TC6-FOC4 4,96 E
TCL6-FOC2 491 E

m o mmm g g o g oooaoaoaoaaanan

RGN - canc R vl vl v v vl v )

m | m o momm

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)

modelo006 Peso.foliar.g REML<-gls(Peso.foliar.g~l+Tratamiento
,weight=varComb (varIdent (form=~1|Cluster))

,method="REML"
,na.action=na.omit
,data=R.data06)

Resultados para el modelo: modelo006_Peso.foliar.g REML

Variable dependiente:Peso.foliar.qg

Medidas de ajuste del modelo

N AIC BIC logLik Sigma R2 0
327 1937,93 2109,43 -921,97 8,03 0,17
AIC y BIC menores implica mejor
Pruebas de hipétesis secuenciales

numDF F-value p-value
(Intercept) 1 3884,17 <0, 0001
Tratamiento 42 2,15 0,0001
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Medias ajustadas para Tratamiento

LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidn de p-valores:

No

Tratamiento Peso foliar
TCL1-FOC2 21,46 A

TS2-FOC2 20,59 A B
TC9-FOC4 1983 A B C
TD7-FOC4 1944 A B C
TP3-FOC4 1944 A B ¢ D
TD7-FOC2 1925 A B ¢ D E
TI5-FOC2 19,17 A B ¢ D EF
TC12-FOC2 19,10 A B C D E F
TC6-FOC2 1904 A B C D EF
TC8-FOC2 1853 A B C D EF
TC9-FOC2 1850 A B ¢ D E F
Testigo Absoluto 1833 A B C D E F
TB1-FOC2 1830 A B C D E F
TD6-FOC2 1826 A B C D E F
TD3-FOC2 1809 A B ¢ D E F
TM1-FOC4 18,09 A B ¢ D E F
TI5-FOC4 17,76 A B C D E F
TM1-FOC2 1750 A B ¢ D E F
TC2-FOC2 1743 A B C D E F
TCL6-FOC4 1731 A B C D EF
TD3-FOC4 17,15 A B ¢ D EF
TCL1-FOC4 17,06 A B C D E F
TCL4-FOC4 1646 A B ¢ D E F
TC12-FOC4 1640 A B C D E F
TV3-FOC4 16,14 A B ¢ D E F
TV4-FOC2 1605 A B C D E F
TE5-FOC2 1520 A B C D E F
TC8-FOC4 1500 B ¢ D E F
TD6-FOC4 1499 B ¢ D E F
TV4-FOC4 1491 B ¢ D E F
Testigo Ref,-FOC4 1481 B ¢ D E F
TCL2-FOC4 1468 B ¢ D E F
TV3-FOC2 1466 B ¢ D E F
TCL4-FOC2 1428 ¢ D E F
TC2-FOC4 1389 D E F
TCL2-FOC2 1389 D E F
Testigo Ref,-FOC2 13,70 £ F
TC6-FOC4 13,65 E F
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TP3-FOC2 13,58 F
TES5-FOC4 12,96 F
TCL6-FOC2 12,90
TS2-FOC4 12,06
TBI1-FOC4 11,72

Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)

modelo008 Peso.planta.g REML<-gls(Peso.planta.g~l+Tratamiento
,weight=varComb (varIdent (form=~1|Cluster))

,method="REML"

,na.action=na.omit

,data=R.datal6)

Resultados para el modelo: modelo008 Peso.planta.g REML
Variable dependiente:Peso.planta.qg
Medidas de ajuste del modelo

N AIC BIC logLik Sigma R2 0
327 2118,84 2290,35 -1012,42 11,15 0,17

AIC y BIC menores implica mejor

Pruebas de hipétesis secuenciales

numDF F-value p-value
(Intercept) 1 4215,75 <0, 0001
Tratamiento 42 2,39 <0, 0001

Medias ajustadas para Tratamiento

LSD Fisher (Alfa=0.05)
Procedimiento de correccidn de p-valores: No

Tratamiento Peso de la planta
TCL1-FOC2 31,03 A
TS2-FOC2 28,61 A B
TC9-FOC4 28,01 A B C
TC12-FOC2 27,40 A B C
TD7-FOC4 2727 A B C
TC9-FOC2 27,05 A B C
TC8-FOC2 26,64 A B C D
TJ5-FOC2 2647 A B C D E
TP3-FOC4 26,27 A B C D E
TC6-FOC2 26,00 A B C D E
TD7-FOC2 25,83 A B C D E
TB1-FOC2 25;70 A B C D E
TD6-FOC2 2531 A B C D E
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TM1-FOC4
TCL6-FOC4
TD3-FOC2
Testigo Absoluto
TC2-FOC2
TJ5-FOC4
TCL1-FOC4
TD3-FOC4
TCL4-FOC4
TM1-FOC2
TC12-FOC4
TV3-FOC4
TC8-FOC4
TV4-FOC2
Testigo Ref,-FOC4
TES-FOC2
TCL4-FOC2
TV3-FOC2
TD6-FOC4
TCL2-FOC4
Testigo Ref,-FOC2
TV4-FOC4
TCL2-FOC2
TC2-FOC4
TP3-FOC2
TC6-FOC4
TES-FOC4
TCL6-FOC2
TS2-FOC4
TB1-FOC4

25,14
24,99
24,78
24,78
24,53
24,53
24,20
24,14
23,63
23,39
22,81
21,86
21,24
21,19
21,15
21,03
21,03
20,97
20,71
20,55
20,37
20,29
19,84
19,61
19,61
18,61
18,04
17,81
17,13
16,85
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Letras distintas indican diferencias significativas (p<= 0.05)
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Anexo 4. Correlacion de las variables repuestas de la prueba de biocontrol y antibiosis

Coeficientes de correlacion
Correlacién de Spearman: Coeficientes\probabilidades

Red. Cr. F% Incidenc Amarillamiento Marchitez Decol. Co Altura ~ No. Hoj. D. pseud. Anch. ter. h. Peso radical Peso follaje Peso planta
Red. Cr. Ra 1 0,98 0,83 0,75 0,7 0,11 0,35 0,11 0,46 0,48 0,43 0,41
% Incidenc. -3,20E-03 1 0,03 0,03 0,96 0,79 0,3 0,66 0,75 0,55 0,92 0,73
Amarillamien -0,03 0,34 1 1,10E-10 2,20E-03 0,03 0,14 0,06 0,71 5,00E-04  8,60E-06  1,30E-05
Marchitez -0,05 0,33 1 1 4,10E-03 0,03 0,15 0,05 0,83 3,70E-04  6,50E-06  9,10E-06
Decol. Cornr -0,06 -0,01 0,49 0,46 1 0,32 0,75 0,73 0,69 2,20E-03 0,01 0,01
Altura -0,25 0,04 -0,34 -0,34 -0,16 1 0,35 0,45 0,39 0,75 0,13 0,17
No. Hoj. 0,15 -0,16 -0,23 -0,22 0,05 0,14 1 0,24 0,92 0,45 0,92 0,99
D. pseud. -0,25 -0,07 -0,29 -0,3 0,06 0,12 0,18 1 0,75 0,05 0,02 0,01
Anch. ter. h. 0,12 0,05 -0,06 -0,03 0,06 0,13 0,02 0,05 1 0,29 0,8 0,69
Peso radical 0,11 0,09 -0,54 -0,55 -0,49 0,05 -0,12 0,31 -0,16 1 1,60E-07  7,10E-09
Peso follaje 0,12 0,02 -0,69 -0,7 -0,4 0,24 0,02 0,35 -0,04 0,81 1 2,20E-10
Peso planta 0,13 0,05 -0,67 -0,68 -0,44 0,21 2,10E-03 0,38 -0,06 0,89 0,98 1

Anexo 5. Ranking para los mejores hongos endofiticos de Trichoderma spp.,

en el presente estudio

Tr [0,1]_Altura  [0,1] No. Hoj. [0,1]_D. pseud. [0,1]_Anch. ter. h.  [0,1] Peso radical [0,1] Peso follaje incid amarill decoco  march Suma
TC9-FOC2 0,37 0,83 0,5 0,27 0,78 0,7 0,13 0,83 1 0,18 5,64
TCL1-FOC2 0,58 0,51 0,47 0,04 1 1 0,13 0,78 0,75 0,23
TJ5-FOC2 0,32 09 0,67 0,03 0,51 0,76 0,63 0,68 0,65 0,33
TC6-FOC2 0,45 0,73 0,59 0,54 0,44 0,75 0,38 0,58 0,42 0,44
TP3-FOC4 0,51 0,9 0,51 0,32 0,41 0,79 0,25 0,8 0,6 0,2
TD7-FOC2 0,41 0,68 0,72 0,48 0,36 0,77 0,13 0,5 0,48 0,52
TC8-FOC2 0,43 0,7 0,66 0,01 0,69 0,7 0,13 0,66 0,73 0,34
TV3-FOC4 0,54 0,77 0,48 1 0,18 0,45 0,38 0,73 0,23 0,26
TD6-FOC2 0,59 0,53 0,72 0,12 0,46 0,67 0,13 0,71 0,8 0,28
TB1-FOC2 0,5 0,46 1 0,21 0,54 0,68 0,25 0,68 0,28 0,32 491
TC2-FOC2 0,62 0,7 0,19 02 0,47 0,59 0,38 0,74 0,65 0,26 4,79
TC9-FOC4 0,39 0,7 0,13 0,03 0,71 0,83 0 0,69 1 0,32 4,79
TD3-FOC2 0,47 0,45 0,67 0,25 0,38 0,65 0 0,69 0,85 0,32 4,72
TD7-FOC4 0,38 0,68 0,4 0,27 0,63 0,79 0 0,5 0,48 0,52 4,65
TC12-FOC2 0,39 0,24 0,46 0,32 0,73 0,76 0 0,53 0,76 0,45 4,65
TJ5-FOC4 0,43 0,61 03 0,24 0.4 0,62 0,38 0,52 0,65 0,47 4,61
TD6-FOC4 0,42 09 0,35 0,15 0,18 0,34 0,38 0,69 0,8 0,33 4,52
TS2-FOC2 0,34 0,46 0,49 0 0,67 0,91 0,25 0,7 0,35 0,31 4,47
TC8-FOC4 0,52 0,98 0,37 0,07 0,29 0,34 0,13 0,27 0,73 0,74 4,43
T. abs. 0,44 0,51 0,33 0,12 0,33 0,68 1 1 0 44
TCL4-FOC2 0,32 0,75 0,46 0,35 0.4 0,26 0,25 0,44 0,61 0,56 4,39
TCL1-FOC4 0,29 0,53 0,21 0,04 0,48 0,55 0,38 0,62 0,75 0,38 4,24
TCL6-FOC4 0,47 03 0,47 0,25 0,6 0,57 0 0,33 0,33 0,68 4
TCL4-FOC4 0,28 0,57 0,31 0,1 0,48 0,49 0,13 0,51 0,61 0,49 3,96
TD3-FOC4 0,29 0,06 0,33 0,22 0,45 0,56 0,13 0,52 0,85 0,5 3,89
TV4-FOC2 0,49 0,83 0,41 0,25 0,05 0,44 0 0,71 0,35 0,31 3,84
TV3-FOC2 0,53 0,69 0,47 0,15 03 0,3 0,13 0,33 0,23 0,7 3,83
TM1-FOC2 0,37 0,75 0,46 0,17 0,21 0,59 0,13 0,52 0,11 0,46 3,78
TCL6-FOC2 1 0,59 0,22 0,11 0 0,12 0,25 0,4 0,33 0,62 3,65
TM1-FOC4 0,34 0,75 0,37 0,04 0,46 0,65 0 0,41 0,11 0,51 3,64
TP3-FOC2 0,33 0,38 0,63 0,12 0,24 0,19 0,13 0,33 0,6 0,68 3,64
TE5-FOC4 0,33 0,9 0,47 0,32 0,04 0,13 0,25 0,22 0 0,8 345
TV4-FOC4 0,41 0,55 0,21 0,28 0,1 0,33 0,13 0,13 0,35 0,91 3,39
TC12-FOC4 0,44 0,02 0,03 0,33 0,32 0,48 0 0,34 0,76 0,66 3,39
TS2-FOC4 0,45 1 0,38 0,1 0,03 0,03 0 0,09 0,35 0,91 3,34
TE5-FOC2 0,24 0,51 0,53 0,04 02 0,36 0,13 0,19 0 0,86 3,06
TC2-FOC4 0,56 0,26 0 0,16 0,18 0,22 0 0,28 0,65 0,73 3,04
TC6-FOC4 0,19 0,73 0,05 0,22 0,01 0,2 0,13 0,38 0,42 0,65 2,97
TCL2-FOC2 0,31 0,49 0,38 0,06 0,23 0,22 0 0,04 0,22 0,91 2,85
TB1-FOC4 0,28 0,13 0,44 0,09 0,05 0 0,38 0,02 0,28 0,99 2,65
TCL2-FOC4 0,16 0 0,05 0,4 0,21 0,3 0,13 0,41 0,22 0,55 2,44

90



