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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto nematicida de 7richoderma asperellum y
Trichoderma piluliferum sobre las poblaciones de Radopholus spp. y Meloidogyne spp. en el cultivo de
banano, bajo condiciones de vivero y laboratorio en la provincia de El Oro, Ecuador. La investigacion
se desarrolld mediante un disefio completamente al azar, considerando tres tratamientos: dos con
especies de Trichoderma y un tratamiento control. Las cepas fueron multiplicadas y aplicadas a las
unidades experimentales, realizandose evaluaciones periddicas cada 30 dias. La extraccion e
identificacion de los nematodos se efectuo utilizando el método de embudo de Baermann y observacion
microscopica hasta nivel de género. Los resultados mostraron que ambos tratamientos bioldgicos
redujeron significativamente las poblaciones de nematodos en comparacion con el control,
evidenciando un efecto progresivo a lo largo del tiempo. Trichoderma asperellum presentd una mayor
eficiencia en la supresion poblacional, especialmente en las evaluaciones finales. Estos resultados
confirman el potencial de Trichoderma spp. como una alternativa viable y sostenible para el manejo

bioldgico de nematodos fitoparasitos en el cultivo de banano.
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Nematicidal Evaluation of Two Trichoderma Spp. Species in Banana
Cultivation in Ecuador

ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the nematicidal effect of Trichoderma asperellum and Trichoderma
piluliferum on populations of Radopholus spp. and Meloidogyne spp. in banana cultivation under
nursery and laboratory conditions in El Oro Province, Ecuador. The research was conducted using a
completely randomized design, including three treatments: two with Trichoderma species and a control
treatment. The strains were multiplied and applied to the experimental units, with periodic evaluations
conducted every 30 days. Nematode extraction and identification were performed using the Baermann
funnel method and microscopic observation to the genus level. The results showed that both biological
treatments significantly reduced nematode populations compared to the control, exhibiting a
progressive effect over time. Trichoderma asperellum showed greater efficiency in population
suppression, particularly in the final evaluations. These findings confirm the potential of Trichoderma
spp. as a viable and sustainable alternative for the biological management of phytoparasitic nematodes

in banana cultivation.
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INTRODUCCION

El banano se destaca como una de las frutas tropicales mas consumidas a nivel mundial, principalmente
por su alto valor energético. Mas del 80 % de las exportaciones globales provienen de solo diez paises,
la mayoria ubicados en América Latina y el Caribe, regiones que reunen condiciones optimas para su
cultivo Ecuador lidera la producciéon y exportacion mundial de este fruto, con un promedio anual
cercano a seis millones de toneladas métricas destinadas a diversos mercados internacionales,
constituyéndose en el segundo rubro mas importante de ingreso econémico después del petroleo. En la
actualidad, el banano ocupa el primer lugar entre los productos agricolas de mayor aporte a la economia
nacional, seguido del café y el cacao. Segtin registros del MAGAP, existen 162 039 hectareas cultivadas,
de las cuales el 12 % corresponde a produccion organica y el resto a produccion convencional (Mata
et al., 2021).

Los nematodos fitoparasitos se consideran verdaderos enemigos silenciosos del agricultor, ya que, al
ser organismos microscopicos, actian de manera oculta atacando principalmente las raices. Sus efectos
suelen pasar desapercibidos o confundirse con deficiencias nutricionales o estrés ambiental, lo que
retrasa su diagnodstico y control. Estos parasitos deterioran el sistema radicular y los cormos, reduciendo
el crecimiento vegetal, el nimero de hojas y el tamafio de los racimos. Ademas, su accion favorece la
pudricién de raices y el volcamiento de plantas, ocasionando pérdidas significativas. Los dafios pueden
ser directos, por la destruccion celular, o indirectos, al facilitar la entrada de hongos y bacterias
patdgenas (Guevara et al., 2024).

Ante tal problematica el uso de especies del género Trichoderma spp. se ha vuelto una de las opciones
bioldgicas mas importantes, ya que han demostrado ser muy efectivas en el control de patogenos que
viven en el suelo, entre ellos los nematodos que dafian las raices. Distintas especies de este hongo
destacan por su versatilidad y por actuar como verdaderos aliados naturales: frenan el desarrollo de los
nematodos produciendo compuestos bioactivos, proteinas con efecto nematicida y compitiendo

directamente con ellos en la rizosfera, donde logran establecerse y limitar su proliferacion (Contreras

et al., 2025).




Este estudio tuvo como objetivo evaluar la accion nematicida de dos especies de Trichoderma spp.en
plantas de banano bajo condiciones de vivero y laboratorio para validar su eficacia como herramienta
d control biologico.

METODOLOGIA

Ubicacién del ensayo

La investigacion se realizd en el laboratorio de sanidad vegetal de la Facultad de Ciencias
Agropecuarias, Ubicada en el km 5.5. via Machala-Pasaje, la cual pertenece a la parroquia El Cambio,
Canton Machala Provincia de El Oro, ubicado a Smsnm con una latitud de 3°15°4.03” S y una longitud
de 79°49°1.07” O.

Recoleccion de muestras

Se identificaron plantas en campo con caracteristicas como amarillamiento, volcadas, escaso niimero
de hojas, carente de raices y estas necrdticas, luego se procedié a tomar muestras de suelo cerca de
madre e hijo aproximadamente a 30cm de profundidad, se recogio raices sanas y enfermas en fundas
previamente etiquetadas, esto fue realizado con seleccion al azar de 15 plantas.(Vargas et al., 2011).
Procesamiento de muestras en laboratorio

El estudio de la poblacion de nematodos fitoparasitos se inici6 con la fase de muestreo de raices del
cultivo de banano, la cual es crucial para su deteccion. Siguiendo los protocolos de extraccion de (Araya,
2002) y (Coyne et al., 2007) se procesaron las raices mediante lavado y clasificacion en dos grupos:
funcionales, no funcionales. Tras pesar cada grupo, se homogeneiz6 una muestra de 100 g con trozos
de 1 cm, la cual se licué con 200 ml de agua en dos intervalos de velocidad de 30 segundos. La
suspension se filtrd a través de tamices, finalmente, tras el lavado correspondiente, se recupero el
sedimento retenido en el tamiz de 0.45ml y se aford en un vaso de precipitacion hasta un volumen final
de 200 ml(Gonzalez et al., 2021).

Método extraccion de nematodos

Se utilizé el método de embudo de Baermann como la aplicé Tintori et al. (2022), el cual funciona
gracias a la accion de gravedad. Al colocar la muestra en contacto con agua destilada, los nematodos

debido a su propia densidad desplazan hacia abajo, atraviesan los poros del papel filtro y finalmente se

concentran en la parte inferior de la manguera acoplada al embudo.




Para el analisis, de una muestra inicial de 100 g de raices con infeccion, se tomaron 20 g y se adicionaron
200 ml de agua para facilitar la extraccion El medio liquido recolectado es el que se va a observar con
el microscopio para la identificacion de nematodos (Lopez et al., 2022).

Identificacion y conteo de poblacion de nematodos

Por su tamafio microscdpico por lo general se los trabaja en un medio liquido. Es decir, “pescarlos”
individualmente. Para observarlos, conviene extraerlos de la suspension, colocarlos sobre un porta-
objetos y usar luz transmitida desde la base de una lupa binocular. La identificacion y cuantificacion de
las poblaciones de nematodos se realizd con un microscopio optico a 40x. Se determiné hasta el nivel
de género mediante claves taxondmicas. En cada muestra se tomaron 5 ml de la suspension y se contd
el numero de individuos de cada género(Saharan et al., 2023)

Figura 1. Procesos de conteo de nematodos y observacion.

A)Muestras de raices funcionales y no funcionales.
B) Se tomaron 20g de raices.

C) Visualizacion en estereoscopio.

D) Observacion en microscopio de nematado

E) Observacion con ayuda de imagen focus




Multiplicacion de Trichoderma spp.

Figura 2. Registro de multiplicacion de Trichoderma spp. en sustrato de arroz.

N

A) Trichoderma asperellum.
B) Trichoderma piluliferum.
C) Inoculacion de cepas al sustrato.

D) Colonizaciéon completa en sustrato.

El proceso se inicia con el acondicionamiento del sustrato de arroz, el cual es lavado, hidratado y
dosificado en bolsas de polipropileno. La etapa crucial es la esterilizacion del medio, realizada en
autoclave a 121 °C y 15 psi, para garantizar un ambiente libre de microorganismos contaminantes. Una
vez que el sustrato alcanza la temperatura ambiente, se procede a la inoculacion aséptica dentro de una
campana de flujo laminar, utilizando los discos de micelio y esporas de las cepas puras de Trichoderma
spp. Posteriormente, las bolsas son incubadas en un rango de 25° a 30°C durante 8 a 15 dias, con
agitacion diaria para promover la colonizacion homogénea. El indicador de esporulacion masiva es la
pigmentacion verde intensa del sustrato. Finalmente, el producto se somete a un secado controlado y se
almacena en refrigeracion para maximizar la viabilidad de los conidios a utilizar contra los nematodos
en banano(Ugalde et al., 2024)

Preparacion de inoculo Trichoderma spp.

Se empled la cepa Trichoderma asperellum y Trichoderma piluliferum. Previo a colocar las dos
respectivas dosis de Trichoderma spp. se realizd un protocolo adaptado descrito por Troya y Vaca

(2014) para conteo de esporas para determinar la concentracion de unidades formadoras de colonias

(UFC) en la dosis de inoculacion.




Se realiz66 la disolucion seriada con el fin de disminuir la concentracion de esporas, luego se tomo una
muestra de la Gltima dilucion (5 x 10°) y se colocd en la cdmara Neubauer. Finalmente, bajo el
microscopio se contaron las esporas, teniendo en cuenta las que se encuentran dentro del cuadrante y
excluyendo las que se encuentran en el borde inferior y derecho, considerando también que las 3 lineas
que delimitan el cuadro, las esporas que toquen la segunda linea no fueron contables. Para obtener la
concentracion se calculé mediante la siguiente formula de acuerdo con el protocolo para reproducir
cepas.

(Esporas contadas en los 2 campos)

- Superficie recontada mm?2 x profundidad mm X dilucién
Donde:
Superficie recontada mm?: Es el total del area en que se realizo el conteo de las esporas.
Profundidad de camara: La camara del microscopio estandar viene fabricada con una profundidad de
0,1 mm.
Factor de dilucion: corresponde a la dilucion de la suspension a partir de la cual se tomd la muestra
para el conteo. La dilucion inicial fue 1:10, y cada dilucioén sucesiva se realizd de manera seriada,
incrementando el factor de dilucién en un orden de magnitud (10', 102, 103, etc.), segin el nimero de
diluciones efectuadas.

Figura 3. Proceso de inoculacion de Trichoderma spp. en unidades experimentales.
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A) Peso de sustrato.

B) Disolucion seriada para obtener esporas separadas entre si.
C) Conteo de esporas en camara Neubauer tratamiento.

D) Inoculacién de hongo a unidades experimentales




Diseifio experimental

El experimento se desarroll6 bajo un disefio completamente al azar (DCA) para evaluar la eficiencia de
dos cepas de Trichoderma spp., como agente de control biologico frente a nematodos en plantas de
banano. Para esto se utilizaron 9 plantas de banano cada una de ellas colocadas en rizotrones el cual
consta de un vidrio transparente que nos permitira ir observando el efecto de los respectivos tratamientos
(Vallgjo et al., 2025).

Los tratamientos consistieron en la aplicacion de la misma cantidad de hongo, mismas dosis de (5 x10°)
ufc/ml a excepto del tratamiento T3 que corresponde a un testigo al cual no se le aplicéd ningun producto
que actue como controlador de la poblacion de nematodos. Se hicieron 3 inoculaciones cada 30 dias
donde para la verificacion del estado de nematodos se tomaron raices luego de cada aplicacion.

Esta frecuencia permite un monitoreo efectivo de la evolucion del control de nematodos y recuperacion
de sistema radicular.

La variable evaluada fue: la poblacion de nematodos con la identificacion de sus géneros como
Radopholus spp. y Meloydogine. Para su extraccion se usé el método de embudo de Baermann (Lopez-
Nicora et al., 2022).

Tabla 1. Tratamientos aplicados a las unidades experimentales.

Nimero  Tratamiento Dosis

T1 Se aplico Trichoderma asperellum. 40 ml de inoculo con (5 x10°) ufc/ml.
T2 Se aplico Trichoderma Pilulliferum 40 ml de inoculo con (5 x10°) ufc/ml
T3 Tratamiento Control 40 ml de in6culo con (5 x10%) ufc/ml

Analisis estadistico

El proceso estadistico de los datos se efectué mediante el software IBM SPSS Statistics (version 21.0).
La variable poblacién de nematodos fueron sometidas a una verificacion preliminar de los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianzas, utilizando las pruebas de Kolmogorov—Smirnov y Levene,
respectivamente.

En los casos en que los datos cumplieron tales supuestos, se aplico un analisis de varianza (ANOVA)

con el propdsito de determinar la existencia de diferencias significativas entre los tratamientos.




Cuando se detectaron diferencias estadisticamente significativas, se procedio a realizar una prueba de
comparacion multiple de Tukey HSD para discriminar entre los tratamientos evaluados.

Cuando alguna variable no cumpli6 con los supuestos paramétricos, el analisis fue realizado mediante
la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de comparaciones multiples utilizando la prueba
de Dunn, segtin correspondio.

Todas las pruebas estadisticas fueron ejecutadas empleando un nivel de significancia de p < 0.05.
RESULTADOS Y DISCUSION

Poblacion inicial de nematodos

La poblacidn inicial de nematodos fitoparasitos (Radopholus y Meloidogyne) no present6 diferencias
estadisticas significativas entre tratamientos (p > 0.05), lo que confirma la homogeneidad de las
unidades experimentales al inicio del ensayo. Las densidades iniciales registradas se encuentran dentro
de los rangos comtinmente reportados para plantaciones de banano con sintomas de estrés radicular, lo
que valida la representatividad del material vegetal utilizado y permite atribuir los cambios posteriores
a la accion de los tratamientos aplicados(Ugalde et al., 2024)

Efecto de los tratamientos sobre Radopholus

A los 30 dias después de la primera aplicacion (PE), el andlisis de varianza evidencio diferencias
estadisticas significativas entre tratamientos (p < 0.05). El tratamiento control present6 la mayor
poblacion promedio de Radopholus, mientras que las plantas tratadas con Trichoderma asperellum y T.
piluliferum mostraron una reduccion significativa de la poblacion, sin diferencias estadisticas entre
ambas especies de Trichoderma (Figura 4A).

A los 60 dias (SE), se mantuvo el mismo patron de respuesta. El tratamiento con T. asperellum registro
la menor poblacion promedio de Radopholus, seguido de T. piluliferum, mientras que el control
evidencio un incremento progresivo de la poblacion del nematodo (Figura 4B). Estas diferencias fueron
estadisticamente significativas (p < 0.05), lo que indica un efecto acumulativo de las aplicaciones
sucesivas del agente biologico.

Alos 90 dias (TE), el efecto nematicida fue mas marcado. T. asperellum mostr6 la mayor capacidad de

supresion poblacional, seguido de T. piluliferum, mientras que el control present6 la poblacion mas alta

de Radopholus (Figura 4C).




La prueba de comparacion multiple de Tukey agrupo al control en una categoria estadisticamente
diferente (letra A), mientras que ambos tratamientos con Trichoderma se ubicaron en el mismo grupo
estadistico (letra B), confirmando su eficacia como agentes de control biologico (Tuz et al., 2025).

Figura 4. Efecto de los tratamientos sobre Radopholus A) 30 dias, B) 60 dias, C) 90 dias.
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Efecto de los tratamientos sobre Meloidogyne

En el caso de Meloidogyne, a los 30 dias después de la aplicacion, se observaron diferencias estadisticas
significativas entre tratamientos (p < 0.05). El tratamiento control presentdé la mayor densidad
poblacional, mientras que T. asperellum y T. piluliferum redujeron significativamente la poblacion del
nematodo (Figura 5A). En esta etapa inicial, T. piluliferum mostré una reduccion ligeramente mayor,
aunque sin diferencias significativas respecto a T. asperellum.

A los 60 dias, ambos tratamientos con Trichoderma mantuvieron poblaciones significativamente

menores que el control (p < 0.05), evidenciando un efecto sostenido en el tiempo (Figura 5B).




Este comportamiento sugiere una adecuada colonizacion del hongo en la rizésfera y una interaccion
continua con el nematodo.

A los 90 dias, la poblacion de Meloidogyne fue significativamente menor en las plantas tratadas con
Trichoderma spp., especialmente en el tratamiento con 7. asperellum, mientras que el control presentd
un incremento progresivo (Figura 5C). La prueba de Tukey confirm6é nuevamente la separacion
estadistica entre el control y los tratamientos biologicos.

Figura 5. Efecto de los tratamientos sobre Meloidogyne A) 30 dias, B) 60 dias, C) 90 dias.
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Dinamica poblacional de nematodos en el tiempo

El analisis de la dinamica poblacional mostré que, en ausencia de tratamiento, las poblaciones de
Radopholus y Meloidogyne tendieron a incrementarse progresivamente desde la poblacion inicial hasta
los 90 dias. En contraste, los tratamientos con Trichoderma spp. mostraron una reduccion sostenida de

ambas poblaciones a lo largo del tiempo (Figura 6).




En Radopholus, 7. asperellum presentd una mayor pendiente de disminucion poblacional en
comparacion con 7. piluliferum, 1o que sugiere una mayor actividad nematicida o una mejor adaptacion
a la rizosfera del banano. En Meloidogyne, ambos tratamientos mostraron una reduccioén constante,
siendo mas evidente a partir de los 60 dias posteriores a la aplicacion.

Estos resultados confirman que el efecto del control bioldgico no es inmediato, sino progresivo, y
depende de la colonizacion del sustrato y de la interaccion del hongo con el patdogeno a lo largo del
tiempo.

Figura 6. Dinamica poblacional de A) Radopholus y B) Meloidogyne desde la poblacion inicial hasta
los 90 dias.
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DISCUSION

La reduccion significativa de las poblaciones de Radopholus y Meloidogyne observada en los
tratamientos con Trichoderma asperellum y T. piluliferum concuerda con lo reportado en la literatura
sobre el potencial nematicida de especies del género Trichoderma. Estos hongos ejercen su accion
mediante multiples mecanismos, entre ellos la produccion de metabolitos secundarios con efecto toxico,
enzimas liticas, competencia por espacio y nutrientes, ¢ induccion de resistencia en la planta hospedera.
El mayor efecto observado con T. asperellum, especialmente a los 90 dias, podria estar asociado a una
mayor capacidad de colonizacion radicular y produccion de compuestos bioactivos, lo que ha sido
descrito previamente en sistemas agricolas tropicales. Por otro lado, T. piluliferum mostré una eficacia

consistente, aunque ligeramente inferior, lo que lo posiciona también como una alternativa viable dentro

de programas de manejo integrado(Lara Posadas et al., 2016)




El incremento poblacional observado en el tratamiento control confirma la capacidad de estos
nematodos para multiplicarse rapidamente en ausencia de medidas de manejo, resaltando la importancia
de implementar estrategias de control bioldgico que reduzcan la dependencia de nematicidas quimicos
y contribuyan a una produccion de banano mas sostenible.
CONCLUSION
Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que la aplicacion de Trichoderma
asperellum y T. piluliferum ejerce un efecto nematicida significativo sobre las poblaciones de
Radopholus y Meloidogyne en el cultivo de banano. Ambos tratamientos lograron reducir de manera
progresiva la densidad poblacional de los nematodos fitopardsitos en comparacién con el control,
evidenciando un efecto sostenido a lo largo del tiempo. En particular, 7" asperellum mostré una mayor
eficiencia en la supresion poblacional, especialmente a los 90 dias, lo que sugiere una mejor adaptacion
a la rizésfera y una mayor actividad bioldgica frente a los patogenos evaluados. Estos hallazgos
confirman el potencial de las cepas de Trichoderma spp. como herramientas efectivas dentro de
programas de manejo integrado de nematodos, contribuyendo a la reduccion del uso de productos
quimicos y promoviendo sistemas de produccion de banano mas sostenibles y ambientalmente
responsable.
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