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1.INTRODUCCION

El control de malezas es particularmente importante en los primeros meses después de la
siembra, cuando las plantas de banano son pequefias y hay poca sombra en el sistema de
produccion. En las plantaciones comerciales en las que las plantas de banano se cultivan
en el suelo desnudo, sembrar un cultivo de cobertura puede reducir el uso de herbicidas.
El uso de herbicidas para controlar las malezas se remonta a la década de los 70. Los
herbicidas, ademas de ser tdxicos, permanecen en el suelo. Si se usan
descontroladamente, pueden causar erosion en el suelo, pérdida de materia organica y

reduccion de la actividad bioldgica del suelo(Mahmud, 2016) .

El contacto permanente de estas sustancias quimicas con hojas de banano en activa
fotosintesis de hijuelos de un metro de altura, puede tener efectos negativos sobre
aspectos fenoldgicos de las plantas de banano. La penetracion de herbicida tiene una
estrecha relacion con su concentracion. A concentraciones altas, los herbicidas pueden
causar problemas fisiol6gicos mas rapidamente, perjudicando el nivel normal de
absorcién y translocacion. Si se aplica una dosis muy alta, se puede dafiar el cultivo actual

o tener problemas de residualidad con el siguiente cultivo.(Mahmud, 2016).

La investigacion busca comprender el impacto de estos productos quimicos en los
microorganismos benéficos del suelo, ya que su alteracion podria afectar la salud del
suelo, la productividad del cultivo y, en Gltima instancia, la calidad de los productos

cosechados.

Objetivo general:
Evaluar los efectos de la aplicacion de herbicidas en el cultivo de banano sobre el
microbiota del suelo con el fin de comprender su impacto en la salud del mismo, la

sostenibilidad del sistema agricola y el rendimiento del cultivo.

Objetivos especificos:
o ldentificar las especies de microorganismos benéficos y fitopatdgenos que se

encuentra presentes en el suelo con cultivo de banano.

o Evaluar el impacto de los herbicidas en los microorganismos benéficos en el suelo

con cultivo de banano.



o Determinar los cambios en la morfologia de las esporas de hongos benéficos
presentes en el suelo luego de la aplicacién de herbicidas.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Origen del banano

El banano es uno de los cultivos mas relevantes a nivel mundial, tanto por su importancia

econdémica como por sus caracteristicas bioldgicas. Se trata de una planta herbacea
monocotiledonea cuyo origen se ubica en el sudeste asiatico. Desde alli, fue introducida
en Europa y posteriormente en América. La mayoria de las variedades actuales derivan
de las especies silvestres Musa acuminata Colla y Musa balbisiana Colla. Dentro de los
subgrupos mas comunes, definidos como conjuntos de cultivares originados a partir de
mutaciones de un mismo genotipo, se encuentran Cavendish, Gros Michel, Williams y
Grand Nain(Enciso, 2020).

2.2.Historia del cultivo de banano y su importancia econémica en el Ecuador

La produccion y exportacidn bananera en Ecuador tuvo un impulso significativo durante
el gobierno de Galo Plaza, en un contexto marcado por la influencia del modelo
desarrollista. Segun la teoria del economista y politico estadounidense Walter Rostow,
este modelo buscaba la modernizacion de los paises del "Tercer Mundo™ a través de la
inyeccion de capital, la transferencia de tecnologia y la promocién de inversiones
productivas desde las economias centrales hacia la periferia. En este marco, la
oportunidad comercial que surgi6 para Ecuador no solo fortalecio el mercado interno,
sino que también facilité la formacion de capitales regionales. Actualmente, las
provincias con mayor rendimiento en la produccion de banano para exportacién por

hectarea son Los Rios, Guayas y El Oro(Le6n-Serrano et al., 2020).

Ecuador se posiciona como uno de los principales exportadores de banano a nivel
mundial, destacandose por la alta calidad y la amplia disponibilidad de esta fruta. Su
participacion en el mercado internacional representa mas del 30 % del total de
exportaciones del sector. En términos de volumen, el banano es el segundo producto de
exportacion del pais, siendo superado Unicamente por el petroleo. Los principales
destinos de las exportaciones bananeras ecuatorianas son la Union Europea y los Estados
Unidos.(Ortega & Fernando, 2019)

La exportacion bananera constituye un pilar fundamental para la economia ecuatoriana,

representando aproximadamente el 2 % del Producto Interno Bruto (P1B) total y alrededor



del 35 % del PIB agricola. En 2013, las inversiones en la produccion, la industria asociada
y los procesos de exportacion de esta fruta generaron empleo para méas de un millén de
familias ecuatorianas, beneficiando a mas de 2,5 millones de personas en nueve

provincias cuya economia depende en gran medida de esta industria.

Segln datos del Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG), Ecuador cuenta con
aproximadamente 162.236 hectareas dedicadas al cultivo de banano y 4.473 productores
registrados. La produccion se concentra principalmente en las provincias de El Oro,
Guayas y Los Rios, que retnen el 41 %, 34 %'y 16 % de los productores, respectivamente.
En particular, EI Oro alberga la mayor proporcion de pequefios productores de banano
(alrededor del 42 %), mientras que los grandes productores se ubican predominantemente
en Guayas y Los Rios(MPCEIP, 2017).

2.3. Clasificacion Taxonémica del cultivo de banano

Tabla 1: Clasificacion taxonémica del banano

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida

Orden: Zingiberales
Familia: Musaceae

Genero: Musa

Especie: Paradisiaca
Nombre Cientifico: Musa x paradisiaca

Fuente:(Gomez Calle, 2017)

2.4. Morfologia del cultivo de banano

Las plantas de banano son herbaceas, monocotileddneas y perennes, alcanzando alturas
que varian entre los dos y los nueve metros. Su estructura se compone de un pseudotallo
o falso tronco, el cual estd formado por vainas foliares dispuestas de manera espiral y
fuertemente superpuestas. En algunos casos, este pseudotallo puede presentar una

apariencia lefiosa. El verdadero tallo es rizomatoso, pudiendo desarrollarse de forma



superficial o subterranea, y da origen a hojas largas, simples y enteras, que pueden

alcanzar hasta tres metros de longitud, aportando un alto valor ornamental.

Las flores se agrupan en grandes inflorescencias de tipo péndulo, con disposicion en
espiga o panicula. Pueden ser hermafroditas o unisexuales, siempre acompafiadas de
bréacteas frecuentemente coloreadas. En la estructura floral, las flores femeninas se ubican
en las primeras hileras, mientras que las masculinas se disponen en la parte superior. El

fruto del banano se considera una falsa baya o capsula.

Todas las especies del género Musa poseen la capacidad de reproducirse vegetativamente
a través del rizoma, generando brotes clonicos que reemplazan a la planta madre tras su

muerte posterior a la fructificacion, asegurando asi la continuidad genética.

En términos nutricionales, el banano destaca por su agradable aroma y sabor, asi como
por su alto contenido en minerales esenciales. Es una fuente rica en potasio y magnesio,
fundamentales para la prevencion de problemas musculares, ademas de aportar hierro,

fésforo y zinc, contribuyendo a una alimentacion equilibrada.(J. Lopez & Pérez, 2011)

2.5.Herbicidas utilizados en banano

El glufosinato de amonio es un herbicida de contacto no selectivo, caracterizado por su
lenta absorcion a través del follaje de las plantas. Su mecanismo de accion se basa en la
inhibicidn de la enzima glutamina sintetasa, la cual es responsable de catalizar la sintesis
del aminoécido glutamina, interfiriendo asi en el metabolismo del nitrégeno y provocando

la muerte de la maleza.

Para su aplicacién, se recomienda realizar el tratamiento en etapa de post-emergencia de
las malezas, respetando la dosis establecida. La dispersion del producto debe efectuarse
mediante una bomba de palanca equipada con una boquilla de abanico de inundacion y
una campana protectora, garantizando una distribucién homogénea y reduciendo el riesgo
de deriva. (AFECOR, 2020)

El diurdn es un herbicida sistémico de aplicacion post-emergente, recomendado para el
control selectivo de ciertas malezas de hojas anchas y ciperaceas. Ademas, posee
actividad pre-emergente. Es absorbida por las hojas, brotes y raices de las malezas,
permitiendo su translocacion hacia los 6rganos vegetativos subterraneos, como rizomas
y tubérculos. Este mecanismo de accion interrumpe el crecimiento de la maleza, lo que

eventualmente conduce a su muerte.



El compuesto 3-(3,4-diclorofenil)-1,1-dimetilurea (Diuron), Figura 2, es un herbicida
derivado de la urea. Los efectos del tratamiento se manifiestan inicialmente a través del
amarillamiento y la detencion del crecimiento de las malezas, sintomas que comienzan a
ser visibles aproximadamente siete dias después de la aplicacion. El control total de la
maleza puede extenderse hasta 28 dias, dependiendo de factores como el tamafio de la
planta y la humedad del suelo(Gallay et al., 2007).

El glifosato es un herbicida de amplio espectro, no selectivo y de aplicacion post-
emergente, que ha sido utilizado como ingrediente activo en diversas formulaciones
comerciales para el control de malezas desde la década de 1970. Su alta eficacia en la
eliminacién de una amplia variedad de especies vegetales no deseadas le ha valido la
denominacién de "herbicida de un siglo”. En la actualidad, el glifosato es uno de los
herbicidas mas empleados en los sistemas agricolas, desempefiando un papel clave en el
manejo de malezas dentro de diversas practicas de produccion.(Hagner et al., 2019).

El glifosato posee la capacidad de translocarse desde los tejidos vegetales, como las
raices, hacia el suelo, donde su persistencia puede incrementarse entre dos y seis veces
en suelos que contienen restos de plantas previamente tratadas con el herbicida. Una vez
en el suelo, el glifosato puede movilizarse debido a su competencia con el fosforo, lo que
podria representar una via adicional de transferencia hacia especies vegetales no objetivo.
Este proceso esta altamente influenciado por las caracteristicas edéaficas, tales como el
potencial de fijacion de fosforo, el contenido de hierro disponible para las plantas, el pH

del suelo y su capacidad de intercambio cationico(N. J. Lopez & Madrid, 2011).

2.6. Problemas causados por las malezas en el cultivo de banano y mecanismos de
accion

La presencia de maleza en los cultivos genera una reduccién en la disponibilidad de
nutrientes, lo que puede provocar diversos efectos adversos en el desarrollo de las plantas.
Entre los principales impactos reportados se encuentran la disminucién en la altura, el
grosor del pseudotallo y el peso del racimo, asi como la deficiencia de nitrogeno debido
a la competencia por los recursos, evidenciada en el amarillamiento del follaje joveny un
crecimiento lento con menor emision de hijuelos. Asimismo, la interferencia de las
malezas puede retrasar la floracion, prolongar el ciclo del cultivo y reducir el rendimiento

productivo.



Ademas de afectar el crecimiento y la productividad del cultivo, la presencia de maleza
dificulta labores agricolas esenciales, como la aplicacion de fertilizantes, el desmache, el
deshoje y la cosecha. Para mitigar estos efectos, se emplean dos estrategias principales de
manejo: el control mecanico, que consiste en el uso de herramientas manuales o
mecénicas para la eliminacion de la maleza, y el control quimico, el cual, debido a su
eficacia, es el método més utilizado en las plantaciones bananeras(Quintero Pértuz &
Carbon6 DelaHoz, 2016).

2.7.Herbicidas en la agricultura

El uso de herbicidas se ha duplicado en los Gltimos 30 afios como estrategia para el control
de malezas. Su origen se remonta a practicas antiguas que han evolucionado desde el

empleo de sustancias naturales hasta la sintesis de compuestos quimicos modernos.

Antes del siglo XIX, las civilizaciones antiguas utilizaban diversos métodos para el
manejo de malezas. Los egipcios, griegos y romanos implementaban la quema controlada
para eliminar vegetacion no deseada. En la antigua Roma, ademas, se empleaban
soluciones salinas y vinagre para inhibir el crecimiento de malezas en caminos y cultivos.
Otras estrategias incluian el arado y el deshierbe manual, que fueron durante siglos las

principales herramientas agricolas para este propasito.

El desarrollo de herbicidas quimicos comenz6 en el siglo XIX 'y se consolido a principios
del siglo XX con el avance de la ciencia. Entre 1850 y 1900, se experiment6 con sales
inorganicas como el sulfato de cobre, el clorato de sodio y el arsenito de sodio, utilizadas

para eliminar malezas en vias férreas y terrenos agricolas.

El verdadero avance en el desarrollo de herbicidas ocurrid entre 1941 y 1945, durante y
después de la Segunda Guerra Mundial. Investigaciones militares permitieron descubrir
compuestos sintéticos capaces de inhibir el crecimiento de plantas. En este contexto, se
desarroll6 el 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético), el primer herbicida selectivo que
eliminaba malezas de hoja ancha sin afectar cultivos de gramineas como trigo, maiz y
arroz. Durante la década de 1950, se introdujeron nuevos herbicidas como la atrazina, el

paraquat y el diurén, mejorando el control de malezas en distintos cultivos.

En la década de 1960, la expansion y comercializacion de herbicidas se intensifico con
su creciente uso en la agricultura industrial. En 1970, se desarrollo el glifosato, que se

convirtié en el herbicida mas utilizado por su eficiencia y amplio espectro de accion.



En 1996, la introduccidon de cultivos transgénicos resistentes a herbicidas, como la soja,
el maiz y el algodon, impulsé ain mas el uso del glifosato. Sin embargo, el uso excesivo
de herbicidas ha dado lugar a la aparicion de malezas resistentes, lo que ha generado la
necesidad de desarrollar nuevas estrategias de manejo sostenible para reducir su impacto

ambiental(Caseley et al., 1996).

2.8.Definicion y clasificacion de herbicidas.

Los herbicidas son productos disefiados para el control de malezas en diversos cultivos.
Generalmente, estdn compuestos por una mezcla de sustancias, que incluyen principios
activos, coadyuvantes y disolventes, entre otros. Para su aplicacion, es fundamental
considerar tanto las especies de malezas presentes en el cultivo como el mecanismo de

accioén de cada herbicida.

Las malezas se clasifican en dos grandes grupos segun su ciclo de vida. Por un lado, las
anuales y bianuales, que se reproducen exclusivamente por semilla y completan su ciclo
en uno o dos afios, respectivamente. Por otro lado, las perennes o vivaces, que poseen un
sistema radicular altamente desarrollado, lo que les permite rebrotar y persistir en el suelo

durante varios afios(Alvarez, 1976).

Los herbicidas residuales son productos que se fijan en las capas superficiales del suelo,
formando una barrera quimica que elimina las malezas poco después de su germinacion.
Su accién se lleva a cabo principalmente a través del sistema radicular de las malezas,

mientras que su absorcion foliar es minima.

Para garantizar su eficacia, estos herbicidas deben incorporarse adecuadamente al suelo,
por lo que se recomienda aplicarlos en terrenos libres de malezas. Ademas, la presencia
de un cierto nivel de humedad, ya sea mediante riego ligero o precipitaciones posteriores

a la aplicacion, favorece su integracion en el suelo y potencia su efectividad.

Por otro lado, los herbicidas sistémicos son aquellos que son absorbidos a través de las
hojas y transportados por la savia a todos los 6rganos de la planta. Este tipo de herbicidas
resulta especialmente eficaz contra las malezas perennes, ya que su accién alcanza las

raices, permitiendo su eliminacién completa.

En contraste, los herbicidas de contacto actlan destruyendo Unicamente los 6rganos de la
planta con los que entran en contacto. Son particularmente efectivos contra malezas

anuales en sus primeras etapas de desarrollo, cuando su estructura es aun débil. Sin
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embargo, su eficacia en el control de malezas perennes es limitada, ya que no afectan

significativamente su sistema radicular(Alvarez, 1976).
Segun la época de realizacion del tratamiento, los herbicidas pueden ser:

e Presiembra, cuando el tratamiento se realiza antes de la siembra del
cultivo.

e Pre-emergencia, cuando el tratamiento se realiza antes de que el cultivo se
haga visible sobre el terreno, después de haberse efectuado su siembra.

e Post-emergencia es el tratamiento que se realiza cuando el cultivo ha

aparecido sobre el terreno.

Selectividad. Decimos que un herbicida es selectivo frente a un cultivo, cuando al
aplicarlo no dafia a la especie vegetal cultivada(Alvarez, 1976).

2.9.El microbiota del suelo

El suelo es un sistema heterogéneo caracterizado por sus propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas. Bajo condiciones naturales, mantiene un equilibrio dindmico entre estos
atributos, creando un entorno propicio para una amplia diversidad de organismos

transformadores y descomponedores de materia organica.

Dentro de este ecosistema, el microbiota del suelo, compuesta principalmente por
bacterias y hongos, desempefia un papel fundamental en la fertilidad del suelo, el reciclaje
de nutrientes, la evolucion de su estructura y su conservacion a largo plazo(Reyes &
Valery, 2007).

Un ecosistema diverso es mas resiliente, por lo que promover el desarrollo del microbiota
del suelo resulta fundamental. La composicion y diversidad del microbioma dependen de
maultiples factores, como el pH, la textura y la estructura del suelo, los cuales desempefian

un papel clave en su mantenimiento y en el adecuado desarrollo de los cultivos.

La biodiversidad microbiana del suelo se ve favorecida por la implementacién de
practicas agricolas sostenibles, como la rotacion de cultivos, que contribuyen a mantener
el equilibrio del microbioma. En contraste, el abuso del monocultivo tiene un impacto
negativo en los microorganismos del suelo, lo que resalta la importancia de aplicar buenas

practicas agricolas para preservar su salud y funcionalidad.
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Asimismo, la fertilidad del suelo esta estrechamente relacionada con la actividad
microbiana. Los sistemas de monocultivo, ademas de afectar negativamente la
biodiversidad del suelo, generan un agotamiento continuo de los mismos nutrientes en
proporciones especificas. Esta pérdida de fertilidad, sumada a la reduccion de
microorganismos beneficiosos, puede provocar una disminucion significativa en los

rendimientos agricolas a largo plazo.(Sembralia, 2023)

2.9.10. Estudios previos sobre el impacto de herbicidas:

En los dltimos 30 afios, el uso de herbicidas se ha duplicado como estrategia para el
control de malezas. Sin embargo, su aplicacion puede afectar las comunidades
microbianas del suelo, tanto de manera directa como a traves de los efectos indirectos
derivados de la pérdida de vegetacion. En plantaciones de banano, estas alteraciones

pueden influir en la diversidad y funcion de los microorganismos del suelo.

El glufosinato ha demostrado tener un impacto significativo en la actividad y funcion
microbiana del suelo al eliminar la cubierta vegetal del sotobosque en torno a las plantas
de banano. Esto sugiere que el uso continuado de herbicidas para reducir la vegetacion
bajo los bananos genera un efecto considerable en las comunidades microbianas del suelo.
Ademas, la presencia o ausencia de cubierta vegetal modifica de manera significativa la
abundancia de Fusarium oxysporum, asi como la de ocho taxones bacterianos y diez

fangicos adicionales.

La aplicacion de herbicidas en cultivos como el banano altera indirectamente las
comunidades microbianas del suelo y sus funciones debido a la pérdida de cobertura
vegetal. Por ello, su uso debe integrarse dentro de un sistema de manejo de malezas mas
sostenible. En particular, el glufosinato, un compuesto quimicamente relacionado con el
glifosato, ha mostrado en algunos estudios que incluso en niveles bajos (<10 mg/kg)
puede generar efectos tanto positivos como negativos en la abundancia relativa de

diversos taxones bacterianos.(Pattison et al., 2024).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1.Ubicacién

La recoleccion de muestras se llevo a cabo en la finca Santa Clara, ubicada en la via
Pajonal, donde se aplican seis ciclos de herbicidas al afio en el cultivo de banano. Para
evaluar los efectos de estos agroquimicos sobre el microbiota del suelo, se tomaron
muestras a 20 cm de la corona de plantas de banano (+3). Las muestras fueron trasladadas
al laboratorio de sanidad vegetal de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la

Universidad Técnica de Machala para su analisis. Geograficamente, el sitio de estudio se

encuentra ubicado entre las siguientes coordenadas:

Coordenadas: UTM (Universal Transverse Mercator)

Datum: WGS 84 (World Geodetic System 1984)
Coordenada, Este: 620746 mE

Altitud: 6 msnm

Zona: 17 S

Coordenada, Norte: 9636196 mS
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Figura 1. Facultad de ciencias agropecuarias.

Fuente: Autores
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Tabla 2: Materiales

Materiales de campo

Materiales de laboratorio

v

AN NI NERN

Palin

Fundas plasticas
Marcador
Etiquetas
Bandejas plasticas

3.2. METODOLOGIA

Cronograma

v' Arroz

Gaza

Ligas

Fundas de basura
Pinzas

Embaces

Mechero

Cajas Petri

Aza de siembra
Microondas

Agua destilada
Céamara de flujo laminar
Microscopio

Porta y cubre objeto
Balanza

Varilla de vidrio.
Alcohol

Fundas transparentes
Autoclave

Desxtrosa Agar Potate.
Herbicidas

3 atomizadores

NN N N N N N N N N N N N U Y U N NN

Se desarrollo un cronograma detallado sobre las actividades del estudio.

Tabla 3: Cronograma fase de campo.

Fase de campo

Recoleccion de muestras.

Preparacién de trampas para microorganismos.

Colocacion de trampas.

Recoleccion de trampas.

Verificacion de crecimiento de los hongos.

14




3.2.1. Fase de campo

La recoleccion de muestras se realizo in situ en la Hacienda Santa Clara, ubicada en la
via Pajonal, una zona con antecedentes de uso de herbicidas. Para la extraccion de las
muestras, se empled un sondeo circular de aproximadamente 380 cm? de area, realizando
un agujero en el suelo para obtener el volumen de tierra necesario como muestra

representativa.

Las muestras de suelo se colocaron cuidadosamente en bandejas de pléstico estériles, y a
cada bandeja se le asign6 una etiqueta con el nombre correspondiente para su correcta

identificacion y seguimiento durante el analisis posterior.

Figura 2 Colocamos las muestras de suelos

Se prepara arroz en una olla, asegurandose de que quede esponjoso y sopudo para su
posterior uso en el experimento. El arroz se transfiere a tarrinas plasticas estériles. Cada
tarrina se cubre con una gaza estéril y se asegura cuidadosamente con una liga plastica
alrededor de la tapa, con el fin de evitar contaminaciones externas y mantener un ambiente

controlado para el posterior aislamiento o incubacion.
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Figura 3: A preparacion de arroz. B sellamiento de trampas.

-Posteriormente colocamos estas tarrinas ya preparadas encima del suelo para colocarlas
en bandejas plasticas y cubrimos con fundas de basura para que no llegue a penetrar la

luz y el hongo llegue a expresarse durante los 7 dias de reposo.

A B

Figura 4 :A Colocacién de trampas. B instalacion en bolsas negras.
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-Pasados los 7 dias hacemos una revision abriendo las fundas plésticas y observamos que

el hongo se manifesto.

F
4 u-’
'/mmulm'

pasd) i 't
i Illlﬂllll

Figura 5: Trampas de microrganismos.

Cronograma

Se elabord un cronograma minucioso que abarcé todas las etapas del estudio, desde la

adecuacion del terreno hasta la recopilacién y evaluacion de los datos, organizando las

actividades en distintas fases.

Tabla 4: Cronograma fase de laboratorio.

Fase de laboratorio

Preparacion del medio de cultivo PDA

Siembra en cajas Petri

Visualizacion de crecimiento exponencial

Purificacion de hongos

Identificacion de hongos

Preparacion de herbicidas

Siembra de hongos.

Aplicacion de herbicidas

Visualizacion de porcentaje de
esporulacion

Toma de datos
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Analisis estadistico
Redaccién del informe final
Revision preparacion y defensa de tesis.

3.2.2. Fase de Laboratorio

Se trasladan las trampas al laboratorio y, utilizando pinzas estériles, se procede al
aislamiento de los hongos presentes en las muestras de suelo. Los fragmentos fangicos se
separan cuidadosamente y se colocan en una caja de plastico estéril para evitar
contaminaciones cruzadas. Posteriormente, los aislados se siembran en cajas Petri que
contienen Papa Dextrosa Agar (PDA), un medio de cultivo adecuado para el crecimiento
de hongos, asegurando condiciones optimas de humedad y temperatura para el desarrollo

micoldgico.

Figura 6: Extraccién de hongos de las diversas trampas.

Se prepara el medio de cultivo para 20 cajas Petri utilizando 13.69 g/L de Dextrose Agar
Potato (PDA), con un volumen total de 350 ml de agua destilada y 0.017 g de

cloranfenicol como agente antibiotico para inhibir el crecimiento bacteriano.

Primero, se mide con una probeta el volumen exacto de 350 ml de agua destilada. Luego,
utilizando una balanza analitica, se pesan 13.69 g de Dextrose Agar Potato. Ambos
componentes, el agua y el agar, se transfieren a un vaso de precipitados, donde se afiade

el cloranfenicol. Se procede a mezclar homogéneamente la solucion.
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Figura 7: A Peso en balanza digital B Preparacion de medio de cultivo.

La mezcla se somete a calentamiento en el microondas a potencia moderada hasta
alcanzar el punto de ebullicién, asegurando que el agar se disuelva completamente, sin

que se formen burbujas o evaporacion excesiva.

La solucién preparada se somete a esterilizacion en autoclave a una temperatura y presion
adecuadas durante un periodo de dos horas para garantizar la eliminacién de posibles

contaminantes microbiologicos.

Transcurrido este tiempo, la solucién estéril y las cajas Petri se trasladan a la cAmara de
flujo laminar bajo condiciones asépticas. Posteriormente, se vierte la solucidn de agar en
las cajas Petri, asegurando una distribucién homogénea. Las placas se dejan secar bajo
exposicion a luz ultravioleta (UV) durante 5 minutos para reducir posibles contaminantes
y, posteriormente, bajo luz normal durante 3 minutos para facilitar el proceso de

gelificacién del medio de cultivo.
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Figura 8. Esterilizacion de instrumentos de laboratorio.

Una vez que el agar ha solidificado completamente, se procede a cerrar las cajas Petri
hasta el momento de la inoculacion. Se dispone del material necesario, incluyendo un
mechero para la esterilizacion de las azas de siembra, garantizando el cumplimiento de

todas las medidas de bioseguridad e inocuidad requeridas.

Para la inoculacién, se emplea la técnica de siembra por puncion(Perales Llerena, 2019),
en la cual se deposita un fragmento del hongo en el centro de cada caja Petri con medio
de cultivo sélido, asegurando un contacto 6ptimo para su adecuado desarrollo y expresién

morfologica.

Figura 9. Siembra de hongos.
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Se mantienen las cajas Petri en una cdmara de incubacion con condiciones controladas

durante un periodo de 5 dias para observar el crecimiento exponencial de los hongos.

Transcurrido este tiempo, se observa un crecimiento notable de las colonias en las cajas,
indicando un desarrollo exitoso de los hongos.

3.2.3. Purificacion

Con el fin de asegurar la viabilidad y preservacion de los hongos, las colonias
seleccionadas se subcultivan en nuevas placas de agar papa dextrosa (PDA), un medio
ampliamente utilizado para el aislamiento y mantenimiento de hongos. Este proceso
permite la eliminacion de contaminantes y asegura el desarrollo de un solo organismo, lo

que facilita su identificacion, caracterizacion y evaluacion en condiciones controladas.

Los hongos purificados extraidos de las diferentes tramas son:

Figura 10. Microrganismos purificados.
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3.2.4. ldentificacion

Tras la obtencion de cultivos puros mediante subcultivo en agar papa dextrosa (PDA), se
procede a la caracterizacion de cada hongo con el objetivo de determinar su taxonomia y
evaluar posibles cambios en su morfologia debido a factores externos, como la aplicacién

de herbicidas.

El proceso de identificacion se realizé mediante observacion al microscopio, comparando
caracteristicas clave como la forma, tamafio y estructura de las esporas, conidiéforos y
otras estructuras reproductivas. Esta metodologia permitid clasificar los hongos en
funcion de sus rasgos morfoldgicos y establecer posibles cambios en su desarrollo. La
correcta identificacion de estos microorganismos es crucial para comprender la

composicion fangica del suelo y su respuesta ante factores ambientales o quimicos.

Los aislados A, J, I, K; extraidos de las diferentes tramas al ser observadas al microscopio
se pudo comprobar que las estructuras morfoldgicas relacionadas a conidiéforos, fialides,

conidios y esporas eran muy similares a Trichoderma (Sanchez Miranda et al., 2021).

3.2.5. Identificacién microscépica de Trichoderma citrinoviride

Para la identificacion del aislado A, se realiz6 un analisis microscopico comparativo con
la morfologia tipica de Trichoderma citrinoviride(Sanchez Hernandez et al., 2018). Se
observaron estructuras clave como conidiéforos, conidios y clamidosporas, las cuales

presentaron caracteristicas similares a las descritas para esta especie.

Los conidi6foros observados fueron ramificados, con fialides agrupadas en verticilos, una
caracteristica distintiva del género Trichoderma.

La similitud morfoldgica del aislado A con T. citrinoviride sugiere una alta probabilidad
de que corresponda a esta especie. No obstante, para confirmar la identificacion a nivel
especifico, es recomendable realizar analisis moleculares mediante la amplificacion y

secuenciacion del gen ITS.
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Figura 11: A morfologia. B conidiéforos. C esporas.

Fuente: Autores

Figura 12: A conidioforos. B conidiéforos (Sanchez Hernandez et al., 2018).

3.2.6. ldentificacién microscépica de Trichoderma piluliferum

Para la identificacion del aislado I, se llevo a cabo un analisis microscopico detallado,
evaluando la morfologia de sus estructuras reproductivas y comparandolas con las
descripciones taxonémicas de Trichoderma piluliferum(Sanchez Hernandez et al., 2018).
Se observaron conidiéforos, conidios y clamidosporas con caracteristicas coincidentes

con esta especie, lo que sugiere una alta similitud morfologica.

Los conididéforos presentaron una estructura altamente ramificada, con fidlides agrupadas
en verticilos, tipicas del género Trichoderma. Los conidios fueron de forma subglobosa
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a elipsoidal, con superficies lisas o finamente verrugosas y de coloracion verdosa a

medida que maduran.

Dado que las caracteristicas microscépicas del aislado | coinciden con las de T.
piluliferum, se sugiere una identificacion preliminar de esta especie. Sin embargo, para
una confirmacion taxondmica precisa, se recomienda realizar andlisis moleculares

mediante la amplificacion y secuenciacion del gen ITS.

A B C

Figura 13: A morfologia. B conidi6foros. C esporas.

Fuente: Autores.
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Figura 14: A conidioforos. B conidiéforos(Sanchez Hernandez et al., 2018).

3.2.7. ldentificacién microscdpica de Trichoderma asperellum.

Para la identificacion del aislado K, se realizd un analisis microscépico detallado,
evaluando la morfologia de sus estructuras reproductivas y comparandolas con las
descripciones taxondmicas de Trichoderma asperellum (Garcia-NuUfez et al., 2017). Se

24



observaron conidiéforos, conidios y clamidosporas con caracteristicas coincidentes con

esta especie, lo que sugiere una alta similitud morfoldgica.

Los conidioforos presentaron una estructura altamente ramificada, con fialides dispuestas
en verticilos y orientadas en &ngulos caracteristicos, un rasgo distintivo dentro del género
Trichoderma. Los conidios fueron subglobosos a elipsoidales, con superficie lisa a

finamente verrugosa y de coloracion verde intensa en estado maduro.

Trichoderma asperellum es una especie de gran interés en biocontrol debido a su
capacidad para producir metabolitos antifingicos y colonizar rapidamente la rizosfera.
La similitud morfoldgica del aislado K con T. asperellum sugiere una alta probabilidad
de que corresponda a esta especie. No obstante, para confirmar su identidad con precision,
se recomienda realizar andlisis moleculares mediante la amplificacion y secuenciacion
del gen ITS.

Figura 15: A morfologia. B conidiéforos. C esporas.

Fuente: Autores.
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Figura 16: A coniditéforos. B conidiéforos(Garcia-Nufiez et al., 2017).

Figura 17: A morfologia. B conidi6foros(Pelaez-Alvarez et al., 2016).

3.2.8. Identificacién microscépica de Trichoderma harzianum.

Para la identificacion del aislado J, se realizd un andlisis microscopico detallado,
comparando la morfologia de sus estructuras reproductivas con las descripciones
taxondmicas de Trichoderma harzianum (Tang et al., 2022). Se observaron conidiéforos,

conidios y clamidosporas con caracteristicas coincidentes con esta especie.

26



Los conidioforos presentaron ramificaciones caracteristicas, con fidlides agrupadas en
verticilos y orientadas en diferentes direcciones, formando estructuras piramidales, una

de las principales caracteristicas morfoldgicas de T. harzianum.

Dado que Trichoderma harzianum es una especie ampliamente utilizada en biocontrol
por su capacidad de parasitismo sobre fitopatdgenos, produccion de enzimas liticas y
sintesis de metabolitos antifungicos, su identificacion precisa es de gran relevancia.
Aunque la similitud morfologica del aislado J con T. harzianum es alta, se recomienda la
confirmacion a través de analisis moleculares mediante la amplificacion y secuenciacion

de los genes ITS.
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Figura 18: A morfologia. B conidiéforos. C esporas.

Fuente: Autores.
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Figura 19: A conidioforos. B conidiéforos(Sanchez Hernandez et al., 2018).

C conidioforos(Kamala et al., 2015)

Figura 20: A conidiéforos(Tang et al., 2022).

3.2.9. Identificacién microscdpica de Rhizoctonia solani.

Para la identificacion del aislado, se realiz6 un analisis microscopico detallado,
comparando la morfologia de sus estructuras con las descripciones taxonémicas de
Rhizoctonia solani. Se observaron hifas hialinas, septadas y de paredes gruesas, con la
caracteristica ramificacion en angulo recto y la presencia de constricciones en los puntos

de uniodn, rasgos distintivos de esta especie.
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A B

Figura 22: A hifas. B hifas(Universidad de Cundinamarca et al., 2022).

A nivel macroscopico, el cultivo en medio de cultivo revel6 un micelio de crecimiento
répido, con una coloracion inicial blanca que evoluciond a tonalidades marrén oscuro o
negruzco con el tiempo, formando una estructura densa tipica de este fitopatdgeno. Estos
hallazgos confirmaron la identificacion de Rhizoctonia solani, un hongo ampliamente
reconocido por su capacidad de causar enfermedades en diversas especies vegetales,

afectando principalmente raices, tallos y hojas en condiciones ambientales favorables.

3.2.10. Siembra

Una vez obtenidas las siete cepas puras de microorganismos, se procedio a la preparacion
del medio de cultivo y la siembra para la ejecucion del ensayo. Para ello, se prepararon
144 cajas Petri utilizando 85.8 g/L de Agar Papa Dextrosa (PDA) en un volumen total de
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2200 mL de agua destilada, adicionando 0.03 g de cloranfenicol como agente antibidtico

para inhibir el crecimiento bacteriano y garantizar el desarrollo exclusivo de los hongos.

Inicialmente, se midié el volumen exacto de 2200 mL de agua destilada utilizando
probetas graduadas de alta precision. Paralelamente, en una balanza analitica, se pesaron
85.8 g de PDA. Ambos componentes fueron transferidos a vasos de precipitados,
asegurando la incorporacion exacta de los reactivos. Posteriormente, se adicioné el
cloranfenicol a cada uno de los recipientes y se homogeniz6 la solucion mediante

agitacion mecanica.

Figura 23: Preparacion del medio de cultivo.

La mezcla fue sometida a calentamiento en microondas a potencia moderada hasta
alcanzar el punto de ebullicion, asegurando la completa disolucion del medio de cultivo.
Posteriormente, la solucion fue esterilizada en autoclave a una temperatura y presion
adecuadas durante un periodo de dos horas para garantizar la eliminacién de posibles

contaminantes microbiologicos.

Figura 24: Calentamiento en microondas.

Finalizado el proceso de esterilizacién, las soluciones y las cajas Petri fueron trasladadas

a una cabina de bioseguridad de flujo laminar bajo condiciones estrictas de asepsia.
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Figura 25: Esterilizacion

Se procedio al vertido del medio de cultivo en las cajas Petri, asegurando una distribucion
homogénea. Las placas se dejaron en reposo hasta su solidificacion, exponiéndolas
previamente a luz ultravioleta (UV) durante 5 minutos para minimizar contaminaciones
externas y, posteriormente, a luz ambiental durante 3 minutos para favorecer la

gelificacion del medio.
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Figura 26: A dispensar medio de cultivo. B esterilizacion mediante luz uv.

Una vez solidificado el agar, las cajas Petri fueron selladas hasta el momento de la

inoculacion. Para el procedimiento de siembra, se empled la técnica de siembra por
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puncién(Perales Llerena, 2019), en la cual se deposité un fragmento del hongo en el
centro de cada caja Petri con medio de cultivo sélido, asegurando un contacto 6ptimo
para su adecuado desarrollo y expresion morfolégica. Ademas, se garantizo el
cumplimiento de todas las medidas de bioseguridad e inocuidad, incluyendo la

esterilizacion de las asas de siembra mediante un mechero.

Figura 27: Siembra de hongos.

Para finalizar, las cajas Petri fueron herméticamente selladas y agrupadas en una bolsa
estéril, garantizando su proteccidn contra contaminantes externos. Posteriormente, fueron
introducidas en la incubadora a la temperatura 6ptima establecida para el crecimiento de
las cepas, asegurando condiciones ambientales controladas que favorezcan su desarrollo

y expresion morfologica.

3.2.11. Preparacion de dosis de herbicidas y aplicacion

Para evaluar el impacto de los herbicidas en el crecimiento y morfologia de las cepas
fangicas, se prepararon y aplicaron tres tipos de herbicidas con diferentes
concentraciones. Cada solucion fue diluida en agua destilada estéril y ajustada a una
concentracion 1:1, multiplicando por 10 la cantidad de producto para garantizar una

mayor disponibilidad en el medio de cultivo.
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Glufosinato
de amonio

Figura 28: Herbicidas

3.2.12. Preparacion de las soluciones herbicidas

e Glufosinato de amonio (Tratamiento 1): Se prepard con una concentracion de
0.0345 mL diluido en 9.2 mL de agua destilada estéril, ajustado a una relacién
final de 1:1 mediante la multiplicacion por 10.

e Diuron (Tratamiento 2): Se utilizé una concentracion de 0.0345 mL diluido en
4.6 mL de agua destilada estéril, ajustado igualmente en una proporcién 1:1.

e Glifosato (Tratamiento 3): Se prepard con una concentracion de 0.046 mL
diluido en 4.6 mL de agua destilada estéril, siguiendo la misma metodologia de

ajuste en su concentracion final.

Las soluciones fueron almacenadas en frascos estériles hasta el momento de la aplicacion.

Figura 29: A preparacion de tratamientos. B dosificacion de herbicidas.
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3.2.13. Aplicacién de los herbicidas

La aplicacion de los tratamientos se llevd a los dos dias después de la siembra, bajo
condiciones asepticas en la cabina de flujo laminar. Para garantizar una distribucion
homogénea, se utiliz6 un atomizador de precision de pequefio volumen, pulverizando
cuidadosamente la solucion sobre la superficie del medio de cultivo en cada caja Petri. Se
asegurd que cada unidad experimental recibiera la dosis exacta correspondiente a su
tratamiento, evitando contaminaciones cruzadas entre los distintos grupos

experimentales.

Figura 30: Aplicacion de herbicidas.

Tras la aplicacion, las cajas Petri fueron herméticamente selladas y reincubadas a la
temperatura 6ptima para el desarrollo de los hongos. Durante el periodo experimental, se
realiz6 un monitoreo constante para evaluar los efectos de cada herbicida sobre las cepas

fangicas seleccionadas.

3.2.14. Disefio experimental

Se realizo un experimento factorial completamente al azar (EFCA 4x6), donde el factor
de estudio fue la dosis de herbicidas. Se establecieron cuatro tratamientos (Tabla 1),
distribuidos de manera completamente aleatoria y replicados seis veces, generando un
total de 24 unidades experimentales. Ademas, se evaluaron seis cepas de
microorganismos identificadas con los cddigos A, I, J, Ky N, lo que resulté en un total

de 148 unidades experimentales.
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Tabla 5: Cronograma fase de laboratorio.

Aplicacion de Numero Tratamientos Descripcion Dosis en ml
cobertura De
Repeticiones
6 Tl Glufosinato de 0.0345
amonio

Atomizador 6 T2 Diuron 0.0345
6 T3 Glifosato 0.046
6 T4 Testigo Sin aplicacion

Fuente: Autores.

3.2.15. Esquema de aleatorizacion

Esquema del Diseio Experimental

Figura 31: Esquema de aleatorizacion

3.2.16. Variables a medir

Las variables a medir durante el experimento incluyen el porcentaje de deformacion de

las esporas, considerando aspectos como tamafio, forma'y color.

3.2.17. Procesamiento estadistico

Se realizo un analisis de varianza (ANOVA) de un factor ya que es una técnica estadistica

utilizada para comparar multiples grupos en una variable cuantitativa. Para evaluar si

existen diferencias significativas entre las medias de tres o mas poblaciones

independientes que siguen una distribucién normal.

4. RESULTADOS
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4.1.0bservacion exploratoria y Cuantificacion de la Esporulacion

La evaluacion de la esporulacion se realizo con el objetivo de comparar el efecto de los
diferentes tratamientos herbicidas sobre la capacidad de esporulacion de cada cepa
fangica. Para ello, se determind el porcentaje de esporulacion en funcion de la densidad
de esporas observadas en cada unidad experimental, permitiendo establecer diferencias

significativas entre los tratamientos aplicados a la misma cepa.

Transcurridos cuatro dias desde la aplicacion de los herbicidas, se realizé una observacion
visual y morfoldgica de las colonias fungicas en cada tratamiento. Se examinaron
caracteristicas como coloracion, textura, y densidad de esporulacion en la superficie del

medio de cultivo.

4.1.1. Cuantificacion observacional de la esporulacion en la Cepa A (T.citrinoviride)

Para evaluar el impacto de los diferentes tratamientos herbicidas sobre la esporulacion de
la cepa A (T. citrinoviride), se analizaron 24 unidades experimentales, distribuidas en
cuatro tratamientos con seis réplicas cada uno. Se realizé una evaluacion visual y
morfolégica de la densidad de esporulacidn, clasificando las colonias segun su grado de

produccion de esporas.

Tabla 6: Tratamientos y repeticiones cepa A

CEPA A
T1 T2 T3 T4
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Fuente: Autores.

Los resultados obtenidos se presentan en términos de porcentaje de esporulacion alta

dentro de cada tratamiento:

Tratamiento 1 (Glufosinato de amonio): Se observo una alta densidad de esporulacion en
3 de las 6 réplicas, lo que representa un 50% de esporulacion elevada.

Tratamiento 2 (Diuron): Se identificd una alta densidad de esporulacién en 4 de las 6

réplicas, equivalente a un 66.67% de esporulacion elevada.

Tratamiento 3 (Glifosato): Solo 2 de las 6 réplicas presentaron una esporulacion alta, lo

que corresponde a un 33.33%.

Tratamiento 4 (Testigo): Al igual que en el tratamiento anterior, se observé una alta

densidad de esporulacion en 2 de las 6 réplicas, equivalente a un 33.33%.

4.1.2. Cuantificacion observacional de la esporulacion en la Cepa I (T. piluliferum)

Para evaluar el impacto de los diferentes tratamientos herbicidas sobre la esporulacion de
la cepa I (T. piluliferum), se analizaron 24 unidades experimentales, distribuidas en cuatro
tratamientos con seis réplicas cada uno. Se realiz6 una evaluacion visual y morfologica
de la densidad de esporulacion, clasificando las colonias segin su grado de produccion

de esporas.

Tabla 7: Tratamientos y repeticiones cepa |

CEPA I
T1 T2 T3 T4




Fuente: Autores.

Se observé la presencia de alta densidad especulativa en las siguientes proporciones:

4.1.3.

Tratamiento 1(Glufosinato de amonio): De las 6 réplicas, 3 presentaron alta
densidad de esporulacion, lo que representa un 50%.

Tratamiento 2(Diuron): De las 6 réeplicas, 1 presentd alta densidad de
esporulacién, correspondiente a un 16.67%.

Tratamiento 3(Glifosato): De las 6 réplicas, 1 presentd alta densidad de
esporulacién, equivalente a un 16.67%.

Tratamiento 4 (Testigo): De las 6 réplicas, 5 presentaron alta densidad de

esporulacién, lo que representa un 83.33%.

Cuantificacién observacional de la esporulacion en la Cepa J (T. harzianum)

Para evaluar el impacto de los diferentes tratamientos herbicidas sobre la esporulacion de

la cepa J (T. harzianum), se analizaron 24 unidades experimentales, distribuidas en cuatro

tratamientos con seis replicas cada uno. Se realizo una evaluacion visual y morfologica

de la densidad de esporulacion, clasificando las colonias segun su grado de produccion

de esporas.

Tabla 8: Tratamientos y repeticiones cepa |
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Fuente: Autores.

Se observo la presencia de alta densidad esporulativa en las siguientes proporciones:

e Tratamiento 1(Glufosinato de amonio): De las 6 réplicas, 2 presentaron alta
densidad de esporulacion, lo que representa un 33.33%.

e Tratamiento 2(Diuron): De las 6 réplicas, 1 presentd alta densidad de
esporulacién, correspondiente a un 16.67%.

e Tratamiento 3(Glifosato): De las 6 réplicas, 2 presentaron alta densidad de
esporulacion, equivalente a un 33.33%.

e Tratamiento 4(Testigo): De las 6 réplicas, 2 presentaron alta densidad de
esporulacion, lo que representa un 33.33%.

4.1.4. Cuantificacion observacional de la esporulacién en la Cepa K (T. asperellum)

Para evaluar el impacto de los diferentes tratamientos herbicidas sobre la esporulacién de
la cepa K (T. asperellum), se analizaron 24 unidades experimentales, distribuidas en

cuatro tratamientos con seis réplicas cada uno. Se realizd una evaluacion visual y

39



morfolégica de la densidad de esporulacion, clasificando las colonias segun su grado de
produccion de esporas.

Tabla 9: Tratamientos y repeticiones cepa K

CEPA K
T1 T2 T3 T4

Fuente: Autores.

A continuacidn, se presentan los porcentajes de réplicas con alta densidad de esporulacion

para cada tratamiento:

e Tratamiento 1(Glufosinato de amonio): De las 6 réplicas, 5 presentaron alta
densidad de esporulacion. Esto corresponde al 83.33% de las réplicas.

e Tratamiento 2(Diuron): De las 6 replicas, 4 mostraron alta densidad de
esporulacion, lo que representa el 66.67% de las réplicas.

e Tratamiento 3(Glifosato): De las 6 réplicas, 5 tuvieron una alta densidad de
esporulacion, lo que equivale al 83.33% de las réplicas.

e Tratamiento 4 (testigo): De las 6 réplicas, 3 presentaron alta densidad de
esporulacion, lo que equivale al 50% de las réplicas. Cabe destacar que este
tratamiento no recibi6 aplicacion de herbicidas.
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4.1.5. Cuantificacion observacional de la esporulacion en la Cepa N (R. solani).

Para evaluar el impacto de los diferentes tratamientos herbicidas sobre la esporulacion de
la cepa N (R. solani), se analizaron 24 unidades experimentales, distribuidas en cuatro
tratamientos con seis réplicas cada uno. Se realiz6 una evaluacion visual y morfoldgica
de la densidad de esporulacion, clasificando las colonias segun su grado de produccion

de esporas.

Se evaluaron los 4 tratamientos con 6 réplicas en cada uno, observandose un
comportamiento homogéneo en cuanto a la densidad de esporulacion en todos los
tratamientos y réplicas. Este comportamiento homogeéneo indica que no se detectaron

variaciones significativas en la respuesta de las réplicas dentro de cada tratamiento.}

Tabla 10. Tratamientos y repeticiones cepa N

CEPAN
T1 T2 T3 T4

Fuente: Autores.

4.2.Resultado de la cuantificacidén observacional de la esporulacion.

La observacion de la esporulacién en la Cepas sugiere que la aplicacion de herbicidas
tuvo un efecto variable en la capacidad esporulativa de las distintas cepas evaluadas. En

algunos casos, los tratamientos con herbicidas mostraron una reduccion significativa en
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la densidad de esporulacion en comparacion con el testigo, lo que indica un posible efecto
inhibitorio sobre la esporogénesis. Sin embargo, en otras cepas (T. asperellum, T
citrinoviride)., la aplicacion de herbicidas parecid inducir un aumento en la esporulacién
en comparacion con el testigo, lo que sugiere que, en ciertos microorganismos, la
exposicién a estos compuestos podria actuar como un factor de estrés que desencadena
una respuesta adaptativa.

Este incremento en la esporulacion no necesariamente refleja un crecimiento saludable,
sino que podria ser una estrategia de supervivencia frente a condiciones adversas.
Diversos estudios previos han mostrado que algunos hongos, al detectar amenazas
ambientales como cambios en las condiciones del medio ambiente o la presencia de
patdgenos, responden acelerando su ciclo reproductivo. Este comportamiento tiene como
objetivo principal asegurar la supervivencia y persistencia de la poblacién fungica,
promoviendo una mayor produccion de esporas para maximizar las probabilidades de
dispersion y colonizacion. Sin embargo, esta estrategia de respuesta rapida ante una

amenaza puede tener efectos secundarios indeseables.

La aceleracién del ciclo reproductivo a menudo conlleva alteraciones morfolégicas y
funcionales en las esporas producidas. Estas alteraciones pueden incluir una reduccion en
el tamafio de las esporas, deformaciones estructurales o alteraciones en la composicion
de la membrana celular. Esto resulta en una poblacién con menor capacidad para resistir
condiciones adversas y, en muchos casos, disminuye la efectividad del hongo frente a

nuevos patdgenos o situaciones de estrés ambiental.

4.3.Resultados del Experimento

La tabla de pruebas de efectos inter-sujetos presenta un analisis de varianza (ANOVA)
que evalta la influencia de diferentes factores sobre la variable dependiente PespD
(porcentaje de esporas deformadas). Se han considerado como factores la cepa de
microorganismos, el tipo de herbicida y la interaccion entre ambos. Un dato clave en este
analisis es que el testigo (control) presentd un 0% de deformacion de esporas, lo que
indica que la presencia de herbicidas fue el factor desencadenante de la alteracion en la

morfologia de las esporas.

Segun la tabla podemos observar que en el caso de la cepa el valor p = 0.002 es menor

que 0.05 lo que indica que el tipo de microorganismo tiene un impacto significativo en la
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deformacion de esporas. Es decir, las distintas cepas de Trichoderma y Rhizoctonia solani
responden de manera diferenciada a la exposicion a herbicidas.

Segun la tabla podemos observar que en el caso de los herbicidas el valor p = 0.053.
Aunque este valor no es menor a 0.05, estd cerca del umbral de significancia, lo que

sugiere una posible influencia del tipo de herbicida sobre la deformacion de esporas.

Dado que el testigo presenté un 0% de deformacion, se puede inferir que la aplicacion de
herbicidas es la causa principal de la alteracion morfoldgica en las esporas, y que su

impacto varia segun el tipo de compuesto quimico aplicado.

Segun la tabla, se observa que, en el caso de la cepa y el herbicida, el valor de p = 0.033
es inferior a 0.05, lo que confirma que la respuesta de cada cepa a la aplicacion de
herbicidas no es homogénea, sino que varia en funcién de la naturaleza del herbicida y la

capacidad de resistencia de cada microorganismo.
Los resultados indican que:

e El tipo de cepa fungica tiene un efecto significativo en la deformacion de esporas
(p = 0.002).

e Eltipo de herbicida muestra una tendencia a influir en la deformacion de esporas,
aunque con menor significancia estadistica (p = 0.053).

e La interaccion entre cepa y herbicida es significativa (p = 0.033), lo que indica
que la susceptibilidad de los microorganismos depende del tipo de herbicida
aplicado.

e El testigo (control) no presentd deformacion de esporas, lo que confirma que la
aplicacion de herbicidas es el principal factor responsable de la alteracién

morfol6gica observada.

Tabla 11: Tabla de anélisis de varianza ANOVA para la variable PespD.

43



Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: PespD

Suma de
1Origen cuadrados tipo Il gl Media cuadratica F Sig.
Meodelo corregido 1293,520° 14 92.394 3.166 .001
Interseccién 14035.680 1 14035.680 481.003 .000
Cepa 578.720 4 144.680 4.958 .002
Herbicida 180.240 2 90.120 3.088 .053
Cepa * Herbicida 534.560 66.820 2.290 .033
Error 1750.800 60 29.180
Total 17080.000 75
Total corregida 3044.320 74

a. R cuadrado = ,425 (R cuadrado corregida = ,291)

Fuente: Autores.

En este método, se prueba la hipétesis de homogeneidad de varianzas, la cual debe
rechazarse si el valor de p es menor que 0.005. En este caso, el valor de significancia
obtenido (p = 0.004) es inferior a 0.05, lo que indica que las varianzas de error no son
homogéneas. Esto significa que existe una diferencia en la dispersion de la variable

dependiente entre los distintos grupos del estudio.

Tabla 12. Tabla de contraste de Levene sobre la Igualdad de las Varianzas de Error.

Contraste de Levene sobre la igualdad de las
varianzas error”

Variable dependiente: PespD

F gi gl2
2.684 14 60
Contrasta la hipétesis nula de que la varianza
error de la variable dependiente es igual a lo largo
de todos los grupos.

Sig.
.004

a. Disefio: Interseccion + Cepa + Herbicida +
Cepa " Herbicida

Fuente: Autores.

La tabla de comparaciones multiples mediante el DHS de Tukey analiza las diferencias
entre los distintos herbicidas en relacion con la variable dependiente PespD. Este analisis
permite determinar si existen diferencias significativas en la deformacion de esporas

causada por cada tratamiento y si la intensidad del herbicida influye en esta respuesta.
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Por otro lado, la comparacion entre el herbicida 1 (T1) y el herbicida 3 (T3) arroja una
diferencia de medias de -3.7200, con un valor de p = 0.046, lo que indica que la diferencia
es estadisticamente significativa. Ademas, el intervalo de confianza [-7.3918, -0.0482] no

incluye el 0, lo que refuerza la existencia de una diferencia significativa.

En este caso, el herbicida 3 (T) genera un mayor efecto sobre la deformacion de esporas
en comparacion con el herbicida 1, lo que sugiere que su aplicacion es mas agresiva para

el microbiota del suelo.

Tabla 13. Tabla de analisis de comparaciones multiples (DHS de Tukey).

Comparaciones miiltiples

Variable dependiente: PespD
DHS de Tukey

Intervalo de confianza 95%
Diferencia de
(Herbicida medias (I-J) Error tip. Sig. Limite inferior Limite superior
1,00 2,00 -1.2000 1.52787 713 -4.8718 2.4718
3,00 -3,7200° 1.52787 .046 -7.3918 -.0482
2,00 1,00 1.2000 1.52787 713 -2.4718 4.8718
3,00 -2.5200 1.52787 233 -6.1918 1.1518
3,00 1,00 3,7200° 1.52787 .046 .0482 7.3918
2,00 2.5200 1.52787 233 -1.1518 6.1918

Basadas en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica(Error) = 29,180.

*. La diferencia de medias es significativa al nivel ,05.

Fuente: Autores.

La prueba de comparacion de medias de Tukey para la variable PespD permite identificar
diferencias significativas entre los tratamientos con herbicidas (T1, T2 y T3). En la tabla
se observan dos subconjuntos homogeéneos, lo que indica que ciertos tratamientos

presentan medias similares, mientras que otros difieren significativamente.

Tratamiento T1 presenta la media mas baja (12.04) y se encuentra en un subconjunto

distinto al tratamiento T3.

Tratamiento T2 tiene una media de 13.24 y se encuentra en ambos subconjuntos, lo que
sugiere que su efecto no es significativamente diferente de T1, pero si de T3.

Tratamiento T3 presenta la media mas alta (15.76) y se agrupa en un subconjunto
diferente, lo que indica una diferencia estadisticamente significativacon T1y T2.
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En conclusion, dado que el testigo no presentd deformaciones, se puede concluir que la
aplicacion de herbicidas tuvo un efecto directo en la alteracion de las esporas, con un
aumento progresivo en la deformacién conforme se aplicaron los diferentes tratamientos.
La significancia estadistica (p > 0.05) sugiere que, aunque existen diferencias entre los
tratamientos, estas no son altamente significativas. No obstante, la tendencia indica que
el tipo y la cantidad de herbicida aplicado juegan un papel crucial en la respuesta de los

microorganismos del suelo, afectando su estructura y funcionalidad.

Tabla 14:Prueba HSD de Tukey para la variable PespD

PespD

DHS de Tukey
Subconjunto

Herbicida N 1 2
1,00 25 12.0400
2,00 25 13.2400 13.2400
3,00 25 15.7600
Sig. 713 233

Se muestran las medias de los grupos de
subconjuntos homogéneos.

Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) =
29,180.

a. Usa el tamafio muestral de la media armoénica =
25,000

b. Alfa = ,05.

Fuente: Autores.

Los resultados obtenidos en el diagrama de barras (Figura32) muestran que la aplicacion
de herbicidas tiene un impacto significativo en el microbiota del suelo, en particular en la
deformacion de esporas de hongos benéficos y patdgenos. Se observé que el tratamiento
2T. harzianum present6 el mayor porcentaje de esporas alteradas, lo que sugiere que este
microorganismo es especialmente susceptible a los efectos de los herbicidas aplicados en
la segunda fase. Este resultado indica que la exposicion a ciertos herbicidas puede
comprometer la viabilidad y funcion de Trichoderma harzianum, afectando su capacidad

biocontroladora y su papel en la salud del suelo.

En contraste, el tratamiento 2T. asperellum mostré el menor porcentaje de esporas
deformadas dentro del género Trichoderma, lo que sugiere que esta especie posee una

mayor tolerancia a los efectos de los herbicidas en comparacion con T. harzianumy T.
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citrinoviride. Esto podria indicar que T. asperellum es una alternativa mas resistente en

sistemas agricolas expuestos a herbicidas.

Por otro lado, 3T. harzianum y 3T. citrinoviride también presentaron altos niveles de
deformacion, lo que refuerza la hipotesis de que ciertos herbicidas pueden afectar
negativamente la estructura y funcion de los hongos benéficos del suelo. Ademas, los
tratamientos con Rhizoctonia solani y Trichoderma piluliferum registraron porcentajes
intermedios de deformacidn, lo que sugiere que la respuesta microbiana varia en funcién
del tipo de herbicida y del microorganismo en cuestion. Estos resultados reflejan que los
herbicidas no solo tienen un impacto directo sobre la vegetacion no deseada, sino que
también generan efectos indirectos sobre el microbiota del suelo, modificando la

estructura y viabilidad de ciertas especies fungicas.
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Figura 32: Gréfico de % deformacion de esporas por tratamiento.

Los resultados obtenidos (Figura33) evidencian que la aplicacion de herbicidas genera un
impacto diferencial en la deformacion de esporas de las cepas evaluadas. Se observa que
Trichoderma harzianum (cepa 3) presenta el mayor porcentaje de deformacion en la
segunda aplicacion del herbicida (T2), lo que sugiere una alta sensibilidad a este
tratamiento. De manera similar, Trichoderma citrinoviride (cepa 1) en el la aplicacion de
herbicida (T3), muestran un incremento significativo en la deformidad de esporas en
algunos tratamientos, lo que indica que estos microorganismos son mas susceptibles a la

accion de los herbicidas evaluados.
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Por otro lado, Trichoderma asperellum (cepa 2) presenta la menor deformacién de
esporas en la segunda aplicacion del herbicida (T2), lo que sugiere que este tratamiento
tiene un efecto menos agresivo sobre esta cepa en particular. Trichoderma piluliferum
(cepa 4) mantiene valores de deformacion relativamente bajos y estables en comparacion

con otras cepas, lo que indica una mayor tolerancia a la accion de los herbicidas.

Medias marginales estimadas de PespD

Cepa
—1,00
2,00
3,00
—4,00
5,00

23,00

20,004 /

15,009

Medias marginales estimadas

10,00

5,009

T T
1,00 2,00 3,00
Herbicida

Figura 33: Gréfico de lineas de las medias marginales estimadas de PespD

Los resultados obtenidos (Figura34) muestran que la aplicacion de herbicidas afecta de
manera diferenciada la deformacion de esporas en las cepas evaluadas. Se observa que
Trichoderma harzianum (cepa 3) presenta el mayor porcentaje de deformacion en la
segunda aplicacion del herbicida (T2), lo que sugiere una alta sensibilidad a este
tratamiento. De manera similar, Trichoderma citrinoviride (cepa 1) en el la aplicacién de
herbicida (T3), muestran un incremento significativo en la deformidad de esporas en
algunos tratamientos, lo que indica que estos microorganismos son mas susceptibles a la

accion de los herbicidas evaluados.

Por otro lado, Trichoderma asperellum (cepa 2) presenta la menor deformacién de

esporas en la segunda aplicacion del herbicida (T2), lo que sugiere que este tratamiento
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tiene un efecto menos agresivo sobre esta cepa en particular. Trichoderma piluliferum
(cepa 4) mantiene valores de deformacion relativamente uniformes y estables en
comparacion con otras cepas, lo que indica una mayor tolerancia a la accion de los

herbicidas.

Medias marginales estimadas de PespD

Herhicida
—1,00
2,00
3,00

25,001

20,007

15,00

Medias marginales estimadas

10,00

5,007

T T T
1,00 2,00 3,00 4,00 5,00

Cepa

Figura 34: Gréfico de lineas de las medias marginales estimadas de PespD

5. Conclusién

Los resultados de este estudio confirman que los herbicidas afectan el microbiota del
suelo, alterando la morfologia y viabilidad de las esporas de hongos benéficos, ademas
de eliminar la vegetacion no deseada. El analisis estadistico mediante ANOVA evidencio
que su aplicacién provoca deformaciones significativas en las esporas de hongos
benéficos, con variaciones segun el tipo de herbicida y la cepa microbiana.

En comparacion con el tratamiento testigo, los herbicidas aumentan la deformidad de las
esporas, siendo el T3 el méas perjudicial. Este efecto compromete la funcionalidad de
Trichoderma harzianum y T. citrinoviride , reduciendo su capacidad de biocontrol y
afectando la dindmica microbiana del suelo.

En conclusion, el impacto de los herbicidas sobre la microbiota del suelo depende de su
tipo y concentracion, con efectos adversos sobre los hongos benéficos. Estos hallazgos
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subrayan la necesidad de estrategias de manejo que minimicen su impacto, promoviendo
una agricultura mas sostenible.

6. Recomendaciones

Se recomienda evitar el uso de herbicidas y optar por métodos mecanicos como la
motoguadafia para el control de malezas, ya que esta alternativa reduce el impacto
negativo en el microbiota del suelo. El uso de motoguadafia, combinado con practicas

agroecoldgicas como el uso de coberturas vegetales, permitirdn un manejo mas sostenible
de las malezas sin alterar el equilibrio del suelo.
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Anexos

Anexo 2: Vertido del medio de cultivo en las cajas Petri.
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Anexo 4: Hongos.

Anexo 5: Hongos.
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Anexo 7: Preparacién de dosis de herbicidas.




Anexo 8: Aplicacion de herbicida.

Anexo 9: Hongos después de la aplicacion de herbicidas.

Anexo 10: Observacion en el microscopio.
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