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RESUMEN

El presente estudio se realizé con el objetivo de evaluar la actividad antagonica
de cepas nativas de Trichoderma spp. frente a hongos fitopatégenos Mortierella
alpina y Fusarium sp., aislados de palto “Persea americana”, se desarrollé en el
Laboratorio de Microbiologia Ambiental de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de
la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga. El tipo de investigacion
fue basica experimental, con un disefio completamente al azar con tres
repeticiones por cada unidad experimental. El material bioldégico estuvo
conformado por 2 cepas nativas del género Trichoderma, 1 cepa de Mortierella
alpina'y 1 cepa de Fusarium sp., todos ellos aislados de suelo y raiz de paltos con
signos y sintomas de enfermedad de los distritos de Luricocha e Intay; para las
comparaciones de promedios se aplico la prueba de t de Student. Para evaluar el
efecto antagdnico en los hongos se utilizé la técnica del cultivo dual. Se determiné
el porcentaje de inhibicibn de crecimiento radial (PICR) y el grado de
micoparasitismo segun la escala de Bell. T. harzianum y T. viride inhibieron
49,03% y 56,04% el crecimiento radial en Mortierella alpina (MA-1); en Fusarium
sp (F-1) T. harzianum 40,88% y Trichoderma viride 39,17%. Por micoparasitismo,
T. harzianum y T. viride alcanzaron el grado 1 en Mortierella alpina y grado 2 en
Fusarium sp. Se evidencia finalmente que el tratamiento con Trichoderma viride
es un excelente antagonista frente a Mortierella alpina (MA-1) ya que presenta
mayor capacidad inhibitoria y en cuanto a Fusarium sp (F-1) Trichoderma
harzianum y Trichoderma viride presentaron igual capacidad inhibitoria.

Palabras clave: Antagonismo, Trichoderma, Mortierella, Fusarium, Cultivo dual.



B INTRODUCCION

El desarrollo de la presente tesis se centrd en evaluar la actividad antagénica de
cepas nativas de Trichoderma spp. frente a los hongos Mortierella alpina y
Fusarium sp., causantes de las enfermedades de pudricion y marchitez, todos
ellos aislados de cultivos de paltos. Trata sobre el uso de microorganismos
antagoénicos para el control de fitopatégenos que son diversos y perjudiciales, lo
cual fomenta la investigacion como una alternativa de control biol6gico como
medida para reducir la dependencia de agroquimicos como una opcién
prometedora al permitir la utilizacién de microorganismos competitivos que actian
como antagonistas contra los patdégenos. Se destaca la relevancia de un grupo
selecto de hongos y bacterias que exhiben propiedades antagonistas contra otros
microorganismos, lo que sugiere su potencial aplicativo en el control biolégico de
enfermedades en plantas de interés agricola, como lo sefiala Fernandez (2001).
Siendo las especies del género Trichoderma las mas estudiadas y utilizadas como
antagonista para el control de enfermedades de plantas, debido a que estas
especies se basan en sus propiedades antagonicas en la activacion de
mecanismos muy diversos. Uno de ellos es que pueden ejercer el biocontrol de
hongos fitopatdgenos indirectamente, compitiendo por el espacio y los nutrientes,
modificando las condiciones ambientales, estimulando el crecimiento de las
plantas y sus mecanismos de defensa. Otra medida, es mediante el
micoparasitismo, por la penetracion directa de las hifas al hospedador y/o por
produccion de enzimas extracelulares tal como expresa Stocco (2014). Esta
investigacion se enfocd en la utilizacion de microorganismos benéficos como
alternativa de solucién para contrarrestar problemas fitosanitarios. De acuerdo con
lo planteado por Témalo (2015), los hongos fitopatégenos causan un gran impacto
en cultivos de gran valor econémico, ya que afectan negativamente tanto la etapa

de cultivo, como la de postcosecha, lo que conlleva a una disminucion en la



producciébn en regiones principalmente agricolas. Segun investigaciones
realizadas por autores como Vinchira y Moreno (2019), el método predominante
entre los agricultores para combatir enfermedades causadas por fitopatégenos es
el uso de agroquimicos. A pesar de que este enfoque suele ofrecer resultados
satisfactorios, su aplicacion repetida conlleva impactos negativos en el medio
ambiente. Esto se debe a su eficacia temporal y a la generacion de resistencia en
algunos patégenos como efecto secundario. Debido a estas consecuencias
adversas, una alternativa viable para el manejo integrado de fitopatdogenos es la
adopcion de controladores biolégicos. Estos agentes, a través de la produccion de
metabolitos o subproductos, buscan reducir o eliminar los efectos nocivos en las
plantas desde una perspectiva biolégica, ecoldgica y econdmica. Para este
proposito, se pueden emplear una variedad de microorganismos antagonistas,
como bacterias y hongos. Como sefiala Guzmén (2021), en diversos
departamentos del Perq, la fruta de la palta ha venido incrementando en su
produccion debido al aumento de la demanda a nivel mundial, tal como en la
provincia de Huanta — Ayacucho donde existe clima favorable y suelos adecuados
para su establecimiento, ello en gran medida gracias a su adaptabilidad de la
planta, debido a esto viene siendo una actividad econémica muy importante para
las familias ayacuchanas. Sin embargo, la produccién también enfrenta desafios
fitosanitarios que actiian como limitantes del rendimiento, debido a la presencia
de patdgenos, es por ello que en este trabajo de investigacién se evalud la
actividad antagdnica de cepas nativas de Trichoderma spp. frente a hongos
fitopatdbgenos Mortierella alpina y Fusarium sp. presentes en raiz y suelo en
cultivos de paltos. Para realizacién del enfrentamiento dual en la que se determiné
el PICR y el grado de micoparasitismo de cada especie de Tricoderma tal como
expresa Zamora y Salazar (2019).

El presente trabajo tiene los siguientes objetivos:

Objetivo general

Evaluar la actividad antagénica de Trichoderma spp. frente a hongos
fitopatdgenos aislados de palto (Persea americana) de los distritos de Luricocha e
Intay de la Provincia de Huanta.

Objetivos especificos

1. Aislar Mortierella alpina, Fusarium sp., y Trichoderma spp. de raices y suelos

de cultivos de palto de los distritos de Luricocha e Intay.



Identificar genotipicamente la especie Mortierella alpina e identificar
fenotipicamente Fusarium sp.

Determinar la actividad antagénica de Trichoderma spp. sobre Mortierella
alpina.

Determinar la actividad antagonica de Trichoderma spp. sobre Fusarium sp.



. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

2.1.1. Antecedentes internacionales

Sanchez (2016), en Nicaragua, en su estudio evalud cinco cepas de P. cinnamomi
(BGP04, BPG07, BPG09, MLCO04, MLLO05) y una cepa de P. citrophthora (MLL02),
aisladas de cultivos de palto, frente a aislados de Trichoderma sp., para ello, utilizo
cultivos duales y la escala de Bell con el fin de medir el antagonismo de cuatro
cepas de Trichoderma (BGP01, NG, UNA y MLLO8). Los resultados indicaron que
Trichoderma (MLLO8) inhibié el crecimiento de P. cinnamomi (BGP04) en un
21.83% y de la cepa (NG) en un 54.83% frente al aislado (BGP09) de
Phytophthora cinnamomi. Los aislados (BPG09) de P. cinnamomiy (MLL0O2) de P.
citrophthora presentaron los porcentajes de inhibicion de crecimiento radial (PICR)
mas altos, con 53.81% y 44.25% respectivamente, siendo los mas susceptibles al
efecto antagonico de Trichoderma. En contraste, el aislado BGP04 resulto ser
menos afectado, con un promedio de PICR de 23,97%. Donde concluy6, solo dos
cepas nativas de Trichoderma (BGPOl y MLL08) demostraron capacidad
antagonica significativa frente a aislados de P. cinnamomi y P. citrophthora
alcanzando los grados | y Il en la escala de Bell.

Michel et al. (2019), en México, en su trabajo de investigacion evaluaron la
capacidad antagodnica in vitro de cepas locales de Trichoderma spp. frente a P.
parasitica y F. oxysporum. Para ello, realiz6 una confrontacién in vitro mediante
cultivos duales en placas de Petri, determinando el porcentaje de inhibicién del
crecimiento radial, bajo un disefio experimental completamente al azar con cuatro
repeticiones. Como resultado los hongos antagonistas evaluados tuvieron altos
porcentajes de inhibicién: T. inhamatum (Til4) alcanzé un 95 y 85% de inhibicién
contra P. parasitica y F. oxusporum, mientras que T. asperellum (Ta10) logr6 un

89 y 85% para los mismos patdégenos. T. virens y T. harzianum lograron



porcentajes superiores al 60% frente a F. oxysporum. Finalmente concluyeron que
T. inhamatum (Til4) T. asperellum (Tal0) demostraron un notable potencial
adversario y agresor contra los principales causantes de la Pata Prieta en el cultivo
de Jamaica.

Barboza et al. (2022), en Colombia, en su investigacion evaluaron la capacidad
inhibitoria de cepas locales de Trichoderma spp. frente a Phytophthora cinnamomi
mediante ensayos in vitro. La investigacion incluyé la identificacion genética de
cepas como C1lOVLIMB, C30VLIMB, C40VLIMB, C3CHLIMB, C2CHLIMB vy
C5CHLIMB, C4ACHLIMB, C20VLIMB, C40VLIMB y la evaluacion de su potencial
antagonico frente al patdgeno, el cual afecta hospedantes de relevancia
econémica. Las cepas C1lOVLIMB, C30OVLIMB, C40OVLIMB, C3CHLIMB vy
C2CHLIMB fueron identificadas como Trichoderma harzianum, mientras que
C1CHLIMB, C5CHLIMB, CACHLIMB, C20VLIMB y C40VLIMB correspondieron a
Trichoderma viride con inhibicion en cultivos duales de 94,5 % con la cepa
C1OVLIMB Yy 87,8 % con la cepa C5CHLIMB presentando los mejores promedios
de inhibicion contra P. cinnamomi. Finalmente concluyé que Trichoderma
harzianum y Trichoderma viride demostraron un notable efecto antagdnico contra
Phytophthora cinnamomi, el hongo responsable de la marchitez radicular en
cultivos de paltos, posicionandolos como alternativas biolégicas viables para el
manejo de enfermedades en sistemas agricolas econémicamente importantes.
Andrade et al. (2019), en México; en su estudio evaluaron el efecto antag6nico de
diversas especies de Trichoderma (T. viride, T. harzianum y T. asperellum) frente
a los patdgenos responsables de la marchitez en plantas de aji (Phytophthora
capsici, Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani). Utilizaron cultivos duales in
vitro, donde se midi6é el crecimiento radial de las colonias en centimetros, y
evaluaron el porcentaje de inhibicién del crecimiento micelial mediante la formula
propuesta por Ezziyyani et al. (2007). Los resultados mostraron que los tres
hongos presentaron una elevada capacidad antagoénica: T. asperellum inhibié el
88.25%, T. viride el 87.22% y T. harzianum con 87.8% del crecimiento de los
patégenos, demostrando ser antagonistas efectivo frente a los fitopatégenos
evaluados.

Jaramillo (2014), en Honduras, en su estudio investigo el efecto antagénico de
Trichoderma koningii y dos cepas de Trichoderma harzianum (Zamorano y
Choluteca) frente a Fusarium sp., Alternaria sp. y Phytophthora sp. con un disefio

experimental, por método de cultivo dual, donde los hongos antagonistas y



patdgenos fueron enfrentados en placas Petri, con 4 repeticiones por tratamiento
y 48 unidades experimentales. Se determiné que Trichoderma harzianum cepa
Choluteca mostré una capacidad antagénica mayor del 73% frente a Alternaria
sp., siendo superior a los porcentajes obtenidos frente a Phytophthora sp. (54%)
y Fusarium sp. (40%). Por otro lado, las cepas Zamorano y T. koningii no
presentaron diferencias significativas entre los patégenos evaluados, aunque T.
koningii mostr6 un menor porcentaje de inhibicion radial frente a Alternaria sp.
(36%). Por lo que concluye que T. harzianum cepa Choluteca fue mas efectiva
contra Alternaria sp. (73%), mientras que los restantes tratamientos no
presentaron diferencias destacables.

Andrade et al. (2017), en México, en su investigacion evaluaron la capacidad
antagoénica de tres cepas de Trichoderma (Trichoderma viridae, Trichoderma
harzianum y Trichoderma spp. Cepa C2) para el control de Phytophthora
cinnamomi causante de la tristeza del palto. El estudio incluy6 la medicion del
crecimiento radial tanto del antagonista (DCA) como del patégeno (DCP),
utilizando un método de enfrentamiento dual. Como resultado en 64 horas,
Trichoderma sp. (C2) mostro un crecimiento de micelio 0.412 mm en comparacion
con 0.08 mm de P. cinnamomi; Trichoderma viridae alcanzo 0.493 mm frente a
0.117 mm de P. cinnamomi; y Trichoderma harzianum crecié 0.322 mm en
comparacion con 0.111 mm de P. cinnamomi. Los datos presentaron poca
dispersién y diferencias estadisticas significativas. Donde concluyeron que las
diferentes especies de Trichoderma evaluadas demostraron capacidad de
biocontrol al reducir el crecimiento de P. cinnamomi en pruebas in vitro.

2.1.2. Antecedentes nacionales

Vargas (2014), en Arequipa, evalué la capacidad antago6nica in vitro de T.
harzianum y T. koningiopsis sobre Fusarium oxysporum f. sp. cepae y Phoma
terrestres con un disefio de bloques completamente al azar. El estudio se llevé a
cabo mediante el método de enfrentamiento dual en placas, analizando el
crecimiento radial, la competencia por espacio y nutrientes, el grado de inhibicién
y el micoparasitismo. Los resultados mostraron que, en términos de competencia
por espacio y nutrientes, T. koningiopsis presenté el mayor radio de crecimiento
frente a F. oxysporum f. sp. cepae con 4,15 cm, mientras que T. harzianum
alcanzé 3,86 cm. Frente a P. terrestris, T. koningiopsis registré un crecimiento de
4,41 cm, y T. harzianum de 3,98 cm. En cuanto al PICR se observé una inhibicion

del crecimiento radial de F. oxysporum f. sp. cepae del 83,40% por T. harzianum



y del 77,45% por T. koningiopsis, mientras que P. terrestris fue inhibido en un
86,86% por T. harzianum y en un 84,78% por T. koningiopsis. En micoparasitismo,
las cepas que lograron la escala 4 fueron: T. harzianum y T. koningiopsis.
Concluyendo que Trichoderma harzianum y Trichoderma koningiopsis tienen un
efecto antagonico significativo contra F. oxysporum f. sp. cepae y P. terrestris,
destacando a T. koningiopsis como un recurso valioso para el control biolégico de
fitopatdgenos, con potencial para manejar enfermedades como la pudricion basal
y la raiz rosada en cebolla, tanto en invernaderos como en campo abierto.
Morales et al. (2020), en la ciudad de Lima, Perd, en su trabajo de investigacion
evalud la capacidad antagénica de cepas nativas de Trichoderma spp aisladas de
la rizosfera de los cultivos de paltos del distrito de Quilmana, Cafiete. Donde
emplearon la técnica de cultivo dual en donde se midié el porcentaje de inhibicion
del crecimiento radial (PICR) de P. cinnamomi. Entre el total de cepas aisladas,
tres cepas (P1.1, P4.9 y P5.3) mostraron un PICR mas alto de 53,86, 56,24 y
60,49% y mediante identificacion molecular, las cepas P4.9 y P1.1 tienen un
99,66% y 100% de similitud con Trichoderma asperellum, y la cepa P5.3 tiene un
98,17% de similitud con Trichoderma sp. Finalmente concluyo que las cepas de
Trichoderma asperellum tienen potencial para ser utilizadas como agentes de
biocontrol de P. cinnamomi, por lo que se recomienda realizar ensayos de campo.
Tevés et al. (2024), en la ciudad de Lima, Peru, evaluaron la cepa de P. capsici
aislada de pimiento frente a tres aislados de Trichoderma, para ello utilizaron
cultivos duales y la escala de Bell para determinar el antagonismo de T.
koningiopsis, T. lentiforme y T. harzianum. los resultados mostraron que T.
koningiopsis y T. lentiforme lograron los mayores porcentajes de inhibicion radial
contra P. capsici, con 38,08% y 37,91% a los tres dias, y 51,60% y 51,47% al
séptimo dia, respectivamente. Por otro lado, T. harzianum presenté los
porcentajes mas bajos de inhibicion, con 36,05% y 50,02% al tercer y séptimo dia
de crecimiento de colonias del patégeno. Ademas, T. lentiforme obtuvo un grado
| en su capacidad antagoOnica, mostrando diferencias significativas con T.
koningiopsis y T. harzianum alcanzaron un grado Il. Concluyendo que esta
investigacion demuestra el potencial de T. koningiopsis y T. lentiforme como
agentes de biocontrol contra P. capsici en cultivos de pimiento.

Navarrete (2021), en la ciudad de Ica, evalué el efecto antagonismo in vitro de
especies nativas de Trichoderma sp. y Pseudomonas sp. contra Lasiodiplodia sp.

donde emplearon la técnica de confrontacion de cultivo dual frente a Lasiodiplodia



sp. logrando aislar seis cepas naturales para cada género de Trichoderma y
Pseudomonas. Las mismas que mostraron actividad antagonista contra
Lasiodiplodia spp.; la combinacibn de cepas de Trichoderma sp. Tl y
Pseudomonas sp. P2 no supero el control por la cepa comercial. La cepa
Trichoderma sp. T1 fue la que mostr6 mayor antagonismo, similar a la cepa
comercial Trichoderma viride. Por lo que concluye que tanto Trichoderma como
Pseudomonas tienen efectos antagonicos sobre Lasiodiplodia spp.

2.1.3. Antecedentes regionales

Ayala (2019), en Ayacucho, analiz6 la actividad antagonica de cepas locales de
Trichoderma sp. frente a los hongos fitopatdégenos Colletotrichum sp. y Fusarium
sp. evalud el porcentaje de inhibicion radial (PIRC) y micoparasitismo de
Trichoderma sp. sobre los patdégenos. Los resultados mostraron que las cepas
locales lograron PICR que oscilaron entre el 26,32 y el 45% clasificadas en grado
4 de micoparasitismo frente a Colletotrichum sp. por otro lado, Fusarium sp., las
cepas alcanzaron PICR entre el 28,57 y el 61,11% clasificado en grado 4 de
micoparasitismo.

Islachin (2022), en Ayacucho, analizé la interaccion antagénica de Trichoderma
harzianum y Trichoderma viride contra Botrytis sp., Rhizoctonia sp.,
Leptosphaerulina sp., Phoma sp. y Cladosporium sp. determiné el porcentaje de
inhibicién de crecimiento radial (PIRC) como el grado de micoparasitismo de los
antagonistas. Los resultados mostraron que el PICR frente a Rhizoctonia sp. fue
de 34,82% con T. harzianum y 37,03% con T. viride. para Botrytis sp., T. viride
alcanz6 un 16,77%, mientras que T. harzianum logr6 un 27,36%. en
Leptosphaerulina sp. el porcentaje fue de 11,18% con T. viride y 8,36% con T.
harzianum. Con Phoma sp., se registré un 14,77% y 7,01% para T. viride y T.
harzianum. Finalmente, en Cladosporium sp., T. viride con 14,01% y T. harzianum,
un 9,85%. Por micoparasitismo T. viride mostré un grado 1 frente a Rhizoctonia
sp. y Phoma sp., grado 2 en Botrytis sp., y grado 4 en Leptosphaerulina sp. y
Cladosporium sp., por su parte, T. harzianum consigui6 grado 1 frente a
Rhizoctonia sp., Botrytis sp. y Phoma sp., grado 4 en Leptosphaerulina sp. y
Cladosporium sp.

Velasquez (2017), en Ayacucho, Peru, llevo a cabo un estudio para analizar el
antagonismo entre Trichoderma harzianum, Trichoderma viride y Sclerotinia
sclerotiorum. Para ello, empleo cultivos duales utilizando agar enriquecido con

extractos de cayhua, apio y lechuga, asi como con peptona, potasio y magnesio,



omitiendo azlcares. Consideré el método de ventaja de crecimiento para
Scletotinia, dado su desarrollo mas lento en comparacion con los Trichoderma
para evaluar varias formas de respuesta del patégeno ante los antagonistas. Si no
se otorgaba una ventaja de 4-5 dias al patdgeno, el rapido crecimiento de los
Trichoderma dificultaba observar las respuestas antag6nicas. Donde concluy6 que
el porcentaje de inhibiciébn de T. harzianum ante Sclerotinia/cayhua 83.4%, T.
harzianum ante Sclerotinia/apio 78,75%, T. harzianum ante Sclerotinia/lechuga
73,75%, T. viride ante Sclerotinia/cayhua 79,12%, T. viride ante Sclerotinia/apio
82,50%, T. viride ante Sclerotinia/lechuga 75,87%.

2.2.  Marco conceptual

2.2.1. Signo

Como manifiesta Di Masi et al. (2022), este término se define como la expresiéon
visible del patégeno, ya sea como estructuras vegetativas, reproductivas o de
conservacion.

2.2.2. Sintoma

Di Masi et al. (2022) consideran como sintoma a la manifestacion visible o
detectable de una anormalidad por parte de la planta como resultado de la
enfermedad causada por los microorganismos fitopatdégenos.

2.2.3. Antagonismo

El antagonismo microbiano segun Pérez y Mufios (2014), estd definido a la
situacion en la cual la actividad de un microorganismo causa la inhibicién, es decir
la capacidad de ejercer control biolégico, deterioro o muerte de otras especies
microbianas. Esto puede surgir de la interaccién entre dos grupos microbianos,
donde uno ejerce un efecto negativo sobre el otro, resultando en consecuencias
dafinas o desfavorables.

2.2.4. Microorganismos antagonistas

De acuerdo con De Costa y Erabadupitiya (2005), existe un grupo de
microorganismos, incluyendo bacterias, levaduras y hongos, que son conocidos
por su habilidad para actuar como agentes de control biolégico contra una
variedad de patdgenos relevantes. Estos organismos antagonistas se han
utilizado efectivamente para combatir varias enfermedades que afectan a frutas y
vegetales.

2.2.5. Mecanismos de accién

Segun Ramirez (2013), sefiala que se han identificado diversos mecanismos para

esclarecer las interacciones entre antagonistas y patdogenos en relacion con las



plantas. Cabe destacar que los antagonistas emplean mdultiples métodos de
accion, siendo esta variedad una ventaja a considerar al seleccionar un
antagonista. Esta diversidad de acciones reduce la posibilidad de que los
patdgenos desarrollen resistencia contra los antagonistas, especialmente cuando
se utilizan combinaciones de antagonistas con diferentes mecanismos de accion.
Se han reconocido varios métodos de accidn antagonista efectivos para inhibir el
crecimiento de patégenos.

2.2.6. Capacidad antagénica

Ramirez (2013), define la capacidad antagdnica como el proceso en el que un
microorganismo inhibe activamente a los hongos que causan enfermedades en
las plantas. Este microorganismo funciona como un hiperparasito utilizando
estrategias como el micoparasitismo, la competencia por sustancias nutritivas, la
generacion de compuestos antifingicos y enzimas que descomponen sustancias
biol6gicas.

2.2.7. Cepas nativas

Ramirez (2013), sefiala que estas cepas pertenecen exclusivamente a un
microorganismo en particular o son autoctonas, por lo que no muestran ningdn
tipo de alteracion inducida por el ser humano; se encuentran en un estado similar
al de las cepas gue se encuentran en la naturaleza en su forma original.

2.3. Bases tedricas

2.3.1. Descripcién de la planta de Persea americana “Palto”

Segun lo planteado por Chil (2019), se trata de una fruta comestible que posee
relevancia econdmica dentro de la familia Lauraceae. Aunque es originaria de
Centroaméricay el Caribe, su cultivo se ha expandido hacia otras zonas tropicales
y subtropicales del mundo.

Zapata et al. (2018) explican que esta especie de planta se caracteriza por su
notable polimorfismo. En su habitat natural, puede alcanzar alturas mayores a los
10 metros y presenta una copa espaciosa con un didmetro que puede exceder los
25 metros en ejemplares maduros. Sus raices pivotantes son extensas y se
extienden radialmente, sin generar pelos radiculares evidentes. El tallo principal
es cilindrico, lefioso y ramificado, con una corteza que puede ser aspera y
frecuentemente marcada por surcos longitudinales. La copa tiene una forma
globosa y acampanada con ramas que se despliegan ampliamente, siguiendo un
patron de ramificacion extensivo, en el que cada rama emerge por debajo del apice

del brote en cada ciclo de crecimiento. Las hojas de la planta son coriaceas con
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largos peciolos. Produce frutos tipo baya que varian en forma y color de acuerdo
a la variedad. La textura de la corteza del fruto también presenta una gama que
va desde muy lisa hasta profundamente surcada o abollada, y su peso varia de
100 a 3000 gramos.

Tarazona (2017) menciona que, desde un punto de vista horticola, se identifican
tres principales razas de palta, a las que se asocian la mayoria de las variedades
comerciales que han sido detalladas por Lavaire y Teguigalpa (2013). Las
caracteristicas distintivas de la raza mexicana incluyen frutos pequefios con
cascara fina y semillas de menor tamafo, que pueden ser de color verde o
morado; entre sus variedades destacan "Duke", "Topa Topa" y "Zutano". Por su
parte, la raza antillana se distingue por frutos medianos a grandes, con cascara
delgada pero mas resistente que la de la mexicanay tonalidades que van del verde
claro al amarillo rojizo; sus variedades incluyen las conocidas como criollas. La
raza guatemalteca se caracteriza por tener frutos con cascara gruesa, rugosa al
tacto y dura, con una coloracién que varia entre verde opaco y morado, siendo
'Hass' una de las variedades guatemaltecas mas reconocidas.

Segun lo mencionado por el mismo autor, los hibridos provienen de cruzamientos
entre variedades de palto de origen guatemalteco y mexicano, asi como de
guatemalteco con antillano. En Peru, las principales variedades cultivadas son de
origen hibrido, destacando entre ellas el 'Hass'y el 'Fuerte’, siendo esta Gltima una
adicién mas reciente a la agricultura peruana (Tarazona, 2017).

De acuerdo con el Proyecto BID ADEX (2009), la variedad de aguacate conocida
como 'Palta Fuerte' se distingue por su forma periforme y su tamafio medio, que
oscila entre 10 y 12 cm, con una superficie aspera. Esta variedad es muy popular
en el mercado local debido a su porcentaje de aceite, que varia del 18 al 22%. La
'Palta Hass', por otro lado, tiene una forma ovalada y un peso medio de 200 a 300
gramos, con una textura de cascara gruesa, y es altamente valorada para la
exportacion por su similar contenido de aceite.

El mismo Proyecto resalta el valor nutricional del palto, destacandolo como un
alimento energético y apetecible, rico en vitamina E. Es un sustituto vegetal ideal
para las proteinas que se encuentran en la carne, los huevos, el queso y las aves
de corral, gracias a su contenido de acidos grasos esenciales y proteinas de alta
calidad que son faciles de digerir y no contribuyen negativamente al colesterol.
Ademés, se le atribuyen beneficios para la salud, como su papel en la

desaceleracion del proceso de envejecimiento (Proyecto BID ADEX, 2009).
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Tabla 1

Categorizacion taxonémica de la palta.

Taxon Nombre

Reino : Plantae

Divisién : Fanerogamas

Clase : Dicotiled6nea

Orden : Ranales

Familia : Lauracea

Género . Persea

Especie : Persea americana Miller

Nota. Esta tabla representa la Clasificacion taxonémica de Persea americana segin Chil (2019)

a. Importancia econémica

De acuerdo con Coyotl (2022), el palto es una fuente significativa de ingresos a
nivel local, nacional e internacional, y México destaca como el principal exportador
mundial de este fruto. A pesar de esto, las enfermedades fungicas presentan un
desafio econémico, con registros de pérdidas de produccién que alcanzan hasta
un 60%.

Segun Hernandez et al. (2018), La obtencion global del cultivo del palto alcanza
las 5.028,756 toneladas, siendo América el principal contribuyente con un 68.8%,
seguido de Africa con un 15.9%, 878 599 toneladas. Los rendimientos promedio
son de 10 toneladas por habitante y un uso per cépita de 7 Kg. No obstante,
diversas restricciones fitosanitarias afectan significativamente la productividad,
generan deformidades en los frutos e incluso pueden provocar la muerte de los
arboles de palto. El zigomyceto Mortierella alpina tiene la misma similitud de
causar la pudricién del sistema radicular que Phytophthora cinnamomi, siendo uno
de los patdgenos de mayor importancia econémica.

b. Enfermedades causadas por bacterias, hongos, nematodos y virus
Zapata et al. (2018) explican que la proliferacion de virus y hongos en los cultivos
de palta se atribuye a practicas culturales deficientes y al hecho de que los cultivos
de palta son relativamente nuevos en el occidente, donde muchos productores los
cultivan en asociacion con café. Esta situacion conduce a un exceso de humedad
en las partes del tallo y la raiz de los cultivos, lo que a su vez favorece la aparicién
de enfermedades causadas por agentes patégenos como bacterias, hongos,
nematodos y virus. Algunos de estos agentes tienen una capacidad evolutiva
mayor que otros, lo que puede generar desequilibrios en los ecosistemas al
permitir que ciertas especies evolucionen y se conviertan en invasoras o afecten

negativamente a ciertos cultivos.
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Tabla 2

Principales enfermedades del palto.

Nombre comin de la enfermedad Agente causal Cita bibliografica
Antracnosis Colletotrichum gloeosporoides Pernezny et al. 2000.
Pudricion de la raiz por Armillaria Armilaria mellea (Vahl: Fr.). Hong et al. 2009.

Pie negro del palto (Avocado black )

Agente causal desconocido Hong et al. 2009.
streak)
Cancro del tallo Botryosphaeria dothidea (Moug.: Fr.) Alama et al. 2005.
Pudricion del pedunculo del fruto. Dothiorella spp. Bernal et al. 2008.

Phytophthora citricola Sawada.
Phytophthora cactorum

Cancro por Phytophthora Hong et al. 2009.
Phytophthora heveae

Phytophthora palmivora

Podredumbre de raiz por Phytophthora Phytophthora cinnamomi Rands. Zentmyer 1953.

Pseudocercospora purpurea
. ) Bernal et al., 2008.
Muerte de tejido, mancha angular. Deighton (syn. Cercospora purpurea
Cooke).
Pudricion blanca de la raiz Rosellinia necatrix Pérez et al., 2003.

Lasiodiplodia theobromae
Chancros: Exudados blanquecinos y Thyronectria pseudotrichia
. i Alama et al., 2005
grumosos, tejidos necrosados Botryosphaeria spp.

Colletotrichum acutatum

Necrosis de color café obscuro en o .
Verticillium dahlia Kleb Bernal et al. 2008
ramas Y tallos

Fusarium solani
Pudricion radicular Fusarium oxysporum Giletal., 2014

Fusarium equiseti

Nota. Esta tabla representa las principales enfermedades flngicas en los cultivos del palto segin Ploetz et al.
(1994).

c. Cancro del tronco del palto por Phytophthora cinnamomi Rands

Salvo y Torres (2017) sefialan que los agentes causantes de esta enfermedad
incluyen Phytophthora cinnamomi Rands, P. citricola, P. sawada, P. palmivora y
P. parasitica, también conocida como pudricién del pie o gomosis. ldentificar
tempranamente esta enfermedad en el campo es complicado, ya que los sintomas
severos suelen manifestarse cuando el cancro estd muy avanzado. Las lesiones
suelen aparecer en la base del tronco o debajo del nivel del suelo, aunque en
ocasiones se pueden encontrar hasta a 2 metros sobre el suelo. El area afectada
muestra exudados blancos y cristalinos alrededor de pequefas grietas con bordes
oscurecidos en la corteza del tronco. Al cortar la parte dafiada, se observa una

decoloracién marrén en contraste con el color blanco-crema del tejido sano,
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extendiéndose hasta la madera. Los sintomas en la parte superior del arbol son
muy parecidos a los de la pudricion causada por Phytophthora cinnamomi, y la
muerte del arbol ocurre cuando la lesion rodea por completo el tronco.

d. Tristeza del Palto por Phytophthora cinnamomi Rands

Segun el autor mencionado anteriormente, es la enfermedad mas significativa que
afectan a este arbol frutal, siendo provocada por Phytophthora cinnamomi. Los
arboles afectados por esta enfermedad muestran un crecimiento reducido, un
incremento en la presencia de hojas mas pequefias y de un tono verde mas claro.
Las hojas tienden a curvarse, marchitarse y gradualmente adquieren un color
amarillo, lo que eventualmente conduce a un cese completo del &rbol. Asimismo,
la emergencia de botes se ve disminuida e incluso puede estar ausente. Se
observa un marcado debilitamiento de las ramas y brotes, una floracién abundante
y una fructificacion de baja calidad. El hongo infecta principalmente las raices de
absorcién con un diametro de hasta medio centimetro, las cuales se vuelven
quebradizas y adquieren un color negro. Se pueden apreciar lesiones
caracteristicas en el tronco, como areas acuosas y de color marrén oscuro por
debajo del nivel del suelo (Salvo y Torres, 2017).

e. Tristeza del Palto por Mortierella alpina

Segun Pérez et al. (2022), sefalan que la marchitez, también conocida como
tristeza del palto presenta uno de los mayores problemas que afectan a este arbol.
Comunmente, se atribuye al hongo Phytophthora cinnamomi Rands como Unico
causante debido a la falta de diagnésticos precisos. No obstante, también se han
identificado caos de aislamiento de Mortierella alpina en las raices del palto, que
provocan un decaimiento progresivo de la planta, con un crecimiento reducido,
marchitez generalizada y un amarillamiento gradual, lo que eventualmente
conduce a la defoliacion completa del arbol debido a la infeccién en las raices,
causando la pérdida de plantas tanto en viveros como en plantaciones en campo.
d. Principales especies del género Mortierella como fitopatégenos del palto
El género Mortierella, perteneciente a los zigomicetos, cuenta con mas de 100
especies reportadas. Sin embargo, solo dos de ellas, Mortierella elongata y
Mortierella alpina, son las mas perjudiciales para la agricultura, siendo
responsables de la pudriciéon de la raiz del palto. Esta enfermedad afecta a una
gran variedad de arboles, desde paltos en América hasta castafios en Europa y
arboles en Oceania. Estos hongos pueden vivir como sapréfitos en diversos

ecosistemas y regiones del mundo, y pueden permanecer en el suelo mucho
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tiempo después de la muerte o eliminacion de las plantas hospedantes (Pérez et
al., 2022).

2.3.2. Biologiay taxonomia de Trichoderma

Infante (2009) indica que las especies del género Trichoderma se distinguen por
ser hongos saprofitos que pueden sobrevivir en suelos con variados niveles de
materia organica, descomponiéndola. En ciertas condiciones, tienen la capacidad
de funcionar tanto en condiciones aerobias como anaerobias les permite colonizar
habitats muy variados, desde los polos hasta el ecuador.

Ramirez (2013) también sefala que estas especies son comunes en el suelo,
especialmente en suelos acidos y con alto contenido de materia organica. Tienen
una alta capacidad de aislamiento y se propagan en una variedad de sustratos.
Son eficaces como antagonistas, compitiendo exitosamente por nutrientes, y
poseen un sistema enzimatico especializado para parasitar distintos hongos
fitopatdgenos.

En su estudio de 1969, Rifai (citado por Lopez, 2021) realizé una clasificacion
detallada del género Trichoderma, identificando nueve especies distintas y
estableciendo nueve grupos de especies afines. Entre estas especies se

encuentran T. polysporum, T. hamatum, T. koningii y otras.
Tabla 3

Clasificacion taxonémica de Trichoderma.

Taxén Nombre

Reino : Fungi

Division : Eumycota
Subdivision : Deuteromycotina
Clase : Hyphomycetes
Orden : Hyphales (Moniliales)
Familia : Moniliaceae:

Género : Trichoderma

Especie : T. harzianunm Rinfai

: T. viride Pers.

Nota. Esta tabla representa la clasificacion taxonémica de Trichoderma segun Alexopoulos et al., (1996).

a. Caracteristicas del género Trichoderma

Caracteristicas macroscopicas

Segun Caiza (2015), Trichoderma desarrolla un rdpido crecimiento en el medio
PDA, alcanzando entre 7 y 9 cm de diametro después de 3 dias. Las hifas aéreas
son vellosas, con colores que varian de blanco a gris claro o amarillo. Los conidios

a menudo envuelven toda el area de la placa, produciendo costras planas de 8
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mm de didmetro, concéntrico, en polvo o granular, con tonos variables de verde
incluso dentro del mismo cultivo, a menudo rodeado de micelio blanco estéril.
Ademas, Cabascango (2015) menciona que, al observar el reverso del medio de
cultivo, las colonias presentan colores con amarillo, amarillo &mbar o amarillo
verdoso, dependiendo del aislado.

Caracteristicas microscoépicas

Segun Martinez (2013) y otros estudios, el género Trichoderma exhibe un micelio
septado tipico durante su fase vegetativa. Estas especies haploides poseen una
pared celular compuesta principalmente de quitina y glucano. Su reproduccién
asexual se caracteriza por conidiéforos erectos y ramificados, que culminan en
fidlides donde se producen conidios. Estos conidios, segin Cabascango (2015),
son esporas de coloracion variable y se generan en gran cantidad, asegurando la
propagacion del hongo. Ademas, Caiza (2013) destaca la presencia frecuente de
clamidosporas, estructuras de resistencia que contribuyen a la supervivencia del
hongo en condiciones adversas.

b. Condiciones de crecimiento de Trichoderma

En relacion a los factores requeridos para que Trichoderma crezca, segun Flores
(2015), estos hongos pueden prosperar en un intervalo de temperatura que va
desde los 15 °C hasta los 35 °C, siendo los 25 °C la temperatura 6ptima para su
desarrollo.

Los hongos antagonistas requieren una humedad relativa que varia entre el 20%
y el 80% siendo el 70% el nivel 6ptimo para su desarrollo. Asimismo, el pH
adecuado para su desarrollo, oscila entre 6 y 6.5, dado que estos hongos tienen
la capacidad de acidificar el entorno mediante la liberacion de acidos organicos.
La celulosa constituye su principal fuente de carbono, y el agar papa dextrosa
(APD) es el medio de cultivo que permite maximizar su desarrollo (Flores, 2015).
c. Mecanismo de accién antag6nica de Trichoderma

Segun Martinez (2013), las capacidades antagénicas de Trichoderma pueden
variar notablemente, siendo las cepas autoctonas las mas efectivas. Esta
efectividad esta determinada por la especificidad de cada cepa y su forma de
actuar. Entre los factores que implican su capacidad antagoénica se incluyen la
produccion de sustancias antibiéticas, la competencia por espacio y nutrientes, el
micoparasitismo y la inactivacion de enzimas de agentes patdégenos.

¢ Competencia

Segun Martinez (2013) destaca la amplia distribucién de Trichoderma en diversos

ecosistemas debido a su habilidad excepcional como competidor por espacio y
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recursos nutricionales. Esta competencia se centra principalmente en la obtencién
de carbono, nitrato y hierro. En general, las caracteristicas que favorecen la
competitividad de este antagonista incluyen su rapido crecimiento y la produccion
de una variedad de metabolitos que inhiben a otros organismos en su entorno,
limitando su acceso a nutrientes y espacio. En condiciones experimentales de
laboratorio, su éxito depende de factores como el tipo de sustrato, pH y la
temperatura, ademas de la tasa de crecimiento de las cepas antagonistas.

e Micoparasitismo

Segun Martinez (2013), el micoparasitismo representa una interaccion biologica
adversa en la que un organismo, como Trichoderma, ataca y destruye a otro, el
patdgeno. Este complejo proceso se desarrolla en varias etapas, iniciando con la
deteccién a distancia del hospedante, seguida de un reconocimiento especifico y
una adhesién fisica. Posteriormente Trichoderma secreta potentes enzimas que
degradan la pared celular del patdgeno, facilitando su penetracion vy, finalmente,
la muerte del mismo. La efectividad de este mecanismo depende de diversos
factores, incluyendo las especies de Trichoderma y el patégeno involucrados, asi
como las condiciones ambientales. En esencia, el micoparasitismo es un
mecanismo de defensa natural que explota la maquinaria enzimatica de
Trichoderma para neutralizar a los agentes infecciosos.

e Antibiosis

Los metabolitos antifangicos producidos por Trichoderma son una mezcla
compleja de compuestos volatiles y no volatiles, con estructuras y funciones muy
variadas. Estas sustancias, conocidas como metabolitos segundarios, son
sintetizadas por numerosas cepas de este género y actlan inhibiendo el
crecimiento de otros microorganismos, incluso a distancia. Entre los compuestos
antifingicos mas destacados se encuentran las alquilpironas, isonitrilos,
poliquétidos, peptabioles, dicetopiperacinas, sesquiterpenos y esteroides
(Martinez, 2013). Esta diversidad quimica subraya la capacidad adaptativa de
Trichoderma y su papel en el control biolégico deenfermedades.

2.3.3. Biologiay taxonomia de Mortierella alpina

Segun Pérez et al. (2022), el cultivo de palto se ve afectado por un fitopatdgeno
gue enfrenta varios retos productivos, destacandose la enfermedad conocida
como “tristeza del palto”, que impacta tanto a las plantas en vivero como a los
arboles adultos en campo. Varios patdgenos del suelo causan sintomatologias

parecidos al pudrimiento radicular en el palto, la falta de diagnésticos adecuados
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ha llevado a que se atribuya erréneamente la enfermedad Unicamente al patégeno
Phytophthora cinnamomi. No obstante, también se han identificado otros
fitopatdbgenos, como Cylindrocladium parasiticum, Phytopythium, Nectria
liriodendri, Mortierella spp, que incluyen mas de 100 especies de patbgenos y
contaminantes del suelo, lo cual genera pérdidas significativas antes de la
cosecha.

Asimismo, Rayaroth et al. (2017) sitian al género Mortierella dentro de la familia
Mortierellaceae, un grupo de zigomicetos caracterizado por su alta diversidad, con
méas de 79 especies descritas en cinco géneros. Estas especies, comunmente
aisladas de suelos y rizosfera, presentan caracteristicas morfoldgicas distintivas
como hifas cenociticas, esporangios hialinos y un caracteristico olor a cebolla o
ajo. Macroscépicamente, las colonias suelen exhibir un crecimiento radiad y una
coloracién blanquecina.

Tabla 4

Clasificacion taxonémica de Mortierella.

Taxén Nombre
Dominio : Eucariota
Reino : Fungi

Phylum : Zygomicota
Clase : Mucoromicotina
Orden : Mortierellales
Familia : Mortierellaceae
Género : Mortierella
Especie : Mortierella spp.

Nota. Esta tabla representa la calsificacion taxonémica de Mortierella segin Garcia (2023)

a. Caracteristicas morfoldgicas del género Mortierella

Alonso (2023) describe a las especies de Mortierella como hongos con una
morfologia peculiar. Su crecimiento en cultivo presenta un patrén caracteristico en
forma de roseta, similar a algunos oomicetos como Phytophthora.
Microscopicamente, se distinguen por sus hifas hialinas y septadas, asi como por
la presencia de estructuras reproductivas como clamidosporas, esporangios y
esporangioforos.

e Mortierella como fitopatogeno

Segun Garcia et al. (2022), este hongo produce sintomas semejantes a los
Phytophthora cinnamomi, tales como una leve necrosis en las raices con tonos

rojizos y la necrosis de los tallos, que comienza con manchas en la superficie que
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se expanden desde el sitio de inoculacion, causando el deterioro de las hojas en
la planta. Este patégeno es capaz de esporular y penetrar el tejido vegetal de
manera autonoma.

e Signos y sintomas de la enfermedad

Segun Garcia (2023), este hongo presenta una sintomatologia muy similar a la
causada por Phytophthora cinnamomi, manifestdndose inicialmente como
necrosis en los tallos. Estas lesiones, que se expanden desde el punto de
infeccién, desencadenan un progresivo decaimiento de la planta, afectando
significativamente su vigor y productividad. Esta alta capacidad invasora,
combinada con su capacidad de esporular, lo convierte en un patégeno de dificil
control.

b. Caracteristicas de Mortierella alpina

e Caracteristicas macroscopicas

Tal como sefialan Pérez et al. (2022), este fitopatégeno, cultivado en medio APD
suplementado con cloranfenicol, presenta colonias de Mortierella con
caracteristicas macroscopicas distintivas: suelen ser de color blanco o
blangquecino, con micelio aéreo de textura algodonosa y hialina. Ademas, su
crecimiento se dispone de manera arrocetada o en forma de camelia, mostrando
una notable similitud con el patrén de crecimiento de P. cinnamomi.

e Caracteristicas microscopicas

Segun Pérez et al. (2022), Mortierella, a nivel microscopico presenta hifas
delgadas, cenociticas y ramificadas, con esporangios terminales ovalados e
hialinos, ademas de clamidosporas intercalares de pared gruesa.

e Principales especies patégenas del género Mortierella

Segun Pérez et al. (2022), hasta la fecha, este constituye el primer informe
registrado sobre las especies de Mortierella alpina y Mortierella elongata como
agentes patdgenos en cultivos de palto.

2.3.4. Biologiay taxonomia de Fusarium

De acuerdo a Tapia y Amaro (2014), el género Fusarium es un grupo de hongos
filamentosos ampliamente distribuidos en el suelo y en las plantas, debido a su
capacidad de crecer a 37 °C. Son de gran importancia a nivel agricola y econémico
por los problemas fitosanitarios que ocasiona y las pérdidas de produccion, que
generalmente pueden llegar hasta el 100%. Tienen un micelio bien desarrollado,
con septos y conidiéforos distintivos del género; en algunas especies, el talo es

unicelular.
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Tabla b

Clasificacion taxonémica de Fusarium.

Taxon Nombre

Reino : Fungi

Divisién : Ascomycota
Clase : Euascomycetes
Orden : Hypocreales
Familia : Hypocreaceae
Género : Fusarium
Especie : Fusarium sp

Nota. Esta tabla representa el nivel jerarquico al que pertenece Fusarium segun Tapia y Amaro (2014).

a. Caracteristicas de Fusarium

e Caracteristicas macroscopicas

Segun Ikechi (2012), Fusarium comunmente se distingue por generar colonias que
crecen rapidamente y de manera profusa, presentando una textura algodonosa y
colores que varian entre blanco, rosa, Salmon o violeta, llegando a cubrir por
completo el area del medio de cultivo. Si bien el medio Agar Papa Dextrosa
fomenta su desarrollo, no necesariamente induce la formacién de esporas.

b. Caracteristicas microscépicas

Por otra parte, Narvadez y Zambrano (2006) describen la produccion de tres tipos
de esporas en este hongo: microconidias, macroconidias y clamidosporas. Estas
esporas, que varian en forma, tamafio y estructura, cumplen un papel fundamental
en la supervivencia del hongo. Las microconidias, pequefias y unicelulares, y las
macroconidias, mas grandes y multicelulares, se encargan principalmente de la
propagacion del hongo. Por su parte, las clamidosporas, de paredes gruesas y
resistentes, actian como estructuras de resistencia, permitiendo al hongo persistir
en condiciones ambientales adversas y sobrevivir en ausencia de un hospedante.
e Fusarium como fitopatégeno

Fusarium, un patdégeno radicular, inicia su infeccién al entrar en contacto directo
con las raices de la planta a través de su micelio o clamidosporas resistentes. La
penetracion se facilita por heridas, y el hongo coloniza el xilema, obstruyendo su
conducto y provocando un marchitamiento progresivo de la planta. Los sintomas
externos incluyen decoloracion foliar, mientras que internamente se observa una
pudricion seca en raices y tallos, caracterizada por cavidades y desintegracion de
los tejidos vasculares. La persistencia de Fusarium en el suelo, en forma de
micelio o clamidosporas, asegura su supervivencia y capacidad de infectar nuevos

cultivos (Narvaez y Zambrano, 2006).
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o Fitopatdgeno de importancia econémica

Fusarium, aparte de ser uno de los hongos mas importante de los géneros de
Fusarium en el aspecto econémico, es también una de las especies mas
inestables y variables, presentando una distribucion amplia en todo el mundo,
ocasionando marchitamiento vascular muy destructivo y alarmante. Ocasiona
pérdidas significativas en la mayoria de flores, hortalizas, arboles frutales como el
aguacate, platano, algodon, tabaco, llantén, café, cafia de azlcar, arboles de
sombra, malas hierbas (Narvaez y Zambrano, 2006). La enfermedad causada por
este hongo, fue responsable de abandono de miles de hectareas de plantaciones
en América central (Revelo, 1991).

Fusarium presenta una estrategia dual para infectar a sus huéspedes: no solo
neutraliza las defensas naturales de la planta, sino que también produce un
conjunto de toxinas propias. Estas toxinas, como las eniatinas y acido fusérico,
dafian directamente los tejidos vegetales, mientras que otras, como los
tricotecenos y las fumonisinas, representan un riesgo significativo para la salud
animal (Agrios, 2005).

e Principales especies patdgenas del género Fusarium

Segun Daugovish (2008), diversas especies de hongos fitopatégenos incluyen:
Fusarium graminearum (que afecta a cultivos como cebada, trigo y arroz),
Fusarium oxysporum (presente en tomate, platano, espéarrago, papa, palta,
guanabana y fresa), Fusarium solani (presente en citricos y palta), Fusarium
fujikuroi (presente en arroz, pino y maiz), Fusarium guttiforme (presente en pifia),
Fusarium verticillioides (en maiz y citricos), y Fusarium equiseti (en palta y fresa).
e Pudricién severa de la palta

Segun Lara (2008), la pudricion severa causada por Fusarium spp. en los arboles
de palto incluyen el amarillamiento de las hojas, la interrupcién del crecimiento de
los brotes vegetativos con hojas pequefias ocasionando la muerte de los arboles
y a nivel radicular ocasiona la pudricién de raices pequefas con una tonalidad
marron-negra oscura que, con el tiempo, se extiende a las raices mas gruesas.
Los sintomas descritos difieren de los causados por Armillaria mellea o Rosellinia
sp. Por la ausencia de rizomorfos o abundantes micelios blancos, caracteristicos
de estas especies y, en el caso de Phytophthora cinnamomi, por la ausencia de

raices secundarias.
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Tabla 6
Caracteristicas Morfolégicas y microscopicas entre Mortierella alpina (MA-1) vy

Phytophthora cinnamomi Rands.

Mortierella alpina

Phytophthora cinnamomi Rands

Caracteristicas macroscopicas

Caracteristicas macroscopica

Aspecto de la colonia: aspecto
algodonoso o esponjoso, aspecto denso o
compacto.

Color: inicialmente, las colonias son de
color blanco, pero pueden adquirir a gris
claro con el tiempo.

Crecimiento: arrocetado o en forma de

camelia.

Aspecto de la colonia:
algodonoso,

aspecto denso a opaca.

aspecto
velloso o algodonado,
Color: el color de las colonias suele ser
blanco al principio, pero con el tiempo
puede volverse ligeramente amarillento o
gris.

Crecimiento: arrocetado o en forma de
camelia.

Caracteristicas microscopicas

Caracteristicas microscopicas

Hifas: delgadas, cenociticas con
esporangio hialino.
clamidosporas de pared gruesa,

intercalares
Esporangio terminales ovalados, hialino.
Esporangioforos: hialinos, simples o
ramificados.
Conidios hialinos, globosos, unicelulares,

apicales. Pérez et al., (2022)

Hifas: anchas, cenociticas, coraloides,

torulosas, hinchamientos globosos,
formas irregulares.
Clamidosporas:

tipica de pared gruesa, dispuestas en

con la caracteristica
forma terminal o intercalada y tenian forma
globosa.

Esporangio:
limoniforme. Sanchez (2016), Hernandez
(2016), Pérez et al., (2022), Garcia (2023)

forma ovalada 0

Nota. Representacion de Identificacion y caracteristicas biolégicas de Mortierella alpina (MA-1) y Phytophthora
cinnamomi Rands (shao et al., 2024)

2.3.5. Técnica de enfrentamiento dual

Como plantea Torres (2002), la prueba de enfrentamiento dual evalta el
crecimiento, adaptacion y capacidad de control biolégico de hongos,
enfrentandolos directamente en una placa de Petri. Esta técnica permite
determinar el nivel de antagonismo y el porcentaje de inhibicion de crecimiento

radial.
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacién

3.1.1. Ubicacién del lugar de estudio

Para la recoleccion de muestras de raiz y suelo se hizo el muestreo en los fundos
pertenecientes a la zona de los distritos de Luricocha e Intay de la provincia de
Huanta.

Ubicacién politica

Region : Ayacucho.
Provincia : Huanta.
Distritos : Luricocha e Intay.

Ubicacion geografica

Las coordenadas geograficas de los distritos son:

Latitud sur  : 12°55'59.99"

Longitud oeste: 74°15'0™

Altitud : 2685 m.s.n.m.

3.1.2. Lugar de ejecucion

El presente estudio desarrollado en esta la investigacion se llevé a cabo en el
laboratorio de Microbiologia Ambiental de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, de
la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.

3.2.  Materiales

3.2.1. Material biolégico

e 2 cepas nativas de Trichoderma spp.

e 1 cepa nativa de Fusarium sp.

¢ 1 cepa nativa de Mortierella alpina.

3.3. Tipo de investigacién

Bésica- experimental.
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3.4. Disefo de investigacion

Se empleé un disefio experimental completamente aleatorizado con tres

repeticiones, incluyendo un control para cada hongo patégeno y antagonista por

cada tratamiento

3.5. Poblacién y muestra

3.5.1. Poblacion

Plantas enfermas de paltos (Persea americana) de los distritos de Luricocha e

Intay de la provincia de Huanta, regién Ayacucho. 2023.

3.5.2. Muestra

20 muestras de suelo y raices de paltos con signos de la enfermedad, con un peso

total aproximado de 5 kilos, de las cual se aislaron a Trichoderma spp., asi como

a los fitopatdogenos Mortierella alpina y Fusarium sp.

e Trichoderma spp. aislado de los suelos de cultivos de palto en el distrito de
Luricocha.

o Mortierella alpina y Fusarium sp. fueron aislados, como parte del Proyecto
FOCAM (Identificacion biomolecular de hongos fitopatégenos radiculares y
factores abiédticos que influyen en enfermedades del palto (Persea americana)
en la region Ayacucho, 2022), a partir de raices y suelos con sintomas y signos
de enfermedad en palto, en los distritos de Luricocha e Intay.

3.6. Recoleccion de muestras

3.6.1. Recoleccién de muestras para el aislamiento de Trichoderma spp.

Conforme a las pautas establecidas en el manual técnico para la recoleccién de

muestras de suelo elaborado por Lépez (2004), la extraccién de muestras de suelo

en terrenos agricolas se desarroll6 siguiendo estos pasos:

Procedimiento

e Se utilizo la técnica de muestreo en forma de X (cinco de oros) de las que se
extrajeron 200 g de submuestras de cada punto, en total formaran 1000 g.

e Las muestras se depositaron en bolsas de polietileno estériles, previamente
etiquetadas y se transportaron en un cooler con gel refrigerante para mantener
una baja temperatura y evitar el crecimiento de saprdfitos.

e Finalmente, la muestra fue transportada al laboratorio de Microbiologia
Ambiental.

3.6.2. Aislamiento de Trichoderma spp. a partir de suelo

El aislamiento del hongo antagonista fue aislado utilizando métodos descritos en

el trabajo de Lopez (2004), los cuales se detallan a continuacion:
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Procedimiento

e A partir de las muestras de suelo recolectado que fueron almacenados en
refrigeracion durante un dia, se realiz6 una dilucion, se pes6 1 g de muestra de
suelo en 99 mL de agua destilada estéril.

e A partir de esta mezcla madre, se tom6 0.2 mL, los cuales se sembraron por
diseminacion en medio APD suplementado con cloranfenicol, con el propésito
de inhibir el crecimiento bacteriano.

e Las placas fueron incubadas a 25 °C durante un periodo de 4 dias.

e Tras el periodo de incubacion se evaluaron las caracteristicas culturales de las
colonias formadas. Para la observacion de caracteristicas microscépicas se
tomo las estructuras fungicas con la ayuda de la cinta adhesiva previa
coloracion con azul de lactofenol.

o Finalmente, se observé en el microscopio con un objetivo de 40X para examinar
la forma y tamafio de los conidios.

3.6.3. Recoleccién y aislamiento de los hongos fitopatégenos

En base a Granados y Camas (2014), el proceso de obtencién de las muestras se

llevd a cabo de la siguiente manera:

Procedimiento

e Se identificaron arboles de palto que presentaron signos claros de enfermedad
como pérdida de hojas, amarillamiento y muerte regresiva.

e De cada arbol, se recolectaron dos muestras de raices y dos de suelo
rizosférico alrededor de las raices examinadas.

e Las muestras fueron tomadas en la misma orientaciéon en cada arbol; es decir,
especificamente en la zona con mayor crecimiento y proliferacion de raicillas.

e Cada muestra recolectada fue colocada en bolsas de polietileno estéril de 90 x
50 cm, previamente codificadas.

e Luego, todas las bolsas se colocaron en un cooler con gel refrigerante para
mantener bajas temperaturas y evitar el desarrollo de saprdfitos durante su
transporte al laboratorio de Microbiologia Ambiental.

3.6.4. Aislamiento de Mortierella alpinay Fusarium sp. (Pérez et al., 2009)

Se aisl6 con las siguientes técnicas:

a. Técnica A: Aislamiento a partir de raices que presenten necrosis o
pudricion (sintoma)

Procedimiento

o Parala siembra de las raices, se lavé con agua de cafio para eliminar el exceso

de suelo.
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b.

Se colocaron en un taper de plastico transparente conteniendo agua de cafio,
se sometieron a una agitacion suave, descartando el agua. Este procedimiento
se repitid varias veces hasta que las muestras de las raices queden limpias.
Se tomaron las raices que presentaban la sintomatologia primaria (necrosis o
pudricion). Se cortaron fragmentos de entre 1.5 a 2 cm de longitud de la zona
de avance de la enfermedad.

Los fragmentos obtenidos se sumergieron en un recipiente con agua
desionizada estéril para eliminar cualquier resto de suelo o contaminante del
agua de cafo. Este proceso de lavado con agua desionizada estéril se realizd
por tres veces, por un intervalo de 30 segundos.

En contacto con el mechero de Bunsen para las condiciones asépticas, las
raices se colocaron sobre papel toalla estéril para retirar el exceso de humedad.
Luego, se tomaron las porciones cortadas de las raices con la ayuda de una
pinza desinfectada. Se sembraron en forma equidistante 4 porciones en cada
una de las placas, que contenian el medio Corn Meal Agar (CMA) y medio Jugo
V8 Agar (V8A).

Se incubaron a 25 °C por 5 a 7 dias.

Finalizado el tiempo de incubacién, se observo las caracteristicas fenotipicas y
genotipicas del material cultivado.

Técnica B: Aislamiento a partir de suelo rizosférico

Procedimiento

En contacto con el mechero de Bunsen para las condiciones asépticas, se
procedio a la siembra.

Se tomaron aproximadamente 0,25 g de porcion de suelo rizosférico, colocando
eguidistantemente cuatro porciones de terrones en cada una de las placas que
contenian los medios Corn Meal Agar (CMA), y medio Jugo V8 Agar (V8A).
Se incubaron a 25 °C por 5 a 7 dias.

Finalizado el tiempo de incubacién, se observé las caracteristicas fenotipicas y

genotipicas del material cultivado.

. Técnica C: Aislamiento a partir de tejido vegetal trampa con azalea

(Rhododendron sp) (Soto et al., 2017)

Procedimiento

Para el trampeo de Mortierella alpina se realiz6 en placas de Petri (uno por
cada muestra de suelo).
Se agreg6 3 g de suelo rizosférico de palto mas 20 mL de agua destilada, se

homogenizé con la ayuda de una varilla de vidrio.
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e En cada placa de Petri se colocaron 10 fragmentos de hojas cortadas en forma
de triangulo (5 mm por lado).

e Se incubo a temperatura ambiente, a 25 °C por 2 dias.

e Se extrajeron 5 tridngulos de azalea, se enjuagaron con agua destilada estéril
y se secaron en papel toalla estéril.

e Se sembraron las 5 unidades en placas de Petri con medio Agar Harina de Maiz
(CMA), y medio Jugo V8 Agar (V8A).

e Seincubd a 25 °C por 3 a 5 dias.

e Una vez que en los triangulos se observd el crecimiento, se revisé al
microscopio; el patégeno de interés se transfirio a medio de cultivo Agar Harina
de Maiz para purificar la colonia.

3.7. Prueba de antagonismo

La capacidad de antagonismo fue evaluada midiendo el porcentaje de inhibicion

del crecimiento radial (PICR), de acuerdo con la metodologia de Ezziyyani et al.

(2004).

Capacidad de antagonismo (Fokkema, 1978)

Procedimiento

o Esta prueba se realizé mediante la técnica de bioensayo dual en placas de Petri
con medio APD.

e Se coloco en un extremo de la placa, a 5 mm, de Trichoderma sp. y, al otro lado
de la placa, el hongo fitopatégeno.

e Para el testigo, se sembraron individualmente los hongos fitopatdégenos
Mortierella alpina y Fusarium sp.

e Las placas fueron incubadas a 25 °C durante diez dias.

e Se realizaron mediciones del radio de crecimiento micelial de los hongos
enfrentados cada 12 horas durante 8 dias.

¢ El porcentaje de inhibicion del crecimiento causado por Trichoderma sobre los
hongos fitopatégenos se calcul6 aplicando la formula propuesta por Ezziyyani
et al. (2004).

PICR= (R1-R2)/R1 X 100

R1: radio del patégeno testigo (radio mayor)

R2: radio del patégeno enfrentado al antagonista (radio menor)

Se realiz6 el procedimiento descrito por Sucaticona (2018), en el cual se comparé
el grado de antagonismo alcanzado por las especies de Trichoderma mediante la

escala de Bell, mostrando en la tabla 5.
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Tabla 7

Escala para la clasificacion del antagonismo segun Bell et al. (1982).

Grado de

] Descripcién
antagonismo

1 El antagonista logra extenderse por completo sobre el medio de
cultivo, ocupando toda la superficie y desplazando al patégeno.

2 El antagonista alcanza a cubrir mas de dos tercios de la superficie
del medio cultivo.

3 Tanto el antagonista como el patdgeno colonizan aproximadamente
la mitad del medio, sin que uno predomine sobre el otro.

4 El patégeno supera al antagonista en crecimiento, ocupando tres
cuartas partes de la superficie de la caja Petri.

5 El patdgeno fitbgeno logra abarcar la totalidad de la caja Petri.

Nota. Esta tabla muestra la clasificacion del grado de antagonismo de hongos por el crecimiento micelial in vitro

Para evaluar el nivel de micoparasitismo, se siguio el procedimiento descrito
por Garrido y Vilela (2019).

Se tomaron tres muestras de la zona de interaccion hifal de las placas de
enfrentamiento dual, utilizando la técnica de impronta para cada réplica.
Posteriormente, se afiadié una gota de azul de lactofenol sobre las muestras y
se colocd un cubreobjetos para realizar la observacién microscépica a 40X y
100X.

Finalmente, se examind la presencia de actividad parasitica de Trichoderma
sobre los fitopatégenos, evaluando procesos como adhesion, enrollamiento,

penetracion, entre otros.

3.8. Identificacién de cepas antagonistas y fitopatogenos de palto

a. Caracterizacion cultural. La caracterizacion cultural de Trichoderma (T-1),

Trichoderma (T-2) y Fusarium sp se realizé con las cepas que tuvieron mejor

crecimiento micelial.

. Caracterizacion microscOpica. La caracterizacién microscopica se efectué en

paralelo con la descripcion macroscopica o cultural de las cepas obtenidas. Por
altimo, se llevd a cabo la identificacion fenotipica de Trichoderma (T-1),
Trichoderma (T-2) mediante la institucion Servicio Nacional de Sanidad Agraria
(SENASA), asi como de Fusarium sp. mediante la institucion Agraria La Molina,
utilizando el cultivo monosporico para la caracterizacion macroscopica y

microcultivo para la caracterizacion microscopica.

. Caracterizacion molecular. Para las cepas con mayor concentracion de

biomasa, se llevé a cabo un analisis de caracterizacion molecular.

28



La identificacion de la cepa Mortierella alpina se realizé mediante la empresa
“Umbrella Genomics Company” empleando la técnica de Reaccion en Cadena de
la Polimerasa (PCR) y determinando se secuencia genémica.

3.9. Analisis de datos

Para la obtencién de estadisticos descriptivos se uso el programa R version 4.2.2
(R Core Team, 2020) y el programa Microsoft Excel (2021) para la elaboracién de
grafica de barras. Mediante la prueba de Shapiro Wilk se determind la normalidad
con un nivel de significancia de 0.05. Asi mismo los resultados del PICR se evalué
mediante la prueba de T de Student (a=0.05) y un analisis de varianza ANOVA.
Las comparaciones de medias se realizaron con la prueba de DUNCAN para
evidenciar diferencias significativas entre tratamientos.
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IV. RESULTADOS
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Tabla 8

Relacion de cepas de hongos antagonistas y fitopatégenos aislados de cultivos de Persea

americana.
Codificacion Hongo aislado Origen Identificacion
Trichoderma Suelo de palta del distrito de
T-1 SENASA
harzianum Luricocha-Huanta.

. . Suelo de palta del distrito de
T-2 Trichoderma viride ) SENASA
Luricocha-Huanta.

. Raiz de palta del distrito de )
F-1 Fusarium sp Microcultivo
Intay-Huanta.

) ) Raiz de palta del distrito de Umbrella Genomics
MA-1 Mortierella alpina )
Luricocha-Huanta Company

Esta tabla nos presenta la relacion de cepas nativas de Trichoderma harzianum (T-1) y Trichoderma viride (T-2)
aislados de suelo y los hongos fitopatégenos nativos de Mortierella alpina (MA-1) y Fusarium sp (F-1) todos ellos
aislados de raiz de palto.
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Figura 1
Porcentaje de inhibicién de crecimiento radial (PICR) de las dos cepas de Trichoderma
frente a Mortierella alpina (MA-1).
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Prueba T de Student (a=0.05). Los promedios de letras diferentes difieren significativamente.
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Figura 2
Porcentaje de inhibicién de crecimiento radial (PICR) de las dos cepas de Trichoderma

frente a Fusarium sp (F-1).
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Prueba T de Student (a=0.05). Los promedios con letras iguales no difieren significativamente.
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Figura 3
Promedio de porcentaje de inhibicién del crecimiento radial (PICR) de las dos cepas de

Trichoderma frente a Mortierella alpina (MA-1) y Fusarium sp (Fu-1).
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Prueba de Duncan (a=0.05). Los promedios con letras iguales no difieren significativamente ante Fusarium sp.,
mientras promedios de letras diferentes difieren significativamente solo ante Mortierella alpina.
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Tabla 9
Grado de micoparasitismo de las dos cepas de Trichoderma frente a Mortierella alpina
(MA-1) y Fusarium sp (F-1).

Antagonismo frente al Grado de Capacidad antag6nica
fitopatégeno micoparasitismo
El hongoTrichoderma ocupa dos
Trichoderma harzianum (T-1) 5 tercios de la superficie del medio
frente a Fusarium sp (F-1) de cultivo, lo que restringe el

desarrollo del fitopatdgeno.

El hongo Trichoderma abarca

aproximadamente dos tercios del
2 medio de cultivo, dificultando asi el

crecimiento del patégeno.

Trichoderma viride (T-2)
frente a Fusarium sp (F-1)

. . Trichoderma logra cubrir por
Trichoderma harzianum (T-1) . i
. . completo la superficie del medio de
frente a Mortierella alpina

1 cultivo, superponiéndose
(MA-1)

completamente al fitopatégeno.

. . La superficie del medio de cultivo
Trichoderma viride (T-2)

, ) es colonizada en su totalidad por
frente a Mortierella alpina

1 Trichoderma dejando al
(MA-1) i ;
fitopatégeno completamente
cubierto.

Nota. En el grafico se muestra el grado de micoparasitismo in vitro de las cepas de Trichoderma frente a los
fitopatdgenos causantes de la marchites y tristeza del p alto.
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V. DISCUSION

En la tabla 8 se puede evidenciar la relacion de especies de hongos antagonistas
del género Trichoderma: T-1 (Trichoderma harzianum) y T-2 (Trichoderma viride),
que se encuentran habitando suelos de cultivos de paltos, tal como mencionan
Argumedo et al. (2009) en su estudio en México, donde sefialan que la presencia
de especies de Trichoderma en suelos agricolas es debido a su caracter de vida
libre, pueden actuar como oportunistas, simbiontes o micoparasitos, lo que les
permite desarrollarse con bajos requerimientos nutricionales. Sin embargo, su
crecimiento se ve favorecido por la materia organica en el suelo, asi como por
condiciones ideales de humedad y temperatura, que oscilan entre los 25y 30 °C.
De manera similar, Romero et al. (2009), en su estudio realizado en Colombia,
sefialan que existen multiples especies y cepas de un mismo género de
Trichoderma spp., por lo que su interaccién antagoénica con los hongos cultivados
aun no se comprende del todo y puede variar segun la especie o cepa. Nuestros
hallazgos presentan similitudes con los resultados obtenidos por Lépez et al.
(1999), quienes identificaron la presencia de diversas especies de Trichoderma,
como Trichoderma aureoviride, Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma
harzianum y Trichoderma asperellum, en cultivos de palto, en la identificacion de
3 cepas de Trichoderma spp., también mencionado por Andrade et al. (2019)
quienes identificaron 3 cepas de Trichoderma spp., siendo T. viride, T. harzianum
y T. asperellum encontrados también en cultivos de palto como parte de su
investigacion para el control biol6gico de P. capsici, F. oxysporum y R. solani
utilizando cepas de Trichoderma spp., de manera similar, Sanchez et al. (2017)
en México también sefialan sobre la identificacion de 7 cepas de Trichoderma spp.
con caracteristicas tipicas del género en cultivos de frejol tales como cinco de T.
harzianum y dos de T. asperellum.

De la misma forma, en la tabla 8 se muestran los fitopatégenos causantes de

“podredumbre de raices, tallos, cancros y marchitamientos”, aislados a partir de
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muestras de suelo y raices de cultivos de palto, Mortierella alpina codificados
como MA-1 y Fusarium sp., codificado como F-1 los cuales se distinguieron por
diferencias culturales y morfolégicas en cuanto a color colonial, forma, elevacion,
tipo de crecimiento y desarrollo, estructura micelial y de esporulacion, velocidad
de crecimiento, color colonial, forma, tamafio, elevacion, textura y estructura
micelial. Estos hallazgos de este estudio coinciden con los resultados encontrados
por Mares et al. (2018), quienes llevaron a cabo una caracterizaciéon cultural y
morfolégica de Mortierella alpina en azaleas, donde clasificé las colonias en base
a diferentes aspectos como la presencia de colonias jovenes blanco a amarillo
compactas, micelio hialino y cenocitico, presencia de algunas hifas septadas
conforme a la maduracién y de borde no definido, asi como un desarrollo de tipo
arrocetado o camelia, crecimiento lanoso y uniforme, abundantes clamidosporas.
De la misma forma, el trabajo realizado por Pérez et al. (2022) en Guatemala, que
llevo a cabo una caracterizacion morfolégica y cultural de aislamientos de
Mortierella alpina en paltos, donde aisl6 5 cepas que presentaban un crecimiento
arrosetado, micelio de color blanquecino, hifas cenociticas y clamidosporas,
esporangios hialino, lo que indica una similitud en la apariencia del micelio de
Phytophthora cinnamomi. De la misma manera los mismos autores sefialados
anteriormente, mencionan a este patégeno como el principal agente causante de
enfermedades con alta capacidad destructiva en los cultivos de palto a nivel
mundial, y por falta de diagndsticos precisos, se atribuye errbneamente al
oomycete Phytophthora cinnamomi como el Unico causal, ya que puede infectar
no solo a cultivos de paltos sino también a cultivos de cerezo en china de
importancia econémica. Cuando la enfermedad llega a una etapa avanzada, la
presencia del zygomicete provoca que las ramas mueran desde la punta hacia la
base, lo que se conoce como muerte regresiva. En relacion con el fitopatdgeno
Fusarium, que es responsable de la marchitez, se hace mencién en el trabajo de
Barcenas et al. (2019), realizado en México. Estos investigadores identificaron
estos patégenos en las raices y tallos de fresa, los cuales presentaron
caracteristicas semejantes a las observadas en la investigacion actual. De manera
similar, Mariscal et al. (2017) realizaron en México un estudio en el que aislaron
hongos a partir de tejido enfermo de las raices de fresas, los cuales mostraron
caracteristicas culturales coincidentes a las observadas en el estudio actual, tales
como pigmentaciones de color blanco, rojo, violeta, que se tornaron mas oscuras
con la edad, ademas de variaciones con micelio algodonoso abundante.

Asimismo, en el analisis microscopico se observaron microconidios exuberantes,
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hialinos, de forma ovoide a elipsoide, en su generalidad con macroconidios
hialinos y curvos, y algunos con clamidosporas terminales o intercaladas, tanto
solitarias como en cadenas. En la figura 1 presenta el porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial (PICR) de Mortierella alpina (MA-1) en un ensayo in vitro frente
a las dos especies de Trichoderma. Los resultados del enfrentamiento revelaron
existen diferencias significativas entre ambas especies de Trichoderma. Segun el
gréfico, Trichoderma viride (T-2) destac6 como el mejor biocontrolador, alcanzado
un porcentaje de inhibicibn de 56,04%, lo que indica una mayor capacidad
inhibitoria en comparacion con Trichoderma harzianum. Por otro lado,
Trichoderma harzianum (T-1) presenté un PICR de 49,03%, siendo la especie con
menor capacidad inhibitoria frente a Mortierella alpina (MA-1). Los resultados en
la evaluacién de la actividad antagonica contra la cepa de Motierella alpina son
similares con los resultados de Andrade et al. (2019), en su estudio, destacaron
que Trichoderma viride, Trichoderma harzianum y Trichoderma asperellum
exhiben una alta capacidad inhibitoria, con porcentajes de inhibicién del
crecimiento radial (PICR) de 87,22%, 87,8% y 88,25%, respectivamente, en
confrontaciones in vitro. Estos resultados posicionan a estas especies de
Trichoderma como eficaces agentes antagbnicos en comparacion con otros
antagonistas del género Clonostachys. Por otro lado, Garcia et al. (2021) en su
estudio realizado en México, identificaron a T. tomentosum, T. barbatum, T.
asperellum y la cepa de T. harzianum como efectivos inhibidores del crecimiento
de Verticillium dahliae y Botrytis cinerea. Se observé que cada antagonista exhibia
un nivel de competencia independiente frente a cada fitopatégeno, por ejemplo,
Trichoderma asperellum logré una inhibicion del 70,6% contra Verticillium dahliae,
Trichoderma harzianum alcanz6 el 67,5%, Trichoderma tomentosum el 59,5% vy
Trichoderma barbatum el 49,1%. En cuanto a Botrytis cinerea, Trichoderma
asperellum mostrd una inhibicién del 67,7%, Trichoderma tomentosum del 67,2%
y Trichoderma harzianum del 64,8%, mientras que Trichoderma barbatum
demostré ser ineficaz contra Verticillium dahliae. Estos resultados sugieren que
tanto los fitopatdgenos como los antagonistas presentan diferentes grados de
agresividad y especificidad, lo cual influira en el resultado de los enfrentamientos.
En este contexto, es relevante considerar el aporte de Martinez (2012) quien, en
su trabajo de investigacion, sefiala que cada especie antagoOnica tiene la
capacidad de controlar eficientemente un grupo especifico de fitopatégenos.
Asimismo, destaca que los fitopatdgenos muestran niveles variables de

patogenicidad, independientemente de la especie a la que correspondan. Esto
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sugiere que cada antagonista exhibe una naturaleza agresiva y capacidades
metabdlicas distintas cuando se trata de combatir un determinado fitopatdgeno.
Estos hallazgos resaltan la complejidad de su modo de accién, que incluye
guimiotaxis, antibiosis y parasitismo, como factores clave para evaluar la eficacia
de las especies antagonistas contra los fitopatégenos.

En la figura 2 se presenta el porcentaje de inhibicién del crecimiento radial (PICR)
de Fusarium sp (F-1) frente a dos especies de Trichoderma. En este ensayo,
Trichoderma harzianum alcanzé un PICR de 40,88%, mientras que Trichoderma
viride obtuvo un PICR de 39,16%. No se observaron diferencias significativas
entre ambas especies de Trichoderma. Estos hallazgos coinciden con los de
Andrade et al. (2019), quienes, en un estudio realizado en México, indicaron que
no hubo diferencias significativas en el porcentaje de inhibicion del crecimiento
radial de los patégenos responsables de la marchitez del chile al evaluar los
tratamientos con T. asperellum, T. viride y T. harzianum. Los tres hongos
demostraron un alto nivel de inhibicion, siendo T. asperellum el que alcanzé un
88, 25% frente a Fusarium oxysporum, Trichoderma viride 87,22% frente a
Rhizotocnia solani y T. harzianum 87,8% frente a Phytophtora capsici. Esto
sugiere que cualquiera de estos hongos podria ser eficaz para enfrentar este
desafio fitosanitario. Al respecto, la investigacién de Guédez et al. (2012) quienes
utilizaron seis aislados de Trichoderma harzianum para enfrentar a Fusarium
oxysporum, Sclerotium rolfsii y Rhizoctonia solani. EI mayor porcentaje de
inhibicion se present6 frente a Fusarium, con un 80%, en comparacioén con los
otros fitopatdégenos que alcanzaron un 72% y 71% respectivamente. Se destaco
gue Trichoderma exhibe diferentes mecanismos de inhibicion, tales como la
generacion de compuestos que inhiben el crecimiento del patégeno, metabolitos
y enzimas extracelulares, incluso cuando se encuentran a una distancia del
fitopatogeno. Del mismo modo, Sanchez et al. (2015) observé que todas las cepas
de Trichoderma evaluadas en su estudio inhibieron el crecimiento micelial de
Fusarium oxysporum en cultivos duales. Asimismo, indic6 que no se encontraron
diferencias significativas entre las cepas de Trichoderma harzianum T11,
Trichoderma koningiopsis T13, Trichoderma harzianum T6 y Trichoderma
atroviride T8, las cuales lograron porcentajes de inhibicion del crecimiento de
Fusarium oxysporum del 48%, 52%, 30% y 40% respectivamente, debido a la
accion de los metabolitos liberados por Trichoderma, lo que conllevé a una

reduccion del area de colonizacion del fitopatégeno. En un contexto similar,
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Vargas (2014), en Perl, donde analizé la interaccibn entre las cepas de
Trichoderma harzianum y Trichoderma koningiopsis contra Fusarium oxysporum
y Phoma terrestris, mostrando que ambas especies de Trichoderma inhibieron de
manera significativa el crecimiento radial de Fusarium oxysporum, siendo
Trichoderma harzianum la mas efectiva (83,43%), seguida por Trichoderma
koningiopsis (77,45%). De manera similar, Sanchez (2017) en México destacé que
las especies de Trichoderma aisladas demostraron un rapido desarrollo incluso
cuando se encontraban en presencia de patdégenos altamente agresivos, lo que
sugiere que estos microorganismos antagonistas pueden ser una herramienta
valiosa para el control biolégico de fitopatdogenos, actuando mediante la
produccibn de enzimas extracelulares y su comportamiento biotrofico o
necrotrofico.

En la figura 3 se presentan los porcentajes de inhibicion del crecimiento radial
(PICR) en el cultivo dual de dos hongos patdégenos del palto con Trichoderma
viride y Trichoderma harzianum, con el propdsito de comparar su comportamiento
conjunto como antagonistas frente al desarrollo de las colonias de dichos hongos.
Los resultados evidencian que ambos tipos de Trichoderma son
considerablemente mas efectivo Unicamente contra Mortierella alpina (MA-1).
Segun Diaz et al. (2022), mencionan que probablemente las especies del género
Mortierella, incluida Mortierella alpina, son habitantes comunes del suelo y
patdgenos de diversas plantas. Al estar en el suelo, estas especies enfrentan
numerosas interacciones competitivas con otros microorganismos, incluidos sus
antagonistas. No obstante, Pacheco (2009) y Mendoza et al. (2015) plantean que
su habilidad para parasitar plantas y especializarse principalmente en tejidos
radiculares y del tallo podria ser un mecanismo para escapar de la competencia
por nutrientes en el suelo y evitar a sus antagonistas, lo cual le impidi6 desarrollar
resistencia significativa a su actividad antagonica. Por otro lado, Fusarium sp., no
mostro una reduccioén significativa en su crecimiento radial ante la presencia de
ambos Trichoderma, lo que indica que este hongo patégeno posee altos niveles
de tolerancia frente a estos antagonistas y que su fisiologia de crecimiento no fue
afectada de forma relevante. Las diferencias observadas entre ambos
antagonistas en este estudio sugieren que, para los hongos patégenos analizados
del palto, T. harzianum ejercié una mayor acciéon antagénica al inhibir de manera
mas efectiva el crecimiento radial en comparaciéon con T. viride, aunque esta

diferencia no fue estadisticamente significativa. Investigaciones previas, como las
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de Hoyos et al. (2019), Cusi (2018) y Flores (2017), sefalan que T. viride tiende a
ser mas efectivo, pero dependiendo de su interaccién con los patdgenos. Esto
concuerda con Druzhinina et al. (2005) y Samuels et al. (2004), quienes afirman
que la efectividad de cada antagonista varia en funciéon de los metabolitos
secundarios producidos, los cuales interfieren en el crecimiento de diversas
especies de hongos. Sin embargo, numerosos estudios concluyen que
Trichoderma harzianum es la especie mas prometedora.

En la tabla 9 se detalla el grado de micoparasitismo obtenido con cada uno de los
tratamientos evaluados frente a la cepa de Mortierella alpina (MA-1), siguiendo la
clasificacion propuesta por Bell. Los tratamientos con Trichoderma viride y
Trichoderma harzianum se ubicaron en el grado 1, dado que ambas especies
lograron cubrir completamente al patdégeno. Estos resultados son similares con los
hallazgos de Barboza et al. (2022), quienes indican que, de los 30 aislados de
Trichoderma spp., solo con nueve de las cepas antagonistas (ClOVLIM,
C20VLIM, C30VLIM, C40VLIM, C1CHLIM, C2CHLIM, C3CHLIM, C4CHLIM y
C5CHLIM) mostraron mayor eficacia en la limitaciébn del crecimiento del
crecimiento del patdégeno, destacandose especialmente la cepa C1OVLIMB,
clasificada en el grado | segun la escala de Bell en su interaccion con Phytophthora
cinnamomi. El autor atribuye este resultado a una combinacién de mecanismos
de acciéon ejercidos por Trichoderma, como antibiosis, micoparasitismo, y
competencia por espacio y nutrientes. Este hallazgo presenta similitud con las
observaciones de Sanchez (2023), quien evalud el antagonismo de las cepas
T.H.Ny T.H.O de Trichoderma harzianum, observando que ambas alcanzaron un
grado equivalente de antagonismo en su interaccion con Phytopthora cinamomi,
clasificAndose también en la categoria |. Este resultado es coherente con la
explicacién proporcionada por Eraso et al. (2014), quienes indican que este
mecanismo se debe a la capacidad inhibitoria de las cepas con destacado
desarrollo quitotréfico, lo que debilita al fitopatbgeno e inhibe su desarrollo.
Asimismo, Acosta et al. (2021) en Pera reportaron resultados equivalentes al
analizar la interaccién de diferentes cepas de Trichoderma frente a Botrytis
cinérea. Las cepas Trichoderma koningii (MHSJ11), T. atroviride (MHSJO1), T.
atroviride (MOBSHOO03), T. koningii (MCHT11), T. citrinoviride (MHMLLO3), T.
inhamatum (MOBSHOO01) y T. harzianum (MCHTO7) obtuvieron la clasificacion 1
en la escala de Bell, logrando cubrir completamente la colonia del patégeno. Esto
condujo a una disminucién en el area de crecimiento y en la producciéon de

conidios de Botrytis.
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De la misma forma en la tabla 9 se observa que los tratamientos con Trichoderma
harzianum y Trichoderma viride alcanzaron el grado 2 segun la escala de Bell
sobre Fusarium sp., debido a que el crecimiento colonial superé los dos tercios de
la placa, resultados similares fueron obtenidos por Quevedo et al. (2023) en Brasil,
donde cuatro cepas antagonistas provenientes de yerba mate mostraron un
comportamiento similar frente a Fusarium oxysporum, codificadas como
Trichoderma harzianum (IST1), T. tomentosum (T2S), T. asperellum (IVCT1), T.
koningiopsis (IIOT1), los cuatro clasificaron en grado Il. Por otro lado, Ceiro et al.
(2021), quienes en su investigacion in vitro evidenciaron la micoparasitacion de
Trichoderma harzianumy T. viride a las 72 y 96 horas, mostrando interaccion hifal,
penetracion, enrollamiento, vacuolizacion, deformacion y granulacion del
contenido citoplasmatico ante las especies de Fusarium oxysporumy F.
Phyllophylum. Los resultados expuestos en esta investigacion poseen relacién con
lo evidenciado por Andrade et al. (2019) en México, quienes en su investigacion
in vitro notaron la inhibicion de T. viride, T. harzianum y T. asperellum y los
resultados mostraron la eficacia en la competencia por espacio y nutrientes,
ademas de apreciar la alteraciones citoplasmaticas con presencia de vacuolas y
granulaciones sobre P. capsici, F. oxysporum y R. solani, ademas, se observé la
confrontacion a nivel microscopico como enrollamiento hifal en el punto de cruce
entre los aislamientos nativos de Trichoderma spp. y los patégenos causantes de
la marchites del chile, aparte de ello menciona que Trichoderma evita el
mecanismo de supervivencia del patégeno.

En el anexo 18 se muestran los resultados de la identificacion molecular de la cepa
PH-1c fue realizada por la empresa “Umbrella Genomics Company” ubicados en
la ciudad de Lima. Aproximacién taxonémica mediante Gen ITS y andlisis de
secuencias de Sanger Cromatograma. Como resultado identifica a la especie
Mortierella alpina; estos resultados son contrastables con la identificacién por
Pérez et al. (2022), quienes también utilizaron extracciéon de ADN, amplificacién y
secuenciamiento del gen ARNr 18S, ITS1, el gen ARNr 5.8S, ITS2, y el gen ARNr
28S. Encontraron una homologia del 99,67% a 99,84% con al especie de
Mortierella alpina utilizando la herramienta BLAST, que permite encontrar
similitudes en las regiones entre secuencias bioldgicas a través de nucleétidos de
ADN.
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VI. CONCLUSIONES

Se aislaron dos cepas de hongos fitopatdgenos a partir de las raices y del
suelo de cultivos de palto. Las cepas fueron: Mortierella alpina codificada
como MA-1, proveniente del distrito de Luricocha, y Fusarium sp., codificada
como F-1, proveniente del distrito de Intay.

La identificaciobn genotipica de la especie Mortierella alpina fue confirmada
mediante la aplicacion de técnicas moleculares PCR vy la identificacion
fenotipica de Fusarium sp., fue confirmada mediante cultivo monosporico y
microcultivo.

Se determind la actividad antagoénica de T. harzianum (T-1) y T. viride (T-2)
sobre Mortierella alpina (MA-1) y Fusarium sp (F-1).

Se determiné el porcentaje de inhibicién del crecimiento radial (PICR) de dos
cepas nativas de Trichoderma frente a los hongos fitopatdgenos Mortierella
alpina y Fusarium sp. Trichoderma viride mostré mayor eficacia contra
Mortierella alpina con un PICR de 56,04% y un grado 1 en la escala de Bell.
En el caso de Fusarium sp (F-1), tanto T. harzianum (T-1) como T. viride (T-
2) lograron inhibiciones similares, con un 40,88% y 39,16% respectivamente,

alcanzando ambas un grado 2 en la escala.
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VIl. RECOMENDACIONES

Realizar ensayos en condiciones de campo para confirmar la efectividad de
T. harzianum y T. viride contra Mortierella alpina y Fusarium sp., en cultivos
de palto. Estos estudios ayudaran a validar los resultados de laboratorio y
proporcionar datos sobre la aplicacion practica y el manejo de estos
patdégenos en condiciones reales de cultivo.

Realizar estudios similares a nuestra investigacion con otros fitopatégenos
causantes de enfermedades de interés presentes en cultivos de paltos.
Realizar estudios con otras especies antagonistas ante Mortierella alpina y

Fusarium sp.

Realizar un analisis molecular de las cepas aisladas de los antagonistas.
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Anexo 1. Estadistica descriptiva de crecimiento radial in vitro de hongos fitopatégenos en

el enfrentamiento dual.

Variable  Trichoderma Media Desv.Est. Varianza
PICR (%) T-1-F 40,880 2,723 7,416
T-1-MA 49,034 2,761 7,623
T-2-F 39,168 1,524 2,323
T-2-MA 56,04 3,57 12,73

Anexo 2. Prueba de normalidad (Test de Shapiro Wilk) de Trichoderma harzianum y
Trichoderma viride frente a Mortierella alpina y Fusarium sp. Ayacucho — 2023.

Prueba de Normalidad — Test de Shapiro Wilk
Confrontacién Dual W p-value

Trichoderma Harzianum vs Mortierella alpina 0,94383 0,6227
Trichoderma viride vs Mortierella alpina 0,94057 0,5879
Trichoderma Harzianum vs Fusarium sp 0,92602 0,4444
Trichoderma viride vs Fusarium sp 0,92396 0,426

Anexo 3. Estadisticos descriptivos: PICR (%) de Trichoderma vs Mortierella alpina.

Error estandar

Trichoderma N Media Desv.Est. de la media
T 1 MA 9 49,03 2,76 0,92
T 2 MA 9 56,04 3,57 1,2

Anexo 4. Estimacion de la diferencia.

Desv.Est. IC de 95% parala

Diferencia agrupada diferencia
-7,00 3,19 (-10,19; -3,82)
Anexo 5. Prueba.
Hipotesis nula Ho: M1 -M2=0
Hipétesis alterna Hiigi -4 #0
Valor T GL Valor p
-4,66 16 0,000

Anexo 6. Estadisticos descriptivos: PICR (%) de Trichderma vs Fusarium sp.

Error estandar
Trichoderma N Media Desv.Est. delamedia
T1F 9 40,88 2,72 0,91
T2F 9 39,17 1,52 0,51
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Anexo 7. Estimacion de la diferencia.

Desv.Est. IC de 95% para la

Diferencia agrupada diferencia

1,71 2,21 (-0,49; 3,92)

Anexo 8. Prueba.

Hipétesis nula Ho: M1 -2 =0

Hipotesis alterna Hiigi -4 #0
Valor T GL Valor p
1,65 16 0,119

Anexo 9. Prueba de andlisis de varianza (ANOVA) de dos cepas antagonistas frente a

Mortierella alpina y Fusarium sp. Ayacucho — 2023.

ANOVA
Sumade Media de
Fuente gl cuadrados cuadrados F P
Factor 3 1643,0 547,7 72,79 2,2e-14
Error 32 240,8 7,5
Total 35 1883,8 555,2

Anexo 10. Prueba de comparacion de Duncan de dos cepas antagonistas frente a

Mortierella alpina y Fusarium sp. Ayacucho — 2023.

DUNCAN

Diferencia Valor P LCL UCL
T1F-T 1 MA -8,153522 0,0000 -10,7873737 -5,519671
T1F-T2F 1,712300 10,1948 -0,9215515  4,346151
T1F-T 2 MA -15,158367 0,0000 -17,9266512 -12,390082
T1MA-T 2 F 9,865822 00,0000 7,0975377 12,634107
T1MA-T 2 MA -7,004844 0,0000 -9,6386959 -4,370993
T2F-T 2 MA -16,870667 0,0000 -19,7262988 -14,015035

Anexo 11. Prueba de comparaciéon de Duncan de los cuatro tratamientos de

enfrentamientos in vitro frente a Mortierella alpina (MA-1) y Fusarium sp (F-1). Ayacucho

—2023.
Factor N Media  Agrupacién
T_2 MA 3 56,03866 a
T_1 MA 3 49,03381 b
T1F 3 40,88029 c
T2F 3 39,16799 c
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Anexo 12. Gréficos Q-Q por tratamiento.
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Anexo 13. Toma de muestras de suelo para aislamiento de fitopatégenos con signos y
sintomas segundarios de enfermedad en su parte aérea por decaimiento, clorosis, muerte

regresiva y marchitez en los distritos de Luricocha e Intay de la provincia de Huanta -
Ayacucho — 2023.
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Anexo 14. Procedimiento para aislamiento de Trichoderma sp., a partir de muestras de
suelos.

—

A partir de esta
mezcla madre se

Pesar 1g de
Muestra de suelo

Disolver en 99 mL de .
aigiia dgatibidi Dejar reposar  tomara 0.2 mL Saibivas s madic
estéril. APD por

diseminacion.
Incubar por 4 dias

Luego de ese tiempo

Observar las caracteristicas
microscopicas para
seleccionar el hongo de
interés

61



Anexo 15. Técnica de aislamiento de hongos fitopatégenos a partir de tejido vegetal con
sintomas de enfermedad (Raiz).

Procedimiento para aislar hongos de 6rganos tales como: hojas,
raiz, ramas y frutos

@ €
B i

Muestra enferma con

Selecei Desinfectar con
2 eleccionar en fl:ozos NACLO por 2 — 3min
sintomas de Scm del tejido

enfermo

@
, e

- =

Secar el exceso de humedad
con papel absorbente

©¥ @

Dividir en trozos 1.2 a
2cm

!
(é:r&e-
{
_’

Sembrar asépticamente
en medio de cultivo

Incubar durante 24 — 48 horas

62



Anexo 16. Cultivos de Mortierella alpina (MA-1), Fusarium sp (F-1), Trichoderma
harzianum (T-1) y Trichoderma viride (T-2) en Agar Papa Dextrosa.
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Anexo 17. Resultados de la identificacion molecular por la Empresa Genomics Company
“UMBRELLA”.

UMBRELLA
ot vt A

XN

INFORME DE RESULTADOS N° 0024-2024

Investigador Blgo. Richard Quispe
Institucién Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga
1 Cultivo aislado Tipo de Aproximacion
Muestra - .
de hongos Servicio Taxondmica ITS
Fecha de Fecha de
» 15/08/2024 13/09/2024
recepcion resultados
Cédigo de 1
Muestras
l. ANALISIS

Aproximacion taxonémica ITS

. METODOLOGIA

Se realizé segun los procedimientos: LAB N°002-2024: “Procedimiento de
aproximacion taxonoémica de hongos mediante Gen ITS”

ll. RESULTADOS

3.1. Revelado de gel de electroforesis (Gen ITS)

El revelado del ADN se realizé mediante electroforesis en agarosa al 1,5
% utilizando Buffer TAE.

a Jacwdo e
ic, an Biciogis
C.BP 18195

Emilio Althaus 576, Lince // proyectos@ugenomics.pe // 925 708 785 // www.ugenomics.pe
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Anexo 18. Analisis de secuenciacion genémica de Sanger Cromatograma de la cepa PH-
1c, realizada con el programa Medaka para correccion de Bases. Ayacucho — 2024.

—
’éum BRELLA

GEMOMICS COR PR
g

R LA . i BREE

3.2. Analisis por BLAST de las secuencias

a) Cadigo: PH_1c
- Secuencia concenso

GATATGCTTAAGTTCAGCGGGTAGTCTTACTTGATTTGAGATCGAGTTTACAAAGTGCCGAAGCT
GTCTCTGTGAATCCTGCATCAGTCAGCACAAGAACTAGTCTCCTTTATTTAGCTGCAGCAAAGGT
AATAATCTGTTTTTTAGGCAGACTAAATAGATATGCTTATAGCTCAGAGAAAAGTTCAGCTGCAC
CTGCATTTCAAGCAACCCGCCACTTTCTTGGAAAGCGTTGGGATCACTCAAGTCCAGCTCCAAT
TTCAAAAAAGAAAAAGGAGTTGAGTTACTGATACTCAAACAAGCATGCTCTCCGGAATACCAGA
GAGCGCAATATGCGTTCAATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACGTATCGCATTTC
GCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTGTATTTTGAATTAAGT
TATCATAATATGTTTCAGACAAAATCACTAAAGTTCTGAGTAGATATAAATCCCAAAGGTTGGCCG
CCGGATTTTTACAGCCGTGACCTTCCAGTGAGATGACATTGCACACAAGGTGGATATGGATTTTT
TAAAGTGCCATAAAAACACTTGATTATGAATGATCCTTCCGCAG

- Analisis BLAST

Consulta

Descripcién Nomhre Pun}u.a:idn Puntuacién B Valor Po‘r Acc. Adhecion
=& c\emv\ﬁco ma;ima w('a\ o Ev Identidad Len
-
de ADN 6 de honge no cultivado que contiene el gen ARNr 188 _TS1. el gen AR .. hongo no cultiv &1 181 100% 00 99,84% 7068 EN3973131
La de ADN genomico de Morfierella alpina contiene el gen ARNr 185 _1TS1, el gen ARNr 5 . Mortierella alpina 175 175 100% 00 9969% 673 0QU969405 1
Gen ARNr 18S parcial de Mortierella no cultivado. ITS1, gen ARNr 58S, ITS2 y gen ARNr 285 parci. . Mertierella sin c. 175 175 100% 0.0 99,69% 665 FNE&12729.1
ia de ADN 6mico de hengo no cultivado que contiene el gen ARNr 185, ITS1, el gen AR ... hongo no cultiv ns 175 100% 00 9969% 7068 FN3973141
ia de ADN 6mico de hengo no cultivado que contiene el gen ARNr 185, ITS1, el gen AR ... hongo no cultiv ns 175 100% 00 9969% 706 FN3973161
Aislado de Mortierella alpina MIWO_22_28. iador transcrito interno 1 ia parcial: gen d... Mortierella alpina nrs 175 100% 00 9969% 1028 0Q726135.1
ARNr 165 de Mortierellales no cultivado, ITS1, ARNr 5.85, ITS2 y ARNr 28S. clon 2B12 Mortierellales si.. 175 175 100% 0.0 9969% 705 FN689675.1
Aislado de Mortierella alpina DSM100289_DF19_RLCS11, gen de ARN ri dmico de I pe .. Mortierella alpina ns 175 100% 00 9969% 1425 MT4532741
Zigomiceto no cultivade 185 rRNA, ITS1, 58S rRNA _ITS2 y 28S rRNA, clon 1B8 zigomiceto no ¢ ns 175 100% 00 9969% 705 FN6896711
ADN genémico de Mortierella no cultivado que contiene el gen ARNr 185, ITS1. el gen ARNr 5.85 I... Mortierella sin c. nrs 175 100% 00 9969% 934 HGI36566.1

- Link de BLAST

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&RID=C3

3.3. Datos de secuenciamiento:

C.BP 18185

Emilio Althaus 576, Lince // proyectos@ugenomics.pe // 925 708 785 // www.ugenomics.pe
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Anexo 19. Procedimiento para la obtencién de cultivo en tapete y Bloks de gelosa.

Se comparo la

La cepa de interés se sembré Cepa joven 2ml Se cosechalas  ,ides con la
en Agar Papa Dextrosa de SFF esporas o hifas escala de Mc
inclinado, y se incubo a 25 °C Farland 1.0
por 4 a 8 dias

& -

- Incubar a 30 °C x 7 -14 Sembrar en placas con
Crecimiento en tapete dias para obtener un APD utilizando un hisopo
crecimiento en forma estéril mediante
uniforme estriaciones en tres
direcciones

Obtencion de bloks
con un sacabocado

Cultivo Dual
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Anexo 20. Enfrentamiento in vitro de los antagonistas frente a los fitopatdégenos.
Trichoderma harzianum (T-1) y Trichoderma viride (T-2) frente a Mortierella alpina (MA-1).
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Anexo 21. Enfrentamiento in vitro de los antagonistas frente a los fitopatégenos.
Trichoderma harzianum (T-1) y Trichoderma viride (T-2) frente a Fusarium sp (F-1).
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Anexo 22. Enfrentamiento in vitro de los antagonistas frente a los fitopatégenos.
Trichoderma harzianum (T-1) y Trichoderma viride (T-2) frente a Fusarium sp (F-1) y
Mortierella alpina (MA-1) a los 8 dias de enfrentamiento.
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Anexo 23. Micrografia de estructuras fungosas del control de los antagonistas y
fitopatogenos.

a) Hifas, fidlides y conidios de Trichoderma viride y Trichoderma harzianum.

:"»’l‘ " T. harzianum
. { g :
g . ? 5
R &
#
>

b) Microconidios, macroconidios y clamidosporas de Fusarium sp.
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c) Esporangios de forma irregular, zoosporangio maduro, Hinchazones hifales de
Mortierella alpina.
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Anexo 24. Observacion microscépica del micoparasitismo entre Trichoderma spp. y
Mortierella alpina a) enrollamiento masivo de Trichoderma sp. sobre Mortierella alpina b)
Trichoderma sp. rodeando el micelio de Mortierella alpina c) adhesion de hifas de
Trichoderma sp. sobre Mortierella alpina d) granulacién y vacuolizacion de Trichoderma
sp. sobre Mortierella alpina.
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Anexo 25. Observaciones microscopicas del micoparasitismo entre Trichoderma sp. y
Fusarium sp. a) Penetracion de la hifa de Trichoderma b) Microfotografia de granulacion
de hifas de Fusarium sp. c) Microfotografia de vacuolizacion de hifas e interaccion con
conidios de Trichoderma con hifas de Fusarium sp. d) adherencia de Trichoderma sp.

sobre Fusarium sp.
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Anexo 26. Apoyo técnico en identificacion morfolégica de ACB.

Ministerio

de Desarrollo Agrario
y Riego

SENASA

“Decenio de la Igualdad de Oportunidades para mujeres y hombres”
“Afio de Bicentenario de la consolidacion de nuestra independencia y de la conmemoracién de las heroicas

Batallas de Junin y Ayacucho”

PERU

APOYO TECNICO EN IDENTIFICACION MORFOLOGICA DE ACB

Lima, 26 de junio de 2024

ID. AT.

027. 2023

ING. EDGAR GOMEZ LIMACO
DIRECTOR DE LA DIRECCION EJECUTIVA AYACUCHO

RECEPCION MUESTRA: 10.04.2024

FECHA DE IDENTIFICACION: 24.05.2024

PROCEDENCIA: Luricocha — Huanta - Ayacucho
COORDENADAS: Longitud -74.2478 , Latitud 12°
56’ 24" Sur, Longitud: 74°14'52" Oeste
COLECTOR: Quispe Bautista Richard

FECHA DE COLECCION: 12.07.2024
REFERENCIA: FORE N° muestra 050405034-003

Codigo  Muestra CULTIVO |Procedencia Numero de (Caracterizado por
CCB lacas

019 T1 Trichoderma harzianum Palto Suelo 01 Blg. Yesika Velarde
1020 T2 Trichoderma viride Palto Suelo 01

Society.

RESULTADOS:
Muestra

T1 - T. harzianum: Las caracteristicas observadas concuerdan con las caracteristicas descritas para la seccion Harzianum y
se aproximan a la especie Trichoderma harzianum.

Referencias Bibliograficas:
Siddiquee, S. (2017). Morphology-Based Characterization of Trichoderma Species. Practical Handbook of the Biology and
IMolecular Diversity of Trichoderma Species from Tropical Regions, 41-73. doi:10.1007/978-3-319-64946-7_4

PROCEDIMIENTO: La muestra recibida se realizé el cultivo monoesporico para caracterizacion macroscépica, siendo
sembradas medio PDA 100 %, PDA 50% y extracto malta agar al 2%.
Para evaluar las caracteristicas microscépicas se realizé un microcultivo (medio extracto malta agar al 2% y PDA), la muestra
fue coloreada con azul de lactofenol y se observé en un microscopio Axiolab 5 — Zeiss, objetivo 63X, con camara digital Axiocam|
208 color. Se realizo6 en total 30 mediciones de las estructuras (ancho y largo de fidlide y conidia).

T2 — T. viride: Las caracteristicas observadas concuerdan con las caracteristicas descritas para la seccion Viride y se
aproximan a Trichoderma viride.

Harman, G.E.; Kubicek, C.P. (1998). Trichoderma And Gliocladium. Volume 1: Basic Biology, Taxonomy and Genetics (1st
led.). CRC Press. d0i:10.1201/9781482295320.

Hebbar, P.; Samuels, G. (2015). Trichoderma - Identification & Agricultural Application. The American Phytopathological

IRECOMENDACIONES:
Estos resultados no son concluyentes para la identificacion de especies del género Trichoderma sp. dada la

lsuperposicion de caracteristicas entre especies, debido a la plasticidad morfolégica que presenta el género, es
necesario realizar un ANALISIS MOLECULAR para confirmar/completar la identificacion.

Av. La Molina 1915-La Molina-Lima
T: (511) 3133300
www.gob.pe/SENASA
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Anexo 27. Matriz de consistencia.

Titulo: Actividad antagonica de Trichoderma spp. frente a hongos fitopatégenos aislados de palto (Persea americana). Ayacucho, 2023

Problemas

Objetivos

Marco Teérico

Hipotesis

Variables

Metodologia

¢ Tendra actividad
antagoénica
Trichoderma spp.
frente a hongos
fitopatbgenos
aislados de palto
(Persea
americana).
Ayacucho, 20237

Objetivo general

Evaluar la actividad antagénica

de

Trichoderma spp. frente a

hongos fitopatégenos aislados

de palto (Persea americana)

de los distritos de Luricocha e

Intay de la Provincia de

Huanta.

Objetivos especificos

e Aislar Mortierella alpina,
Fusarium sp., y Trichoderma
sp. de raices y suelos de
cultivos de palto de los
distritos de Luricocha e
Intay.

o Identificar genotipicamente
la especie Mortierella alpina

y e identificar
fenotipicamente  Fusarium
sp.

e Determinar la actividad

antagoénica de Trichoderma
sp. sobre Mortierella alpina.

e Determinar la actividad
antagonica de Trichoderma
sp. sobre Fusarium sp.

2.1. Antecedentes

2.2. marco conceptual

Signo

Sintoma

Antagonismo

Microorganismos antagonistas

Mecanismos de accion

Capacidad antagénica

Cepas nativas

2.3. Bases tedricas

Descripcién de la planta de Persea americana
“palta”

Clasificacion taxonémica de la Palta

Importancia econémica

Enfermedades causadas por bacterias, hongos,
nematodos y virus

2.3.2. Biologia y taxonomia de Trichoderma
Clasificacion taxonémica de Trichoderma
Caracteristicas del género Trichoderma
Condiciones de crecimiento de Trichoderma
Mecanismo de accion antagonica de Trichoderma
2.3.3. Biologia y taxonomia de Mortierella alpina
Clasificacion taxonémica de Mortierella
Caracteristicas morfolégicas del género Mortierella
Mortierella como fitopatogeno

Caracteristicas de Mortierella alpina

Principales especies patdégenas del género
Mortierella

2.3.4. Biologia y taxonomia de fusarium
Caracteristicas de Fusarium

Fusarium como fitopatégeno

Fitopatégeno de importancia econémica
Principales especies patdégenas del género
Fusarium

2.3.5..Caracteristicas Morfologicas entre

Mortierella alpina y Phytophthora cinnamomi Rands

Ho: No existira
antagonismo in vitro de
cepas nativas de
Trichoderma spp frente a
hongos fitopatégenos
Mortierella  alpina y
Fusarium sp. presentes
en cultivos de palto
(Persea americana).
Ayacucho, 2023

Hi: Existird antagonismo
in vitro de cepas nativas
de Trichoderma spp
frente a hongos
fitopatdgenos Mortierella
alpina y Fusarium sp.
presentes en cultivos de
palto (Persea
americana).

Ayacucho, 2023

Variable principal:
Antagonismo de
Trichoderma spp.
Variable secundaria:
Mortierella alpina
Porcentaje de Inhibicion

de crecimiento radial
(PICR).
Mecanismo de

micoparasitismo.
Fusarium spoxysporum
Porcentaje de Inhibicién

de crecimiento radial
(PICR).
Mecanismo de

micoparasitismo

Tipo de investigacion:
Descriptivo - transversal
Disefio de investigacion
Se realizard un disefio
experimental
completamente al azar con
3 repeticiones, teniendo 1
testigo por cada hongo
fitopatégeno 'y  hongo
antagonista por cada uno
de los tratamientos.
Andlisis estadistico

Se wusé el programa
Microsoft Excel para la
elaborar  graficas de
barras. Mediante la prueba
de Shapiro Wik se
determiné la normalidad
con un nivel de
significancia de 0.05. Asi
mismo los resultados del
PICR se evalu6 mediante
la prueba de T de Student
(a=0.05) y un analisis de
varianza ANOVA. Las
comparaciones de medias
se realizaron con la prueba

de DUNCAN para
evidenciar diferencias
significativas entre

tratamientos.
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U N S C l'l E?IL;EUIEI'?I?AZEBIOLOGICAS

ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. Richard QUISPE BAUTISTA
RESOLUCION DECANAL N° 488-2024-UNSCH-FCB-D

En la ciudad de Ayacucho, siendo las diez de la mafiana del dia miércoles trece de noviembre
del afio dos mil veinticuatro; se reunieron los miembros del Jurado Evaluador en el Auditorio de
la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga,
participando como presidente encargado Dr. Jesus De La Cruz Arango, Dra. Marta ROMERO
VIACAVA (miembro — jurado), el Mg. Reynan CONDOR ALARCON (miembro — jurado), Mg.
Luis Uriel MOSCOSO GARCIA (miembro — jurado), Mg. Ruth Elsa HUAMAN DE LA CRUZ
(miembro - asesor), actuando como secretario docente Mg. Luis Uriel MOSCOSO GARCIA
para presenciar la sustentacion de tesis titulada: Actividad antagonica de Trichoderma spp.
frente a hongos fitopatégenos aislados de palto (Persea americana). Ayacucho, 2023;
presentado por el Bach. Richard QUISPE BAUTISTA; el presidente luego de verificar la
documentacion presentada, indicé al secretario docente dar lectura a la documentacién
generada que refrenda el presente acto académico, luego de ello dispuso el inicio del acto de
sustentacion, indicando al sustentante que dispone de cuarenta y cinco minutos para exponer
su trabajo de investigacion tal como establece el Reglamento de Grados y Titulos de la Escuela
Profesional de Biologia de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga. Cuiminada
la exposicion, el presidente invitd a cada uno de los Miembros del Jurado a participar con sus
observaciones, sugerencias y preguntas al sustentante. Culminada esta etapa, el presidente
invitd al sustentante y al publico asistente a abandonar momentaneamente el Auditorio de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga
para que los miembros del jurado evaluador puedan realizar ias deliberaciones y calificaciones;
cuyos resultados son los que se consignan a continuacion:

Miembros del Jurado Evaluador Exposicion Respuesta a preguntas Promedio

Dra. Marta ROMERO VIACAVA 18 17 18
Mg. Reynan CONDOR ALARCON 17 16 17
Mg. Luis Uriel MOSCOSO GARCIA 16 16 16

PROMEDIO 17

El sustentante alcanzé el promedio de 17 aprobatorio. Acto seguido, el presidente autorizé el
ingreso del sustentante y el publico al Auditorio de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga dando a conocer los resultados e
indicando que de este modo se da por finalizado el presente acto académico; firmando al pie
del presente en sefal de conformidad.

Dr. Jesgs DE LA CRUZ ARANGO Dra. Marta ROMERO VIACAVA
Presidente Miembro — Jurado

M T
Mg. ReyngA CONDOR ALARCON Mg. Rith Elsa HOUAMAN-DE LA CRUZ
embro — Jurado Miembro — Asesor

Mg. Luis Urie\ MOSCOSO\GARCIA
Miembro — Jurado

Secretario — Docente
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ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

DECANATURA - ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE TESIS
N° 89-2024-FCB-D

Yo, FIDEL RODOLFO MUJICA LENGUA, Director de la Escuela Profesional de Biologia de
la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga; autoridad encargada de verificar la tesis titulada: Actividad antagénica de
Trichoderma spp. frente a hongos fitopatégenos aislados de palto (Persea
americana). Ayacucho, 2023, por RICHARD QUISPE BAUTISTA; he constatado por
medio del uso de la herramienta TURNITIN, procesado CON DEPOSITO, una similitud de
21%, grado de coincidencia, menor a lo que determina la ausencia de plagio definido por el
Reglamento de Originalidad de Trabajos de Investigacion de la UNSCH, aprobado con
Resolucién del Consejo Universitario N° 039-2021-UNSCH-CU.

En consecuencia, la tesis cumple con las normas para el uso de citas y referencias

establecidas por la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Se acompaiia el
INFORME FINAL DE TURNITIN correspondiente.

Ayacucho, 08 de diciembre de 2024.
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