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RESUMEN

El trabajo de investigacion cuyo objetivo fue evaluar el efecto antagénico de
Trichoderma sp., frente a los fitopatégenos Colletotrichum sp. y Fusarium sp., se
realiz6 en el laboratorio de Microbiologia Ambiental, 2018. El Tipo de
investigacion fue basica experimental, con disefio completamente al azar de un
solo factor. Se establecieron 7 tratamientos para cada una de las cepas de
fitopatdégenos Colletotrichum spp. y Fusarium spp., con 3 repeticiones. El
material bioldégico estuvo conformada por 7 cepas nativas de Trichoderma spp.,
aisladas de la rizosfera de arveja y papa, 4 cepas de Colletotrichum spp. y 4
cepas de Fusarium spp. Para el efecto antagdnico se aplicé la técnica de cultivo
dual, como instrumento para determinar el porcentaje de inhibicion radial (PIRC)
y micoparasitismo. Al evaluar el PIRC para Trichoderma spp. frente a las cepas
de Colletotrichum spp. todas las cepas nativas de Trichoderma spp., alcanzaron
un porcentaje de inhibicion de 26,32 a 45%, las cuales se ubican en la categoria
2; En cambio, frente a Fusarium spp., las cepas nativas de Trichoderma spp.
alcanzaron un porcentaje de inhibicién que va de 28,57 a 61,11%, las cuales se
ubicaron en las categorias 2 y 3. Al medir el micoparasitismo de Trichoderma
spp., sobre Colletotrichum spp., los mejores resultados obtuvieron las cepas
nativas de Trichoderma T-2, T-3 y T-4,2 ubicdndose dentro de la escala de
capacidad antagonica con grado 4 y potencial de muy bueno, sin embargo estas
cepas tuvieron un PIRC con categoria 2; el micoparasitismo de cepas nativas de
Trichoderma spp. frente a Fusarium spp., las cepas nativas de Trichoderma T-1,
T-2, T-3, T-4,1, T-4,2 y T-5, obtuvieron el grado 4 frente a las colonias nativas de
Fusarium sp. F-1y F-4.

Palabras clave: Efecto antagdnico, micoparasitismo.
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I.  INTRODUCCION

La investigacién desarrollada se refiere a la evaluacion del efecto antagénico de
Trichoderma sp. frente a los hongos fitopatégenos Colletotrichum sp. y Fusarium
sp. Una estrategia es el uso de microorganismos antagonicos, siendo
Trichoderma el género mas estudiado como antagonista; utilizar a Trichoderma
como alternativa para el control biolégico de diversos fitopatégenos;
especialmente para Colletotrichum y Fusarium como una alternativa de control
inocuo y efectivo, asi reducir el uso de fungicidas agricolas; el control biol6gico
de hongos fitopatégenos con Trichoderma permite obtener alimentos inocuos, lo
cual evita el rechazo en los mercados internacionales que cada dia son mas
demandantes de productos libres de plaguicidas sintéticos.

Actualmente en nuestro medio asi como en la agricultura mundial los hongos
fitopatbgenos son causantes de enfermedades, siendo responsables de
importantes pérdidas econdémicas, el uso de fungicidas y plaguicidas para
eliminar fitopatégenos han traido como consecuencia severos problemas de
contaminacién al medio ambiente, ha generado resistencia de plagas y
enfermedades, asi como la presencia de nuevas especies de fitopatdgenos con
un grado de afectacion mas virulento?.

Colletotrichum comprende mas de 100 especies responsables de causar
antracnosis en plantas y frutos de importancia econémica, causando pérdidas de
hasta 75% en los cultivos®. La antracnosis en arveja se presenta en hojas y
vaina, produciendo manchas redondeadas de color amarillo con bordes que se
oscurecen con el tiempo; en cambio en el rocoto se presenta en el fruto con
hundimiento del tejido vegetal y estructuras fangicas de color naranja.

Fusarium es otro hongo de importancia agricola, tiene también distribucion a

nivel mundial y afecta a mas de 80 cultivos de importancia econémica®. La



pudricion seca es una enfermedad causada por Fusarium sp. donde el tubérculo

se pudre, endurece y se momifica.

La investigacion de esta problematica se realizé con el interés de conocer el

efecto antagoénico in vitro de cepas nativas de Trichoderma sp. frente a los

hongos fitopatégenos Colletotrichum sp. y Fusarium sp. por el método de cultivo

dual para determinar el porcentaje de inhibicion radial de crecimiento (PIRC), por

otro lado también se determind el grado de antagonismo (micoparasitismo), la

aplicacion de técnicas y procedimientos en este proceso servirAn como base

para posteriores investigaciones.

El informe final de la presente investigacién consta de las siguientes partes:

indice, introduccién, marco teérico, materiales y métodos, resultados, discusion,

conclusiones, recomendaciones, referencia bibliografica y anexos.

En el presente trabajo de investigacion se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo general

Evaluar el efecto antagoénico in vitro de cepas nativas de Trichoderma sp. frente

a los hongos fitopatégenos Colletotrichum sp. y Fusarium sp.

Objetivos especificos

e Determinar el porcentaje de inhibicibn de Trichoderma sp. sobre
Colletotrichum sp.

e Determinar el porcentaje de inhibicion de Trichoderma sp. sobre Fusarium sp.

e Determinar el grado de antagonismo (micoparasitismo) de Trichoderma sp.

sobre Colletotrichum sp. y Fusarium sp.



II.  MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

2.1.1. A nivel internacional

Ramirez, J. y col.”> en Colombia, en su trabajo de investigacion evaluaron el
antagonismo in vitro de dos cepas nativas de Trichoderma asperellum (GRB-
HAl y GRB-HA2) contra Colletotrichum gloeosporioides, Curvularia lunata, y
Fusarium oxysporum, arribaron a las siguientes conclusiones: ambos
aislamientos de Trichoderma asperellum resultaron en 100 % en porcentaje de
inhibicion radial de crecimiento (PIRC), y micoparasitismo de grado 4 en cultivos
duales contra Colletotrichum gloeosporioides. T. asperellum GRB-HA1 condujo a
70 % de PIRC y grado 3, y T. asperellum GRB-HA2 condujo a 84 % de PIRC y
grado 4 de micoparasitismo contra F. oxysporum.

Arbito, M.® en Ecuador, evalud la capacidad antagénica in vitro de 4 cepas de
Trichoderma spp. (M2, M3, M4 Y M5) frente a Fusarium spp., concluyé:
Trichoderma spp. (M2, M3, M4 Y M5) presentaron un porcentaje de inhibicion de
crecimiento radial de (PICR) sobre Fusarium spp. entre el 50 y 67%. La cepa que
mayor PICR presento, corresponde a Fusarium, la cepa M2 (65,19%), mientras
que la menor PICR M5 (52,29%).

Diaz E.” en Ecuador, investigo la eficacia del uso de Trichoderma spp. como
método de control biolégico de Fusarium spp. en cultivo de clavel mediante el
método dual, concluye que: T. harzianum produjo porcentajes de inhibicion del
26,9% para F. oxysporum.

Garcia L.2 en Colombia, en su trabajo de investigacién “Evaluacién Del
Antagonismo de Cepas de Trichoderma spp. frente a Cepas de Fusarium spp. Y
Colletotrichum spp. aisladas de Cultivos Organicos de Sabila (Aloe vera) Y
Arandano (Vaccinium corymbosum)”, llegd a los siguientes resultados: el

porcentaje de inhibicion radial de Trichoderma spp., sobre el crecimiento de



Fusarium spp., fue de 72% y contra Colletotrichum spp., fue de 59%, el autor
considero como buenos, puesto que para que un producto sea considerado
como biocontrolador efectivo, debe arrojar al menos 60% de inhibicion en la
técnica de enfrentamiento dual en laboratorio.

Vargas, H. y Gilchrist, E.° en Colombia, determinaron la capacidad antagénica de
la cepa de Trichoderma asperellum (T109) contra dos cepas nativas del hongo
fitopatégeno Fusarium sp. (M2Raiz, M3Tallo); Concluyeron: la cepa Trichoderma
asperellum (T109) presento buena capacidad antagbnica contra ambos
aislamientos fitopatdégenos, ya que se observé disminucion en su capacidad de
crecimiento del 60% y 40% Fusarium sp. M2Raiz y Fusarium sp. M3Tallo,
respectivamente.

Martinez, A.*° en Ecuador, evalué la capacidad antagonica de las cepas nativas
de Trichoderma sp. para control biolégico de Fusarium sp. en maracuya, arrib6 a
los siguiente resultados: Trichoderma sp. presentan alta capacidad para inhibir el
crecimiento radial del patdgeno, obtuvo inhibiciones de crecimiento del patégeno
Fusarium solani en porcentajes que van desde 69,7% a 72,35%.

Rudy, N. col.'* en La paz, Bolivia, en su investigacion comprobaron el control del
hongo antagonico Trichoderma sp. sobre los hongos fitopatégenos Rhizoctonia
sp. y Fusarium sp. en café (Coffea arabica). Donde concluyeron: el porcentaje de
inhibicion de crecimiento de Trichoderma sp. en Fusarium sp. fue de un 37%.
Michel A. y col.’> en México, evaluaron el efecto antag6nico in vitro de cepas
nativas de Trichoderma spp. sobre Fusarium subglutinans y Fusarium
oxysporum, agentes causales de la “escoba de bruja” del mango, los cuales
concluyeron con que las cepas nativas de Trichoderma spp. presentaron los
mayores porcentajes de antagonismo contra ambos fitopatégenos, al inhibir el
crecimiento micelial en 62,9% de F. oxysporum y 42,0% de F. solani.

2.1.2. A nivel nacional

Llicahua, D.*® en Arequipa, aisl6 y determino el efecto antagonista “in vitro” de
Trichoderma spp. frente a Fusarium sp. del cultivo de cebolla de los distritos de
Santa Rita de Siguas y de Tiabaya— Arequipa-2018, donde llego a los siguientes
resultados: la capacidad antagonica de las cepas de Trichoderma TSS-1y TST-1
fue alta (grado 4), seguido de las cepas TES-1 y TET-1 (grado 1); El PICR
evaluado fue altamente efectivo para la cepa de Trichoderma TSS-1 con 97,4% y
efectivo para las cepas de Trichoderma TST-1 con 90,8%, TES-1 con 86,5% y
TET-1 con 76,3%.



Gofias, M. y col.** en Amazonas, evaluaron el efecto in vitro de cuatro
controladores bioldgicos (Trichoderma harzianum, T. viride, T. asperellum y
Clonostachys rosea) frente a los hongos patdgenos Colletotrichum spp. y Botrytis
spp. al comparar los resultados, las cepas de Trichoderma spp. presentaron
mayor PIRC sobre Colletotrichum spp.; T. asperellum ( 69,4%), T. harzianum
(68,7%) y T. viride (67,1%)

Flores, w.™ en Truijillo, en su trabajo de investigacion “control bioldgico in vitro de
Colletotrichum gloeosporioides causante de la antracnosis frente a Clonostachys
rosea, Fusarium oxysporum y Trichoderma harzianum.” Concluye lo siguiente:
mejor controlador biolégico de C. gloeosporioides fue T. harzianum el mayor
porcentaje de inhibicion del crecimiento de un 65,12% a 30°C en PDA.

Vargas, R.*® en Arequipa, en su trabajo de investigacion “Antagonismo de
Trichoderma koningiopsis y Trichoderma harzianum sobre Fusarium oxysporum
f. sp. cepae y Phoma terrestris in vitro”; observé en sus resultados una inhibicién
del crecimiento radial de Fusarium oxysporum f. sp. cepae por T. harzianum de
83,40%, T. koningiopsis con 77,45%. En cuanto al grado de micoparasitismo T.
harzianum y T. koningiopsis mostraron un micoparasitismo grado 4 frente a
Fusarium oxysporum f. sp. cepae.

Torres, S.* en Trujillo, evalué el efecto “in vitro” de tres especies nativas de
Trichoderma sobre la germinacion y crecimiento de Colletotrichum acutatum; en
el que concluye, que Trichoderma harzianum y Trichoderma viride las que
presentan mayor efecto sobre C. acutatum.

2.2. Marco conceptual

2.2.1. Antagonismo

Es una interaccién entre microorganismos donde uno interfiere con el
crecimiento del otro, es decir causa la pérdida o la actividad de uno de ellos.
Esta es la base sobre la que se sustenta el verdadero control biolégico de
microorganismos fitopatégenos en las plantas®®.

a) Microorganismos antagonistas

Varios tipos de microorganismos se han descrito como agentes de control
biologico de enfermedades en cultivos. Practicamente todas las plagas y
enfermedades son afectadas en alguna medida por organismos antagonistas. En
muchos casos estos entes bioldgicos representan el factor mas importante en la
regulacion de las poblaciones de microorganismos fitopatogenos en la

naturaleza®®.



Entre los microorganismos mas importantes se encuentran las bacterias de los
géneros Pseudomonas y Bacillus y hongos de los géneros Gliocladium y
Trichoderma. Este Ultimo es el mas utilizado para el control de un grupo
importante de patégenos del suelo™.

b) Mecanismos de accion

Se han descrito varios mecanismos de accion de los antagonistas para controlar
el desarrollo de patdégenos. Algunos de estos son antibiosis, competencia por
espacio o nutrientes, interacciones directas con el patdégeno (micoparasitismo y
lisis enzimatica) e induccién de resistencia®™.

No es facil determinar con precision los mecanismos que intervienen en las
interacciones entre los antagonistas y los patdgenos en la planta. En general, los
antagonistas no tienen un Gnico modo de accidn y la multiplicidad de estos es
una caracteristica importante para su seleccion como agentes de control
biolégico. Si el antagonista posee varios modos de accion reduce los riesgos de
desarrollo de resistencia en el patégeno *°.

c) Efecto antagdnico

Se entiende por efecto antagdnico al mecanismo que se basa en la actividad
inhibitoria directa que ejerce un microorganismo sobre otro.

2.2.2. Trichoderma

El género Trichoderma se caracterizan por ser hongos sapréfitos, que
sobreviven en suelos con diferentes cantidades de materia organica, los cuales
son capaces de descomponerla y en determinadas condiciones pueden ser
anaerobios facultativos, 1o que les permite mostrar una mayor plasticidad
ecoldgica. Las especies de Trichoderma se encuentran presentes en todas las
altitudes, desde las zonas polares hasta la ecuatorial®.

El género Trichoderma fue descrito por Persoon en 1794. Posteriormente, Rifai?’
hizo el primer agrupamiento en especies agregadas que se utiliza hasta el
presente, a pesar de las dificultades que se presentan para la identificacion de
especies por este método, debido a la cercania morfolégica y la evolucion de las
mismas. Son hongos saprofitos del suelo y la madera, de crecimiento muy
rapido®. Las especies de este género se encuentran ampliamente distribuidas
por todas las latitudes, y se presentan naturalmente en diferentes ambientes,
especialmente en aquellos que contienen materia organica o desechos

vegetales en descomposicion®'.



Rifai en 1969 investigd al género Trichoderma y propuso nueve especies
agregadas: Trichoderma piluliferum Webster & Rifai, Trichoderma polysporum
(Link ex Pers) Rifai, Trichoderma hamatum (Bon) Bain, Trichoderma koningii
Rifai, Trichoderma aureoviride Rifai, Trichoderma harzianum Rifai, Trichoderma
longibrachiatum Rifai, Trichoderma pseudokoningii Rifai y Trichoderma viride
Pers ex S. F Gray. Estas especies se identificaron teniendo en cuenta
diferencias morfoldgicas y fisiologicas, como: tipo de ramificacion del conidioforo,
forma del conidio, crecimiento y coloracién de la colonia, entre otras?.

a) Taxonomia

Trichoderma actualmente se encuentra en la siguiente clasificacién taxonémica®
Reino : Fungi

Division : Eumycota

Subdivision  : Ascomycotina

Clase : Euascomycetes
Orden : Hypocreales
Familia : Hypocraceae
Género : Trichoderma
Especie : Trichoderma sp.

Se reproducen mediante conidios, debido a su gran capacidad reproductiva, su
crecimiento se ve favorecido por la presencia de materia organica y humedad,
son tolerantes de condicione extremas como temperatura, pH y salinidad®*.

b) Caracteristicas de Trichoderma

e Caracteristicas macroscoépicas

Las colonias de Trichoderma son de rapido crecimiento en medio APD (Agar
Papa Dextrosa), inicia con la formacién de una callosidad en la muestra
sembrada, creciendo el primer dia un promedio de 12,68 mm de diametro con la
formacion de un anillo hialino, el segundo dia presenta una capa blanca
esponjosa en el anillo que al tercer dia se torna verde®, al quinto o sexto dia la
colonia toma una coloracion verde-oscura de aspecto polvoriento®; al observar el
envés del medio de cultivo las colonias son de color amarillo, ambar o amarillo
verdoso®.

e Caracteristicas microscopicas

El género Trichoderma en su estado vegetativo presenta micelio con septos
simples. Las especies son haploides y su pared esta compuesta por quitina y

glucano?’.



Conidioforos: son hialinos, erectos, no Vverticilados, generalmente
ramificados, pueden estar en solitario o agrupados®.
Fialides: en esta estructura se forman los conidios (esporas asexuales).
Presentan una forma de botella, estan solas o agrupadas, son hinchadas en
la region central pero alargada en sus terminaciones?®.
Conidios: son esporas asexuales de coloracion verde, amarillo o blanco; con
esporulacion densa para asegurar la supervivencia, dispersion y reproduccion
del hongo. Las paredes de los conidios estan compuestas por quitina y
glucagén®.
Clamidosporas: presentan una coloracién a marillenta o verdosa, un olor a
humedad, una forma eliptica o globosa, estas estructuras son comunes en las
especies de genero trichoderma, su diametro es de 6-15 um en la mayoria de
especies .
Estas estructuras son de vital importancia para la sobrevivencia del género en el
suelo bajo condiciones adversas.
c) Condiciones de crecimiento de Trichoderma
Condiciones para un buen crecimiento:
e Temperatura
Varia de 15°C — 35°C, siendo 25°C la temperatura 6ptima.
e Humedad relativa
Trichoderma se desarrolla entre 20% y 80% de humedad, siendo lo 6ptimo
70%.
° pH
Se desarrollan mejor a pH de 6 — 6,5, y resisten a mayores valores debido a
la secrecién de acidos organicos que acidifican el medio.
e Carbono
Siendo la principal fuente de este elemento la celulosa®.
d) Capacidad antagénica de Trichoderma
La capacidad antagonica de Trichoderma es variable y depende de la
especificidad de la cepa y de su modo de accion, las cepas nativas son mas
eficaces que las importadas. Dentro de los mecanismos responsables de su
capacidad antagdnica estd la antibiosis, competencia, micoparasitismo,
desactivacion de enzimas de patdgenos y otros®.
e Competencia
La presencia de Trichoderma en suelos agricolas y naturales en todo el mundo

es una evidencia, de que es un excelente competidor por espacio y recursos



nutricionales. La competencia por nutrientes de Trichoderma, es principalmente
por carbono, nitrato y hierro®*.De forma general, entre las cualidades que
favorecen la competencia de este antagonista se encuentra, la alta velocidad de
crecimiento que posee gran parte de sus aislamientos y la secrecion de
metabolitos de diferente naturaleza, que frenan o eliminan a los competidores en
el microambiente. Este modo de accién influye en “bloquear el paso” al patégeno
y resulta importante para la diseminacion del antagonista®’.

La competencia evaluada bajo condiciones in vitro (cultivo dual), se ejerce
principalmente por espacio y en ella intervienen la velocidad de crecimiento de
las cepas del antagonista y factores externos como tipo de sustrato, pH y
temperatura, entre otros®.

e Micoparasitismo

Este es un proceso complejo en la interaccion antagonista-patégeno, que ocurre
en cuatro etapas™.

Crecimiento quimiotrofico donde Trichoderma puede detectar a distancia a sus
posibles hospedantes®,

Reconocimiento: Se considera que existe una alta especificidad del antagonista
por su sustrato®,

Adhesién y enrollamiento: Ocurre por la asociacion de un azlcar de la pared del
antagonista con una lectina presente en la pared del patdgeno® y.

Actividad litica: Produccién de enzimas liticas extracelulares, fundamentalmente
quitinasas, glucanasas y proteasas, que degradan las paredes celulares del
patdgeno y posibilitan la penetracion de las hifas de Trichoderma®. El
micoparasitismo concluye con la pérdida del contenido citoplasméatico de la
célula hospedante, mostrando sintomas de disgregacion®. Diferentes
interacciones hifales estan involucradas en el micoparasitismo, tales como:
enrollamiento, penetracion, vacuolizacion, granulacion, coagulacion,
desintegracion vy lisis*®. En el parasitismo a nivel microscopico no todas estas
interacciones son siempre observadas, pues al parecer dependen del
aislamiento de Trichoderma, del patégeno y de las condiciones del ambiente?’.
Las enzimas desempefian una funcion esencial en el micoparasitismo, ya que la
penetracion de la hifa de Trichoderma en su hospedante esta regida por la
magquinaria enzimatica de este antagonista, y depende mas del aislamiento y del

hospedante, que de la propia especie del biorregulador?’.



El crecimiento de Trichoderma sobre el patégeno en cultivo dual, no es garantia
de alta capacidad parasitica, ya que las hifas de ambos pueden compartir
espacios en el sustrato sin llegar a parasitarlo®”.

e Antibiosis

Los metabolitos con actividad antifungica secretados por Trichoderma
constituyen un grupo de compuestos volatiles y no volatiles, muy diverso
en cuanto a estructura y funcion. Muchas cepas de Trichoderma producen estos
metabolitos secundarios, algunos de los cuales inhiben otros microorganismos,
con los que no se establece contacto fisico, y estas sustancias inhibitorias fueron
consideradas “antibiéticos”"3,

Se identificaron compuestos del tipo de las alquil-pironas (6-a-pentil-pirona),
isonitrilos (isonitrina), poliquétidos (harzianolida), peptabioles (trichodermina,
atroviridina, alameticina, suzucacilina y trichozianina), dicetopiperacinas
(gliovirina y gliotoxina), sesquiterpenos (acido heptelidico) y esteroides
(viridina)®°.

Las diversas especies de Trichoderma tienen capacidad antagOnica contra
diversos hongos fitopatégenos, como Rhizotonia solani, Fusarium oxysporum,
Sclerotinia sclerotiorum, Colletotrichum gloesporioides, Sclerotium rolfsii, Botrytis
cinére®.

2.2.3. Colletotrichum

Colletotrichum es un género de hongos fitopatbgenos que ocasiona
enfermedades como cdanceres, pudriciones y principalmente antracnosis en
diferentes hospedantes; se manifiesta en lesiones semicirculares con
hundimientos en forma de anillos concéntricos*. A nivel mundial se reporta la
antracnosis en frutas, hortalizas, cereales, plantas herbaceas, maderables y
ornamentales, entre otras; sobre todo en zonas templadas y tropicales*.

a) Taxonomia de Colletotrichum

Phyllum : Ascomycota,

Clase : Hypocreomycetidae,
Orden : Glomerellales,
Familia : Glomerellaceae
Geénero : Colletotrichum
Especie : Colletotrichum sp™®.
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b) Caracteristicas de Colletotrichum

e Caracteristicas macroscoépicas

En su morfologia a nivel macroscépico in vitro en medio APD se evidencia
colonias aterciopeladas, de vez en cuando granulosas, de crecimiento lento, y
cambios en la coloracién después de llevar a cabo la reproduccion, en este
momento se inicia la etapa de senescencia que induce coloraciones mas
oscuras, otra ligera diferencia en la coloracién se da por el medio de cultivo®*.

e Caracteristicas microscopicas

A nivel microscopico, se encuentran estructuras asexuales como conidios
hialinos, curvados y fusiformes y un acérvulo setoso, con crecimientos de 90° en
hifas septadas, conidios simples sin septos, alargados y ovoides®, de forma
cilindrica con ambos lados rectos y extremos redondos®’.

c) Colletotrichum Como fitopatégeno

Colletotrichum es un hongo de distribucion cosmopolita y con predominancia en
las regiones tropicales y subtropicales*. Comprende principalmente patégenos
de plantas y frutos, incluye a mas de 100 especies responsables de causar la
antracnosis, por tal motivo es esencial identificar las especies para mejorar el
control de la enfermedad®.

o Fitopatbgeno de importancia econémica

El hongo Colletotrichum afectan a los cultivos de alta importancia econémica
ocasionando pérdidas de hasta el 75 % en diversos cultivos; algunos frutales
afectados son: el mango (Mangifera indica L.), el aguacate (Persea americana
Mill.), el tomate de arbol (Cyphomandra betacea Cav.), la papaya (Carica papaya
L.), la mora (Rubus glaucus Benth), el lulo (Solanum quitoense Lam.), la
guanabana (Annona muricata L.), la fresa (Fragaria x ananassa Duch.), la sandia
(Citrullus lanatus Thunb.), el melén (Cucumis melo L.), el platano (Musa spp.), la
guayaba (Psidium guajava L.), el maracuya (Passiflora edulis Sims) y los citricos
(Citrus spp.) y otros cultivos que se ven afectados son: el frijol (Phaseolus
vulgaris L.), la soya (Glycine max L. Merr.), el sorgo (Sorghum bicolor L.
Moench), la alfalfa (Medicago sativa L.), el fiame (Dioscorea spp.), la yuca
(Manihot esculenta Crantz), el pimenton (Capsicum annum L.), el café (Coffea
arabica L.), y algunos cereales, leguminosas, pastos y cultivos perennes®*>*,

e Patogenicidad y virulencia

Es un hongo que a nivel mundial presenta un amplio rango de plantas

hospederas, se manifiesta como saprofito o fitopatdbgeno de alta incidencia en
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cultivos de varias especies y familias, presentando problemas no sélo en cultivo
y en cosecha sino también en poscosecha.>® relaciona que la incidencia de la
enfermedad varia marcadamente de acuerdo a la susceptibilidad varietal, las

>3, Velastegui et al.>

condiciones climéticas y la virulencia del patégeno
demuestra que Colletotrichum sp. no sélo se encuentra en épocas humedas,
también en época seca mostrando incidencias mas bajas, lo que evidencia que
esta enfermedad es constante, desarrollando ciclos méas largos en estas épocas,
pero continuando con la diseminaciéon y contaminacion de la enfermedad a las
plantas en épocas secas. Las especies de este género son consideradas como
las mas exitosas dentro de los hongos patdgenos gracias a su potencial para
producir infecciones latentes, con mayor frecuencia en zonas templadas y
tropicales®™°.

e Fases de nutricion en la colonizacién

Las especies de Colletotrichum sp. se desarrollan en dos fases principales de
nutricion, durante la colonizacion de la planta:

La fase inicial biotréfica es corta y asegura el crecimiento de la planta gracias a
la falta de reconocimiento del patégeno, obteniendo alimento de las células vivas
y asegurando la colonizacion en éI°°.

La segunda fase tardia necrotrofa, inicia la aparicion de sintomas especificos del
hongo, con el incremento de la actividad enzimatica y por consiguiente la
degradacion de la pared celular en el tejido, en esta fase la alimentacion la
obtiene de las células muertas®®.

e Antracnosis en fruto

La antracnosis es una enfermedad que pueden provocar pérdidas importantes
en el rendimiento y la calidad de los cultivos. Disminuyendo la vida util de las
plantas y limitando su produccion y comercializaciébn, causando grandes
pérdidas econémicas®’. Pueden ser causados por varios hongos, uno de los
cuales es el género Colletotrichum (Colletotrichum capsici, C. gloeosporioides, C.
coccodes, etc.),

La antracnosis en la arveja (Colletotrichum pisi) se presenta en las hojas y
vainas, produciendo manchas redondeadas de unos 5 mm de diametro de color
amarillo con los bordes méas oscuros®.

La antracnosis en el rocoto se presenta en frutos, sin embargo también pueden
producirse en hojas y tallos cuando se dan condiciones Optimas. Cuando el fruto
madura la susceptibilidad a esta enfermedad aumenta; producen las lesiones

circulares con masa de esporas de color naranja.
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2.2.4. Fusarium

El género Fusarium es un grupo de hongos filamentosos ampliamente
distribuidos en el suelo y plantas. Con gran importancia econdmica ya que son
habituales fitopatégeno. Poseen un micelio altamente desarrollado, septado y
con conidioforos caracteristicos del género, algunas especies presentan el talo
unicelular®.

a) Taxonomiade Fusarium

La clasificaciéon del genero Fusarium ha sufrido modificaciones desde las
primeras descripciones hechas por Link en 1803; debido a la aparicién de
nuevas tecnologias utilizadas actualmente, sin embargo en la mayoria de los
estudios se mantiene vigente la taxonomia basada en el reconocimiento de su
estructura morfologica®.

De acuerdo a Groenewald® y Diaz de Castro, et al®®.

Reino : Fungi

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

Los hongos del género Fusarium son cosmopolitas y muy abundantes en las
zonas tropicales y templadas del mundo. Es una de las méas importantes
especies fitopatégeno, debido a las pérdidas econémicas que causa en los
cultivos comerciales. Esta entre las especies mas abundantes, cosmopolitas y
complejas pues tiene mas de 100 formas especiales caracterizadas por su alta
especificidad en las plantas hospedantes que afecta®.

b) Caracteristicas de Fusarium

e Caracteristicas macroscopicas

Fusarium se caracteriza por producir colonias de crecimiento rapido y
abundante, generalmente de aspecto algodonoso, de diversos colores que van
del blanco, rosado, salmén o violeta cubriendo toda la superficie del medio®. El
medio APD (Agar Papa Dextrosa) garantiza el crecimiento, pero no la
esporulacion.

e Caracteristicas microscopicas

El hongo produce tres clases de esporas:
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1. Microconidias: esporas generalmente unicelulares, sin septas, hilianas,
elipsoidales a cilindricas, rectas o curvas; se formaron sobre fialides
laterales, cortas, simples o sobre conidiéforos poco ramificados. Las
microconidias tienen 5-12 pm de largo por 2,5-3,5 ym de ancho®.

2. Macroconidias: esporas de paredes delgadas, fusiformes, largas,
moderadamente curvadas en forma de hoz, con varias células y de 3 a 5
septas transversales, con la célula basal elongada y la célula apical
atenuada; las macroconidias tiene un tamano de 27 a 46 um de largo por
3,0 a 4,5 ym de ancho®.

3. Clamidosporas: esporas formadas a partir de la condensacion del
contenido de las hifas y de las conidios, de paredes gruesas. Se forman
simples o en pares, terminales o intercalares: poseen un tamafio de 5 a 15
um de diametro®. Gracias a ellas el hongo sobrevive en condiciones
ambientales desfavorables y en el suelo como saprofito de vida libre en
ausencia de plantas hospedantes®’.

c) Fusarium como fitopatégeno:
Fusarium se comporta como fitopatdgeno al encontrar en la planta las
caracteristicas apropiadas y necesarias para crecer. Este penetra las diferentes
capas de la corteza de la raiz a través de heridas o directamente, hasta alcanzar
el sistema vascular®®. Una vez establecido, la colonizacién de la planta es
llevada a cabo rapidamente a través del xilema, que conlleva a la sintomatologia
caracteristica de la marchitez. Por ejemplo, F. oxysporum es capaz de invadir el
sistema vascular de la planta produciendo unas 14 variedades de enzimas liticas
que despolimerizan todos los componentes de la pared celular del vegetal, como
son: el xilano, la celulosa, las pectinas y proteinas como las extensinas®.

Este hongo tiene la capacidad de sobrevivir por largos periodos en el suelo,

debido a sus estructuras de resistencia denominadas clamidosporas, lo que

vuelve inefectiva la rotacién de cultivos a corto plazo™ ™.

e Fitopatdgeno de importancia econémica

El género Fusarium es un patdgeno distribuido ampliamente a nivel mundial (en

més 32 paises) y afecta a mas de 80 cultivos de importancia comercial, como el

tomate y la cebolla®. Existen diversas especies del género Fusarium, sin
embargo las mas relevantes para los cultivos de hortalizas son Fusarium

oxysporum y Fusarium solani.

14



d) Metabolitos toxicos de Fusarium

A parte de inactivar las sustancias toxicas producidas por hospedero como
mecanismo de defensa, Fusarium crea sus propias toxinas que aumentan su
patogenecidad. Entre estas toxinas esta las fitotoxinas como las eniatinas y
acido furasico; mientras que para los animales son las micotoxinas, tricotenos y
fumonisinas. Los contaminantes frecuentes de los cereales son los tricotecenos
y las fumonisinas®®.

e) Principales especies patdégenos del genero Fusarium

Los mas relevantes se agrupan en:

Fusarium graminearum: comprende las especies que ocasionan la fusariosis de
la espiga en cebada, trigo y arroz, contaminando la espiga con micotoxinas
tricoteceno’.

Fusarium oxysporum: sus especies son responsables del marchitamiento
vascular de mas de 100 especies vegetales de importancia econdémica y
alimenticia como el tomate, platano, esparragos, etc’.

Fusarium solani, estas especies producen la podredumbre del pie y la raiz de
diversos vegetales’.

Fusarium fujikuroi, abarca el mayor nimero de especies, se le asocia con
diversas enfermedades como la enfermedad de bakanae en arroz, podredumbre
del maiz, chancro en el pino; son muy conocidos por contaminar los diferentes
cultivos con la micotoxina fumonisina’?.

f) Pudricion seca de la papa

La pudricion seca de la papa es una de las enfermedad de la post cosecha que
ataca tubérculos almacenados, es causado por Fusarium sp., los cuales
provienen de los mismos campos de cultivo en sus diversas formas ya sea como
estructuras de propagacion (conidias, micelios) o de conservacion
(clamidosporas) que pueden estar presentes en la superficie del tubérculo.
Pueden causar pudricion total o parcial de los tubérculos™.

2.2.5. Técnica de enfrentamiento dual

La prueba de enfrentamiento dual, es una prueba en la que se observa las
caracteristicas de: crecimiento, adaptaciéon y capacidad biocontroladora —
defensa, tanto del hongo patégeno como del antagonista. Consiste en el
enfrentamiento del patégeno y el antagonista en una placa de Petri. Para logra
determinar el grado de antagonismo y porcentaje de inhibiciébn de crecimiento

radial™.
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2.2.6. Cepas nativas
Son cepas exclusivamente de una microorganismo especifica o autéctona por lo
gue no presentan ningun tipo de modificacion inducida por el hombre; se

encuentran en un estado similar al que presentan las cepas silvestres.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacioén

3.1.1. Ubicacion del lugar de muestreo

Departamento : Ayacucho
Provincia : Huamanga
Distrito : Ayacucho
Zona : Mollepata

3.1.2. Lugar de ejecucion

La presente investigacion se llevé a cabo en los laboratorios de Microbiologia
Ambiental de la Facultad de Ciencias Biol6ogicas de la Universidad Nacional de
San Cristébal de Huamanga, Distrito Ayacucho, Provincia Huamanga del
Departamento de Ayacucho.

3.2. Materiales

3.2.1. Material bioloégico

e 7 cepas nativas de Trichoderma sp.

e 4 cepas de Colletotrichum sp.

e 4 cepas de Fusarium sp.

3.3. Disefio metodolégico

3.3.1. Recoleccion de muestras

a) Recoleccion de muestras de suelo

Se tomaron muestras de suelos rizosférico de cultivos de arveja y papa
aproximadamente 500g. Se retir6 la capa superior de suelo con ayuda de una
pala y un pico, se escarb6 una profundidad aproximada de 20 cm, con una
cuchara estéril se recogié las muestras de suelo y se colocaron en bolsas de
polietileno estéril, previamente rotuladas con los datosy se transportaron al

laboratorio de Microbiologia Ambiental para su procesamiento®*?,
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b) Recoleccion de muestras de material vegetal
Se recolectaron arveja, rocoto con signos y sintomas de la enfermedad,
(antracnosis) y papa (pudricion seca); cada vegetal fue envuelto en papel Kraft
de manera independiente, los que se colocaron en bolsas de polietileno estéril”,
se trasladaron en cajas de carton al laboratorio de Microbiologia Ambiental.
3.3.2. Aislamiento de cepas antagonistas y fitopatégenos
a) Aislamiento de las cepas de nativas de Trichoderma sp”.
A partir de las muestras de suelo recolectadas y se realizé una dilucién pesando
1 g de muestra de suelo en 99 mL de agua destilada estéril, de esta se tomaron
0,2 mL y se sembr6 por diseminacién en medio APD + Cloranfenicol (para evitar
crecimiento de bacterias), se incub6 a 25°C por 4 dias. Luego de este tiempo se
observaron las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las colonias.
Para el estudio microscépico se utiliz6 la técnica del cinta adhesiva (cinta
Scotch), tomando las estructuras fangicas de las colonias y coloreando con azul
de Lactofenol los que se observaron al microscopio con el objetivo de 40X; para
evaluar la forma de las esporas.
b) Aislamiento de cepas de fitopatégenos Colletotrichum sp. y Fusarium
sp.
e Técnica a: Aislamiento a partir de estructuras que se encuentran en la
superficie del vegetal (signos) "
De las muestras de arveja, rocoto con presencia flngica (signos) y sintoma
(antracnosis) y papa (pudricion seca), se realizaron siembras directas sobre la
placa con medio APD; con la ayuda del asa de kolle en gancho se tom6 una
pequefia porcion de la estructura fangica del hongo y se sembré por puntura
sobre el medio APD + Cloranfenicol y se incubo a 25°C por 5 a 7 dias. Luego de
este tiempo se observaron las caracteristicas culturales de las colonias y
caracteristicas microscopicas.
e Técnica b: Aislamiento del hongo con sintomas de la enfermedad "
A partir de los vegetales arveja y rocoto con sintomas (antracnosis) y pudricion
seca en papa, se cortaron el material vegetal, conteniendo una parte del tejido
sano y enfermo, en pequefios trozos. Estos trozos se colocaron en solucion de
hipoclorito de sodio al 2% por 2 minutos, luego se enjuago con agua destilada
estéril 5 veces y se sec6 con papel filtro, se tomaron los trozos con la ayuda de
una pinza desinfectada y se sembré en la superficie del medio APD +

Cloranfenicol, distribuyéndolos equidistantemente, en cuatro puntos.Se incubo a
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25°C por 5 a 7 dias. Luego del periodo de incubaciébn se observaron las
caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las colonias.
3.3.3. Identificacion por microcultivo””
Previamente se esterilizaron el equipo de microcultivo. Se cortaron de la placa
con medio de APD con hoja de bisturi, cuadraditos de agar de 0,5 centimetros.
Con la espétula o la hoja de bisturi se colocé un cuadradito en el portaobjetos
gue estd en la placa con el equipo de microcultivo. Sembrando el hongo a
identificar, con el asa de kolle en gancho en las cuatro esquinas y en el centro
del blogue de agar. Luego se colocé el cubreobjetos sobre el bloque de APD. Se
vertié agua destilada estéril por el borde de la placa de Petri, para proporcionar
una adecuada humedad evitando que se deseque el medio de cultivo debido a lo
prolongado de la incubacién.
Se Incubo a 25°C por 3 a 5 dias. Transcurrido el periodo de tiempo se realizé la
coloracién con azul de lactofenol y el montaje para su respectiva identificacion.
3.3.4. Determinacion del efecto antag6nico
Para determinar el efecto antagénico in vitro de Trichoderma sp. sobre los
patégenos Fusarium sp. y Colletotrichum sp. se empleé la técnica del
enfrentamiento dual.
a) Obtencion de Trichoderma y fitopatdbgenos en tapete y block de
gelosa’™
El inoculo se prepar6 a partir de cepas de hongos antagénico (Trichoderma sp.)
y hongos fitopatdgenos (Colletotrichum sp. y Fusarium sp.) en medio APD, los
cuales se incubaron a 25°C de 5 a 8 dias. Luego de este tiempo se cosecharon
las esporas (Fusarium de 5 dias, Colletotrichum de 8 dias y Trichoderma de 5
dias) en 2,0 mL de solucion salina fisioldgica estéril, con hisopo estéril, hasta que
se alcanzar una turbidez de 0,5 en escala de Mc Farland, para luego ser
sembrados utilizando un hisopo estéril en placas con medio APD mediante
estriaciones en 3 direcciones, se incubaron a 25°C por 5 a 8 dias, para la
obtencion del crecimiento en forma de tapete (crecimiento uniforme), luego de
este tiempo se obtuvo los trocitos de APD (blocks) con colonia fungica usando
un sacabocado de 6 mm de diametro.
b) Prueba de efecto antag6nico: Técnica de cultivo dual ™
Con ayuda de un sacabocados se cortaron areas de 6 mm de didmetro de la
colonia del hongo fitopatégeno y se sembré en un extremo de la placa Petri,

dandoles una ventaja de crecimiento de 1 dia para fusarium y 2 dias para
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colletotrichum, debido a su crecimiento lento, para el control se sembraron los
hongos fitopatdégenos (Colletotrichum sp. y Fusarium sp.) solos en la placa Petri,
también con ventaja en crecimiento (1 dia para Fusarium y 2 dias para
Colletotrichum), luego de ese tiempo se sembré al otro extremo de la placa Petri
el 6 mm de didmetro de la colonia del antagonista Trichoderma sp. Se incubo a
25°C por diez dias, se hizo mediciones del radio de crecimiento de los hongos
enfrentados (crecimiento micelial) cada dia comparando con el testigo (24 horas)

por 8 dias.

Figura 1. La medicion de crecimiento radial del micelio del fitopatégeno por el método de
cultivo dual, propuesto por Fokkema’. Dénde: R1, radio de la colonia del fitopatégeno
control; R2, radio de la colonia del fitopatégeno en enfrentamiento dual con Trichoderma.
T, Trichoderma; F, fitopatdgeno.

3.4. Tipo de investigacion

Basica — descriptivo

3.5. Disefo de investigacion

El presente estd orientado a una investigacion experimental, con un disefio
completamente al azar (DCA) de un solo factor.

Para Colletotrichum: Se evalué el efecto inhibitorio de siete cepas nativas de
Trichoderma spp. frente a cuatro cepas de Colletotrichum spp. que fueron
aisladas de arveja y rocoto. Se realizé cuatro experimentos, cada una con siete
tratamientos y tres repeticiones.

Para Fusarium: Se evalué el efecto inhibitorio de siete cepas nativas de
Trichoderma spp. frente a cuatro cepas de Fusarium spp. que fueron aisladas de
papa, palto y platano. Se realizd cuatro experimentos, cada una con siete
tratamientos y tres repeticiones.

Factor: efecto antagonico de Trichoderma.

Tratamientos: 7 tratamientos para cada una de las cepas de fitopatdgenos
Colletotrichum spp. y Fusarium spp.; un tratamiento esta formado por 1 cepa de

Trichoderma y una cepa fitopatégeno.
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Tabla 1. Tratamientos para la prueba de efecto antagonico.

Trata Colletotrichum spp. Fusarium spp.

mientos AV-1 AV-2 RF-1 RF-2 F-1 F-2 F-3 F-4
T-1 T-1xAV-1  T-1xAV-2 T-1xRF1 T-1xRF2 T-1xF1 T-1xF2 T-1xF3 T-1xF-4
T-2 T-2xAV-1  T-2xAV-2 T-2xRF-1 T-2xRF2 T-2xF1 T2xF2 T2xF3 T-2xF4
T-3 T-3xAV-1  T-3xAV-2 T-3xRF-1 T-3xRF-2 T-3xF1 T-3xF2 T3xF3 T-3xF4
T-4.1 T-41xAV-1 T-41XxAV-2 T-41xRF-1 T-41xRF-2 T-41xF1l T-41xF2 T-41xF-3 T-41xF-4
T-4,2 T-42XxXAV-1 T-42xAV-2 T-42xRF-1 T-42xRF-2 T-42xF-1 T-42xF-2 T-42xF-3 T-42xF-4
T-5 T5xAV-1  T-5xAV-2 T5xRF-1 T5xRF-2 T5xF1 T5xF2 T5xF3 T-5xF4
T-6 T-6XAV-1  T-6xAV-2 T-6xRF1 T-6xRF2 T-6xFl1 T6xF2 T6xF3 T-6xF4

Variable de respuesta: Porcentaje de inhibicion radial del crecimiento (PIRC) y
niveles de micoparasitismo.
3.6. Andélisis de datos
3.6.1. Determinacion del porcentaje de inhibicion radial del crecimiento
(PIRC)"®

El porcentaje de inhibicion de Trichoderma sobre los hongos fitopatégeno de
crecimiento se midié a través de la férmula de Samaniego et al (1989) citada por
de Ezziyyani’®.

1—R2

PICR = (R
N R2

> * 100
Doénde:
R1: radio del patégeno testigo (cm).
R2: radio de inhibicién del patégeno enfrentado al antagonista (cm).
El PICR fue categorizado de 0 a 4 usando una escala de categoria de inhibicion

de crecimiento, citada por Ramirez® donde:

Tabla 2. Escala de categoria de inhibicién de crecimiento PICR.
CATEGORIA INHIBICION DE CRECIMIENTO

0 sin crecimiento o inhibicion,

1 1% —25% inhibicion del crecimiento
2 26% —50% inhibicion del crecimiento
3 51% —75% inhibicion del crecimiento
4

76% -100% de inhibicién del crecimiento

Con los datos obtenidos de PIRC se confeccionaron gréficas estadisticas del tipo
descriptivo, para lo cual se empleé el programa Excel 2016, en caso del control

no fue considerado para la representacion grafica.
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3.7. Analisis estadistico

Los experimentos se llevaron a cabo bajo un disefio completamente al azar
(DCA). El andlisis de datos se realizO mediante la prueba de Kruskal Wallis
(a=0,05), cuyo valor se reporta con la sigla “H” y “p” es p valor, con el software
estadistico MINITAB 16.

3.8. Determinacion del Micoparasitismo

Para indicar el micoparasitismo como posible mecanismo de accion se realizaron
observaciones macroscopicas de los cultivos duales, tomandose como indice la
invasion del antagonista sobre la superficie del micelio del fitopatégenos, se usé
la escala creada por Elias y Arcos (1984) citada por Ramirez®, y donde se evalué
su potencial antagénico. Para la cual el cultivo dual se dejé por 8 dias. Luego de
esto se midi6 el grado de antagonismo, utilizando dicha escala que se ha
empleado en estudios de micoparasitismo de Trichoderma contra fitopatdgenos,
(tabla 2).

Tabla 3. Escala creada por Elias y Arcos (1984), Creada para la evaluacion de la

capacidad antagdénica (micoparasitismo).

GRADO CAPACIDAD ANTAGONICA POTENCIAL

0 Ninguna invasién de la superficie del fitopatdégeno Muy malo
Invasion de % de la superficie de la colonia del hongo

1 _ ) Malo
fitopatégeno
Invasion de % de la superficie de la colonia del hongo o

2 i i Deficiente
fitopatégeno
Invasion total de la superficie de la colonia del hongo

3 ] Bueno
fitopatégeno

Invasiéon total de la superficie de la colonia del hongo
4 i i y Muy bueno
fitopatdbgeno y esporulacion sobre ella.
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Tabla 4. Relacién de cepas de hongos antagonistas y fitopatégenos aislados.

Cddigo Cepa Microorganismo Origen

T-1 Trichoderma sp. Suelo
T-2 Trichoderma sp. Suelo
T-3 Trichoderma sp. Suelo

T-4.1 Trichoderma sp. Suelo

T-4.2 Trichoderma sp. Suelo
T-5 Trichoderma sp. Suelo
T-6 Trichoderma sp. Suelo

AV-1 Colletotrichum sp. Fruto de arveja (Pisum sativum)

AV-2 Colletotrichum sp. Fruto de arveja (Pisum sativum)

RF-1 Colletotrichum sp. Fruto de rocoto (Capsicum pubescens)
RF-2 Colletotrichum sp. Fruto de rocoto (Capsicum pubescens)
F-1 Fusarium sp. Tubérculo de papa (Solanum tuberosum)
F-2 Fusarium sp. Tallo de palto (Persea americana)
F-3 Fusarium sp. Tubérculo de papa (Solanum tuberosum)
F-4 Fusarium sp. Fruto de platano (Musa sp.)

En la tabla 4 se observa la relacién de cepas nativas de Trichoderma aisladas de suelo (T-1, T-2,
T-3, T-4,1, T-4,2, T-5 y T-6) y los hongos fitopatégenos nativos aislados de vegetales.
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Tabla 5. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de Colletotrichum sp cepa AV-1

en cultivo dual con Trichoderma spp.

Tratamientos Mediana de % PIRC
Trichoderma sp. (T-6) 45
Trichoderma sp. (T-5) 40
Trichoderma sp. (T-3) 40
Trichoderma sp. (T-4,1) 40
Trichoderma sp. (T-4,2) 40
Trichoderma sp. (T-1) 35
Trichoderma sp. (T-2) 35

H=2.58, a =0,05, p=0.8459

En la tabla 5 se observa que las cepas de Trichoderma spp. Alcanzaron porcentajes de inhibicion
gue va de 35 a 45% de reduccién de crecimiento radial de Colletotrichum sp cepa AV-1, no existié
diferencia significativa entre las medianas de los tratamientos; segin Ramirez® todas las cepas se
ubican en la categoria 2 (escala de categoria de inhibicion PIRC).
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Tabla 6. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de Colletotrichum sp. cepa AV-2

en cultivo dual con Trichoderma spp.

Tratamientos Mediana de % PIRC
Trichoderma sp. (T-1) 31,58
Trichoderma sp. (T-2) 31,58
Trichoderma sp. (T-3) 31,58
Trichoderma sp. (T-4,1) 31,58
Trichoderma sp. (T-5) 31,58
Trichoderma sp. (T-6) 31,58
Trichoderma sp. (T-4,2) 26,32

H=1,83,a=0,05 p=0,918

En la tabla 6 se observa que las cepas nativas de Trichoderma spp. alcanzaron un porcentaje de
inhibicion que va de 26,32 a 31,58% de reduccion de crecimiento radial de la cepa nativa de
Colletotrichum sp AV-2, no existié diferencia significativa entre las medianas de los tratamientos;
segun Ramirez® todas las cepas se ubican en la categoria 2 (escala de categoria de inhibicion
PIRC).
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Tabla 7. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de Colletotrichum sp. cepa RF-1

en cultivo dual con Trichoderma spp.

Tratamientos Mediana de % PIRC
Trichoderma sp. (T-6) 39,13
Trichoderma sp. (T-5) 39,13
Trichoderma sp. (T-4,2) 39,13
Trichoderma sp. (T-4,1) 39,13
Trichoderma sp. (T-3) 39,13
Trichoderma sp. (T-1) 34,78
Trichoderma sp. (T-2) 34,78

H= 3,45, a=0,05, p=0,6187

En la tabla 7 se observa que las cepas de Trichoderma spp. alcanzaron porcentajes de inhibicion
gue va de 34,78 a 39,13 % de reduccion de crecimiento radial de la cepa nativa de Colletotrichum
sp RF-1, no existi6 diferencia significativa entre las medianas de los tratamientos; segun Ramirez®
todas las cepas se ubican en la categoria 2 (escala de categoria de inhibicion PIRC).
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Tabla 8. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de Colletotrichum sp. cepa RF-2

en cultivo dual con Trichoderma spp.

Tratamientos Mediana de % PIRC
Trichoderma sp. (T-6) 44.44
Trichoderma sp. (T-5) 44,44
Trichoderma sp. (T-3) 44,44
Trichoderma sp. (T-2) 44,44
Trichoderma sp. (T-1) 40,74
Trichoderma sp. (T-4,1) 40,74
Trichoderma sp. (T-4,2) 40,74

H=4,92 a=0,05,p=0,3434

En la tabla 8 se observa que las cepas de Trichoderma spp. alcanzaron porcentajes de
inhibiciébn que van de 40,74 a 44,44 % de reduccion de crecimiento radial de la cepa
nativa de Colletotrichum sp RF-2, no existi6é diferencia significativa entre las medianas de
los tratamientos; segin Ramirez” todas las cepas se ubican en la categoria 2 (escala de
categoria de inhibicion PIRC).
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Tabla 9. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de Fusarium sp. cepa F-1 en
cultivo dual con Trichoderma spp.

Tratamientos Mediana de % PIRC
Trichoderma sp. (T-6) 48,39
Trichoderma sp. (T-5) 48,39
Trichoderma sp. (T-4,1) 48,39
Trichoderma sp. (T-3) 48,39
Trichoderma sp. (T-2) 48,39
Trichoderma sp. (T-4,2) 45,16
Trichoderma sp. (T-1) 35,48

H=2,61, a=0,05 p=0,8288

En la tabla 9 se observa que las cepas nativas de Trichoderma spp. alcanzaron porcentajes de
inhibicion que va de 35,48 a 48,39% de reduccion de crecimiento radial de la cepa nativa de
Fusarium sp F-1, no existi6 diferencia significativa entre las medianas de los tratamientos; segun
Ramirez’ todas las cepas se ubican en la categoria 2 (escala de categoria de inhibicion PIRC).
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Tabla 10.Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de Fusarium sp. cepa F-2 en

cultivo dual con Trichoderma spp.

Tratamientos Mediana de % PIRC
Trichoderma sp. (T-2) 38,1
Trichoderma sp. (T-4,1) 38,1
Trichoderma sp. (T-3) 33,33
Trichoderma sp. (T-4,2) 33,33
Trichoderma sp. (T-6) 33,33
Trichoderma sp. (T-1) 28,57
Trichoderma sp. (T-5) 28,57

H=1,68, a=0,05 p=0,9416

En la tabla 10 se observa que las cepas nativas de Trichoderma spp. alcanzaron porcentajes de
inhibicion que va de 28,57 a 38,1 % de reduccion de crecimiento radial de la cepa nativa de
Fusarium sp. F-2, no existid diferencia significativa entre las medianas de los tratamientos; segun
Ramirez’ todas las cepas se ubican en la categoria 2 (escala de categoria de inhibicion PIRC).
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Tabla 11. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de Fusarium sp. cepa F-3 en

cultivo dual con Trichoderma spp.

Tratamientos Mediana de % PIRC
Trichoderma sp. (T-4,1) 61,11
Trichoderma sp. (T-5) 61,11
Trichoderma sp. (T-1) 58,33
Trichoderma sp. (T-2) 55,56
Trichoderma sp. (T-3) 55,56
Trichoderma sp. (T-6) 55,56
Trichoderma sp. (T-4,2) 52,78

H=9,77,a=0,05 p=0,1112

En la tabla 11 se observa que las cepas nativas de Trichoderma spp. alcanzaron porcentajes de
inhibicion que va de 52,78 a 61,11% de reduccién de crecimiento radial de la cepa nativa de
Fusarium sp. F-3, no existid diferencia significativa entre las medianas de los tratamientos; segun
Ramirez’ todas las cepas se ubican en la categoria 3 (escala de categoria de inhibicién PIRC).
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Tabla 12. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial de Fusarium sp. cepa F-4 en

cultivo dual con Trichoderma spp.

Tratamientos Mediana de % PIRC
Trichoderma sp. (T-6) 51,72
Trichoderma sp. (T-2) 48,28
Trichoderma sp. (T-3) 48,28
Trichoderma sp. (T-5) 48,28
Trichoderma sp. (T-4,1) 44,83
Trichoderma sp. (T-4,2) 44,83
Trichoderma sp. (T-1) 37,93

H=6,23, a=0,05, p=0,3347

En la tabla 12 se observa que las cepas nativas de Trichoderma spp. alcanzaron porcentajes de
inhibicion que van de 37,93 a 51,72% de reduccion de crecimiento radial de la cepa nativa de
Fusarium sp. F-4, no existid diferencia significativa entre las medianas de los tratamientos; segun
Ramirez®, las cepas se ubican en la categoria 2 y 3 (escala de categoria de inhibicién PIRC).
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Tabla 13. Grado de invasién de cepas nativas de Trichoderma spp. en Colletotrichum
spp. (Segun Elias y Arcos, 1984).
GRADO DE MICOPARASITISMO

Trichoderma spp. Colletotrichum spp.
AV-1 AV-2 RF-1 RF-2
T-1 0 0 4 2
T-2 4 4 4 4
T-3 4 4 4 4
T-4,1 2 1 2 1
T-4,2 4 4 4 4
T-5 4 1 4 4
T-6 0 4 3 3

En la tabla 13 se muestra que las cepas nativas de Trichoderma spp T-2, T-3 y T-4,2 lograron
alcanzar el grado 4 de invasién micoparasitismo sobre las colonias de las cepas de nativas de
Colletotrichum spp. AV-1, AV-2, RF-1 y RF-2; segun Elias y Arcos corresponde a una invasion de
colonia muy buena. T-5 alcanz6 el grado 4 sobre las cepas de Colletotrichum AV-1, RF-1 y RF-2
(muy buena). T-6 alcanzo invasion de grado 4 sobre la cepa de Colletotrichum AV-2 y sobre RF-1y
RF-2 alcanz6 el grado 3; segun Elias y Arcos corresponde a una invasion de colonia muy buena 'y
buena respectivamente. T-1 alcanzé el grado 4 de invasion frente a Colletotrichum RF-1 (muy
buena). T-4,1 alcanzo grados que fueron de deficiente a malos.
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Tabla 14. Grado de invasion de cepas nativas de Trichoderma spp. en Fusarium spp.
(Segun Elias y Arcos, 1984).
GRADO DE MICOPARASITISMO

Trichoderma spp. Fusarium spp.
F-1 F-2 F-3 F-4
T-1 4 0 1 4
T-2 4 4 1 4
T-3 4 0 1 4
T-4,1 4 0 0 4
T-4,2 4 0 0 4
T-5 4 0 0 4
T-6 3 0 1 3

En la tabla 14 se muestra que las cepas nativas de Trichoderma spp. (T-1, T-2, T-3, T-4,1, T-4,2 y
T-5) lograron alcanzar el grado 4 de invasion micoparasitismo y la cepa T-6 alcanzé el grado 3
frente a la cepas nativas de Fusarium F-1 y F-4; segun Elias y Arcos corresponde a una invasion
de colonia muy buena y buena respectivamente. Para Fusarium cepa F-2, la cepa de Trichoderma
T-2 alcanzé el grado 4 de invasion (muy buena). Para la cepa de Fusarium F-3, las cepas nativas
de Trichoderma spp. alcanzaron grados de invasiéon que fue de mala a muy mala.
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V. DISCUSION

En la tabla 4 se observa la relacibn de cepas nativas de Trichoderma spp.
aisladas de suelo (T-1, T-2, T-3, T-4,1, T-4,2, T-5 y T-6), y los hongos
fitopatdgenos nativos Colletotrichum spp. (AV-1, AV-2, RF-1 y RF2) y Fusarium
spp. (F-1, F-2, F-3 y F-4) aislados de vegetales (arveja, papa y rocoto); estos
resultados no difieren de los resultados reportados en Colombia por Garcia L.%,
quien aislé cepas nativas de Trichoderma spp. a partir de suelos de cultivos de
sébila y ardndano, del mismo modo aislé cepas nativas de fitopatdgeno como
Fusarium spp. y Colletotrichum spp. a partir de raices, lesiones de tallo y suelo
de plantas de sébila y ardndano; con la diferencia que los fitopatégenos
utilizados en esta investigacion se aislaron de diferentes especies vegetales
(arveja, papa y rocoto). Diferentes autores en sus investigaciones muestran
aislamientos de Trichodermas y fitopatdgenos tanto de suelos como vegetales.
asi, Arbito M.° aisl6 Trichoderma spp. de suelos de cultivo de arroz, también
aisl6 Fusarium spp. de granos de arroz con signos de Fusariosis. Diaz E.” Aislé
cepas de Trichoderma spp. y de Fusarium spp. presentes en los suelos de la
Floricola “Happiness Flowers”. Martinez A.* aislé Trichoderma sp. de suelo de
cultivos de maracuya (Passiflora edulis, variedad. flavicarpa), y el fitopatégeno
Fusarium sp de plantas de maracuya. Rudy N.™ aisl6 cepas nativas de
Trichoderma spp. de suelo de cultivo de café, Fusarium sp. de plantas de café.
(Coffea arabica). Llicahua D.™ Aislé cepas nativas de Trichoderma spp. de suelo
de cultivo de cebolla, Fusarium sp. de plantas enfermas con sintomatologia de
infeccion fungal.

En las tablas 5, 6, 7 y 8 se expresa los resultados de Trichoderma spp. mediante
el cultivo dual frente a Colletotrichum spp., todas las cepas de Trichoderma spp.
alcanzaron porcentajes de inhibicion de 26,32 a 45%, estos datos se ubican en

la categoria 2 (segun Ramirez), todas las cepas de Trichoderma spp. no
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alcanzan superar el 50% para considerar como buenos inhibidores de
crecimiento para Colletotrichum spp. en todos los casos no existe diferencia
significativa estadisticamente, esto quiere decir que todas las Trichoderma tienen
un comportamiento igual y que no difieren en su inhibicion frente a las cepas de
Colletotrichum spp. Ramirez y col*, Garcia L.5, Gofias M. y col.**, y Flores W*®
encontraron porcentajes superiores que superan el 50% de inhibicién; estas
conclusiones no concuerdan con nuestros resultados, la diferencia se debe a
que los fitopatébgenos y los antagonistas tienen comportamientos diferentes
dependiendo de la zona, habitad, temperatura de crecimiento y otros factores.

En la tablas 13, se muestran el grado de invasién micoparasitismo de las cepas
nativas de Trichoderma spp. T-2, T-3 y T-4,2 sobre las cepas nativas de
Colletotrichum sp. AV-1, AV-2, RF-1 y RF-2; estos resultados se ubican dentro
de la categoria grado 4, lo que indica una invasion total de la superficie de la
colonia del hongo fitopatdgeno y espodrtula sobre ella, considerando esta con un
potencial de muy bueno. Distintos resultados obtuvo Ramirez y col*, donde el
PIRC fue de 100%, para Colletotrichum gloeosporioides con grado 4 de invasion.
En cambio Garcia L.% obtuvo un PIRC de 59% para Colletotrichum spp. con una
invasion de grado 1.

Las cepas indicadas en las tablas 5, 6, 7 y 8 tienen un porcentaje de inhibicién
que no supera el 50%; sin embargo en la tabla 13, las cepas nativas de
Trichoderma spp. T-2, T-3 y T-4,2, tienen un grado de invasion de 4, que se
ubican dentro de la categoria muy buena; significa que a pesar de tener
porcentajes bajos en PIRC y grado de micoparasitismo muy bueno; esto nos
muestra que el mecanismo de accion de las cepas de Trichoderma indicadas, es
el micoparasitismo.

En las tablas 9, 10, 11 y 12 se expresa los resultados de las cepas de
Trichoderma spp. mediante el cultivo dual frente a Fusarium spp., todas las
cepas de Trichoderma spp.; alcanzaron un porcentaje de inhibicion que va de
28,57 a 61,11%; datos que se ubican dentro de la escala de categoria de
inhibicion de crecimiento (PIRC), 2 y 3; no existio diferencia significativa entre las
medianas de los tratamientos, quiere decir que todas las cepas de Trichoderma
spp. tienen el mismo efecto inhibidor sobre Fusarium spp.

En la tabla 11, todas las cepas de Trichoderma estudiadas logran tener una
actividad inhibitoria sobre Fusarium sp. cepa F3, que va de 52,78% a 61,11%;

segin Ramirez® se ubica en la categoria 3 dentro de la escala de inhibicion de
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crecimiento (PIRC); todas las cepas nativas de Trichoderma spp. sobrepasan el
50% por lo tanto se considera como buenos inhibidores.

Nuestros resultados en este estudio coinciden con la investigacion realizadas por
Diaz E.’, obtuvo un potencial inhibitorio de T. harzianum sobre F. oxysporum
de26,9%. Rudy, N. col.'; en cuya investigacion las cepas de Trichoderma sp.
Inhibi6 el crecimiento de Fusarium sp en un 37%. Asi mismo Michel A. y col.*;
cuyo resultados de la investigacion con cepas nativas de Trichoderma spp.
inhibieron en 62,9% frente a F. oxysporum. Asi también Garcia L.%, logro
demostrar en su trabajo de investigacion, que todas las cepas de Trichoderma
spp. inhibieron el crecimiento de F. oxysporum en un 62,9% y frente a Fusarium
spp. con un 72% de PIRC.; Asi mismo Arbito, M.° en su investigacién logro
demostrar resultados similares al nuestro, al enfrentar 4 cepas de Trichoderma
spp. frente a Fusarium spp. con un inhibicion de crecimiento de 50 y 67%.
Superiores resultados lo obtuvieron Ramirez, J. y col.®, en sus resultados 2
cepas de T. asperellum inhibieron el crecimiento de Fusarium oxysporum en 70 y
84%. Asi mismo Martinez, A.*® en su trabajo de investigacién, demostré que
Trichoderma sp. tuvo un crecimiento de inhibicién frente a Fusarium solani con
porcentajes que alcanzaron de 69,7% a 72,35%.

En la misma tabla 11 todas las cepas de Trichoderma spp. que lograron una
inhibicion de crecimiento que va de 52,78% a 61,11%; a pesar de ello estas
cepas nativas presentan un grado de micoparasitismo e invasion de colonia que
va de mala a muy mala (tabla 14); significa que las cepas nativas de
Trichoderma spp. son buenas inhibiendo el crecimiento de la cepa de Fusarium
sp. F-3, pero no presentan invasion de colonia por lo que el micoparasitismo no
es el mecanismo de accién de estas cepas nativas de Trichoderma spp.

En las tablas 14, se muestran el grado de invasién micoparasitismo de las cepas
nativas de Trichoderma spp. (T-1, T-2, T-3, T-4,1, T-4,2 y T-5) sobre las cepas
nativas de Fusarium sp F1 y F-4, lograron ubicarse dentro del grado de
micoparasitismo 4 y una invasion de colonia muy buena, segun Elias y Arcos lo
gue significa una invasion total de la superficie sobre la colonia del hongo
fitopatdégeno y espértula sobre ella; el mecanismo de accion de estas cepas
nativas de Trichoderma spp. (T-1, T-2, T-3, T-4,1, T-4,2 y T-5) sobre las cepas
nativas de Fusarium sp F1 y F-4, es el micoparasitismo; sin embargo estas
cepas no superan el 50% de PIRC, con un comportamiento de inhibicién

deficiente.
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Nuestros resultados coinciden con los resultados obtenidos en Colombia por
Garcia L., donde las cepas de Trichoderma spp. logran inhibir el crecimiento de
Fusarium spp. en 72%, Pero al medir el grado de invasion micoparasitismo solo
alcanzo grado 1 de invasion; lo mismo Llicahua, D.** en su investigacion, las 2
cepas de Trichoderma spp. (TES-1 y TET-1) inhibieron el crecimiento de
Fusarium sp. en un 86,5 y 76,3% respectivamente; al medir su micoparasitismo,
también alcanzé solo el gado 1 de invasion de colonia.

Diferentes resultados obtuvieron en Colombia por Ramirez, J. y col.®, en sus
resultados 2 cepas de T. asperellum inhibieron el crecimiento de Fusarium
oxysporum en 70 y 84%, y su nivel de invasion fue de grado 3 y 4
respectivamente. Al igual que Vargas, R.'®, en su investigacién T. koningiopsis y
T.harzianum inhibieron el crecimiento de F. oxysporum en 77,45% y 83,40%
respectivamente, y obteniendo un micoparasitismo de grado 4. Diaz E.” en
Ecuador, en el que el potencial de T. harzianum sobre F. oxysporum fue 26,9%,

y su micoparasitismo fue de grado 0, es decir que no hubo invasion.
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VI. CONCLUSIONES

Todas las cepas de Trichoderma spp. alcanzaron un porcentaje de inhibicién
que va de 26,32 a 45% sobre Colletotrichum spp, las cuales se ubican en la
categoria 2, no logran superar el 50% para ser considerados como buenos
inhibidores de crecimiento para Colletotrichum spp.; estadisticamente todas
las cepas Trichoderma spp. no difirieron en su inhibicion frente a las cepas
de Colletotrichum spp.

Todas las cepas de Trichoderma spp. alcanzaron un porcentaje de inhibicién
de crecimiento sobre Fusarium que va de 28,57 a 61,11%, las cuales se
ubicaron en la categorias 2 y 3; en tabla 10 todas las cepa de Trichoderma
spp. lograron superar el 50% de PIRC.

Las cepas nativas de Trichoderma T-2, T-3 y T-4.2 lograron alcanzar un
grado de invasion de 4 sobre colonias de Colletotrichum spp., ubicandose
dentro de la categoria de muy buena.

La cepas nativas de Trichoderma T-1, T-2, T-3, T-4,1 T-4,2 y T5 frente a las
cepas nativas de Colletotrichum sp. F-1 y F-4, alcanzaron un grado de
invasion de 4 que se ubican dentro de la categoria muy buena; sin embargo
en la tabla 11, todas las cepas de Trichoderma spp., que alcanzaron un
PIRC mayor al 50%, mostraron una invasién de colonia 0 micoparasitismo

de malo a muy malo.
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VIl. RECOMENDACIONES

Realizar estudios similares a nuestra investigacién con otros fitopatégenos
de cultivos locales, utilizando las cepas nativas de Trichoderma spp.
aisladas en este presente trabajo, para conocer su efectividad sobre estos
fitopatdgenos, a través de disefios experimentales como: antagonismo a
diferentes temperaturas, concentraciones de esporas, etc.

Realizar ensayos de control de Colletotrichum spp. y Fusarium spp. aislados
en la presente investigaciébn en condiciones de invernadero aplicando la
cepa de Trichoderma spp. para determinar la concentracion de esporas
apropiadas para su control.
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Anexo 1. Observaciones macroscoépicas y microscopicas (40X) de cepas de
Trichoderma spp., aisladas de suelo.
MACROSCOPICA MICROSCOPICA

Trichoderma sp. (T-1)

Trichoderma sp. (T-2)

Trichoderma sp. (T-3)
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Trichoderma sp. (T-4.1)

/o

\‘\‘__ﬂ

Trichoderma sp. (T4.2)

Trichoderma sp. (T-5)
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Trichoderma sp. (T-6)

Trichoderma sp. (Th-1)
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Anexo 2. Observaciones macroscépicas y microscépicas (100X) de conidios de

Colletotrichum spp.

MACROSCOPICA MICROSCOPICA

Colletotrichum sp. RF-1 S

Colletotrichum sp. (RF-2)
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Anexo 3. Observaciones macroscoépicas y microscépicas (100X) de macro y
microconidias de Fusarium spp.
MACROSCOPICA MICROSCOPICA

Fusarium sp. (F-1)

Fusarium sp. (F-2)

Fusarium sp. (F-3)

Fusarium sp. (F-4)
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El que suscribe, Ing. MSc Fernando Barrantes Del Aguila, con maestria en Fitopatologia y
especialista en Microbiologia de Patégenos de Plantas Cultivadas, da constancia haber
efectuado el diagndstico taxonémico de 16 aislamientos fungosos, obtenidos de suelo y
érganos vegetales, a peticion de parte de la srta. Esther Fanni Ayala Quispe, en el Laboratorio
de Fitopatologia de la Escuela Profesional de Agronomia., conforme se indica en la relacién

Anexo 4. Constancia de las cepas aisladas y estudiadas.

CERTIFICACION

siguiente:
N° | Cédigo Cepa Microorganismo Origen
1 T-1 Trichoderma harzianum Suelo
2 T-2 Trichoderma viride Suelo
3 T-3 Trichoderma harzianum Suelo
4 T-4.1 Trichoderma viride i Suelo
5 T-4.2 Trichoderma viride Suelo
6 T-5 Trichoderma harzianum Suelo
7 T-6 Trichoderma harzianum Suelo
8 T-7 Trichoderma harzianum variante | Tronco de arbol
9 Th-1 Trichoderma harzianum Comercial
10 AV-1 Colletotrichum pisi Fruto de arveja
11 AV-2 Colletotrichum gloeosporioides Fruto de arveja
12 RF-1 Colletotrichum gloeosporioides Fruto de rocoto
13 RF-2 Colletotrichum acutatum Fruto de rocoto
14 F-1 Fusarium oxysporum Tubérculo de papa
15 F-2 Fusarium solani Tallo de palto
16 F-3 Fusarium solani Tubérculo de papa
17 F-4 Fusarium chlamidosporum Fruto de platano

Ayacucho, marzo de 2019.

S

X ?ﬁj{/f

Ing. MSC. Femendo Barrantés Del Yguia
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Anexo 5. Categoria de Inhibicibn del crecimiento radial de las cuatro

aislamientos de Colletotrichum spp. por efecto de las cepas de Trichoderma spp.

: Rango de o _
categoria - Inhibicién experimental
inhibicion eodrica

Colletotrichum sp. (AV-1): 35,0 — 45,0%
Colletotrichum sp. (AV-2): 26,32 — 31,58%
Colletotrichum sp. (RF-1): 34,78 — 39,13%
Colletotrichum sp. (RF-2): 40,74- 44,4%

2 26% -50%
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Anexo 6. Categoria de

Inhibiciéon del crecimiento

radial de

las cuatro

aislamientos de Fusarium spp. por efecto de las cepas de Trichoderma spp.

Rango de
inhibicion
tedrica

Categoria

Inhibicién experimental

Cepas de
Trichoderma que
participan en el
rango

2 26% —50%

Fusarium sp. (F-1): 35,48%-48,39%
Fusarium sp. (F-2): 28,57%-38,1%

Fusarium sp. (F-4): 37,93-48,28%

e Todas las cepas de
Trichoderma spp.

e Cepas de
Trichoderma spp.
(T-1, T-2,T-3, T-
4,1, T4,2y T-5)

3 51% -75%

Fusarium sp. (F-4): 51,72%

Fusarium sp. (F-3): 52,78-61.11%

¢ Trichoderma sp.
cepa T-6

e Todas las cepas de
Trichoderma spp.
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Anexo 7. Aislamiento de hongos fitopatdgenos a partir del tejido vegetal con

sintomas de la enfermedad.

NaOCl 1% o
Alcohol 70%
Agua destilada estéril

Siembra de material vegetal
Repique del hongo
- @ HONGO
“aw * AISLADO
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Anexo 8. Aislamiento de hongos fitopatégenos por puncidn de tejido vegetal con

signos de la enfermedad.
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Anexo 9. Procedimiento para el aislamiento de Trichoderma sp., a partir de

Y

P tomar 0.2 mi
muestra de suvelo

suelo.

dejar reposar

observar las caracteristicas

MICrOSCOPICas para luego de ese iempo
seleccionar el hongo de

intarac
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Anexo 10. Procedimiento de obtencion de Trichoderma y fitopatbgenos en

tapete y block de gelosa.

2 G-E-1-1

Se sembraron en medio Se cosechatron

Cepa de interes APD y se incubo a 25°C las esporas 2 mlde SSF Se comparo la turbidez
por 5 a 8 dias con la escala Mc Farland
(0,5)

= -

g o
Incubo 25°C

con un sacabocado se

Se sembro mediante

estriaciones en 3 Crecimiento en tapete

~ ! obtuvieron los bloquesitos
direcciones en (crecimiento uniforme)
medio APD
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Anexo 11. Caracteristica observada en los tratamientos (Trichoderma sp. X

Colletotrichum sp.) al 4to dia de enfrentamiento.

PARAMETROS
TRATAMIENTO  Antibiosis Ca?ot:i;r de Esporulacion Invasion  Esporulacion
Colletot. - c Trichoderma  colonia Colletotrichum
T-1x AV1 Zona de cont. No No Buena No Bueno
T-1XAV2 Halo No No Buena No Bueno
T-1XRF1 Zona de cont. No No Buena No Bueno
T-1XRF2 Zona de cont. No No Buena No Bueno
T-2X AV1 No No No Buena Si Bueno
T-2X AV2 No No No Media No Medio
T-2X RF1 No No No Media Si Bueno
T-2X RF2 No No No Baja No Bueno
T-3X AV1 Halo No No Media No Bueno
T-3X AV2 No No No Buena No Medio
T-3X RF1 Zona de cont. No No Buena No Medio
T-3X RF2 Zona de cont. No Si Buena No Bueno
T-4,1X AV1 Halo No No Buena No Medio
T-4,1X AV2 Halo No No Buena No Bajo
T-4,1X RF1 Zona de cont. No No Buena No Bueno
T-4,1X RF2 Zona de cont. No Si Buena Si Medio
T-4,2X AV1 No No Si Buena Si Bueno
T-4,2X AV2 Halo No No Buena No Medio
T-4,2X RF1 No No Si Buena Si Medio
T-4,2X RF2 Ligero No Si Buena Si Bueno
T-5X AV1 No No Si Buena Si Bajo
T-5X AV2 Halo No No Buena No Bueno
T-5X RF1 Zona de cont. No No Buena No Bueno
T-5X RF2 Zona de cont. No Si Buena No Media
T-6X AV1 Halo No No Media No Bajo
T-6X AV2 No No Si Buena Si Medio
T-6X RF1 No No Si Buena Si Bueno
T-6X RF2 Ligero No Si Media Si Bueno
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Anexo 12. Caracteristica observada en los tratamientos (Trichoderma sp. X

Colletotrichum sp.) al 8vo dia de enfrentamiento.

PARAMETROS
TRATAMIENTO  Antibiosis Ca:]ot:i; de Esporulacion Invasion  Esporulacion
colletot. - Trichoderma colonia Colletotrichum
T-1x AV1 Zona de cont. No Si Buena No Bueno
T-1XAV2 Halo No Si Buena No Bueno
T-1XRF1 Zona de cont. No Si Buena Si Bueno
T-1XRF2 Zona de cont. No Si Buena Regular Bueno
T-2X AV1 No No Si Buena Si No se observ.
T-2X AV2 No No Si Media Si No se observ.
T-2X RF1 No No Si Media Si Bueno
T-2X RF2 No No Si Buena Si No se obs.
T-3X AV1 No No Si Media Si No se obs.
T-3X AV2 Halo peq. No Si Buena Si No se obs.
T-3X RF1 Zona de cont. No Si Buena Si Bueno
T-3X RF2 Zona de cont. No Si Buena Si Medio
T-4,1X AV1 Zona de cont. No Si Buena Regular No se obs.
T-4,1X AV2 Zona de cont. No Si Buena Regular Medio
T-4,1X RF1 Zona de cont. No Si Buena Regular Bueno
T-4,1X RF2 Zona de cont. No Si Buena Regular No se obs.
T-4,2X AV1 No No Si Buena Si No se obs.
T-4,2X AV2 Halo No Si Buena Si Buena
T-4,2X RF1 No No Si Buena Si No se obs.
T-4,2X RF2 No No Si Buena Si Media
T-5X AV1 No No Si Buena Si No se obs.
T-5X AV2 Halo No Si Buena Regular Media
T-5X RF1 Zona de cont. No Si Buena Si Buena
T-5X RF2 Zona de cont. No Si Buena Si Media
T-6X AV1 Ligero No Si Media No No se obs.
T-6X AV2 No No Si Buena Si No se obs.
T-6X RF1 No No Si Buena Si Buena
T-6X RF2 Ligero No Si Media Si Buena
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Anexo 13. Caracteristica observada en los tratamientos (Trichoderma sp. X

Fusarium sp.) al 4to dia de enfrentamiento.

PARAMETROS
TRATAMIENTO Antibiosis de Ca:]ot:i; de Esporulacion Invasiéon Esporulacion
Fusarium - F Trichoderma  colonia Fusarium
T-1xF1 Ligero No Si Buena No Buena
T-1XF2 Halo No No Buena No No se observ.
T-1XF3 Zona de cont. No No Buena No poca
T-1XF4 Zona de cont. No No Media Si Buena
T-2XF1 No No Si Media Si Buena
T-2XF2 No No Si Media No No se observ.
T-2XF3 No No No Buena No media
T-2XF4 No No Si Media No Buena
T-3XF1 Ligero No Si Buena No Buena
T-3XF2 Halo No No Buena No No se observ.
T-3XF3 Ligero No No Buena No poca
T-3XF4 Ligero No Si Buena Si Buena
T-4,1XF1 No No Si Buena No Buena
T-4,1XF2 Halo No No Buena No No se observ.
T-4,1XF3 Zona de cont. No No Buena No Media
T-4,1XF4 Ligero No Si Buena No Buena
T-4,2XF1 Zona de cont. No Si Buena Si Buena
T-4,2XF2 Halo No No Buena No No se observ.
T-4,2XF3 Ligero No No Buena No Media
T-4,2XF4 Zona de cont. No Si Buena No Buena
T-5XF1 No No Si Buena Si Buena
T-5XF2 Halo No No Buena No No se observ.
T-5XF3 Ligero No No Buena No Media
T-5XF4 Ligero No Si Buena Si Buena
T-6XF1 No No Si Media Si Buena
T-6XF2 Halo No No Media No No se observ.
T-6XF3 No No No Media No Media
T-6XF4 No No Si Media Si Buena
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Anexo 14. Caracteristica observada en los tratamientos (Trichoderma sp. X

Fusarium sp.) al 8vo dia de enfrentamiento.

PARAMETROS
TRATAMIENTO  Antibiosis Ca:]ot:i; de Esporulacion Invasion Esporulasion
Fusarium - F Trichoderma colonia fusarium
T-1x F1 Ligero No Si Buena Si Buena
T-1XF2 Halo No No Buena No No se observ.
T-1XF3 No No No Buena Regular Regular
T-1XF4 No No Si Buena Si Buena
T-2XF1 No No Si Buena Si Buena
T-2XF2 No No Si Buena Si No se observ.
T-2XF3 No No No Buena Regular  No se observ.
T-2XF4 No No Si Buena Si Buena
T-3XF1 Ligero No Si Buena Si Buena
T-3XF2 Halo No Si Buena No No se observ.
T-3XF3 No No No Buena Regular  No se observ.
T-3XF4 No No Si Buena Si Buena
T-4,1XF1 No No Si Buena Si Regular
T-4,1XF2 Halo No Si Buena No No se observ.
T-4,1XF3 Ligero No Si Buena No No se obsev.
T-4,1XF4 No No Si Buena Si Buena
T-4,2XF1 Zona de cont. No Si Buena Si Regular
T-4,2XF2 Halo No Si Buena No No se observ.
T-4,2XF3 Ligero No Si Buena No No se observ.
T-4,2XF4 No No Si Buena Si Buena
T-5XF1 Zona de cont. No Si Buena Si Poco
T-5XF2 Halo No Si Buena No No se observ.
T-5XF3 Ligero No No Buena No No se observ.
T-5XF4 No No Si Buena Si Buena
T-6XF1 No No Si Buena Si Regular
T-6XF2 No No Si Buena No No se observ.
T-6XF3 Ligero No No Buena Regular Media
T-6XF4 Zona de cont. No Si Buena Si Buena
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Anexo 15. Cepas de Trichoderma spp., crecimiento en tapete.
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Anexo 16. Cepas de Trichoderma spp., aisladas de suelo.
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Anexo 17. Trichoderma sp. cepa T-7 frente a Fusarium sp. cepa F-1, al 4to dia

de enfrentamiento.
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Anexo 18. Trichoderma sp. cepa T-4,1 frente a Fusarium sp. cepa F-3, al 4to dia

de enfrentamiento.
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Anexo 19. Micoparasitismo grado de antagonismo 4 segun la escala de Elias y

Arcos, Trichoderma sp. cepa T-4.2 frente a Colletotrichum spp.; comparacion con

su blanco.
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Anexo 20. Micoparasitismo grado de antagonismo 4 segun la escala de Elias y

Arcos, Trichoderma sp. cepa T-3 frente a Colletotrichum spp.; comparacién con

su blanco.
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Anexo 21. Micoparasitismo grado de antagonismo 0 segun la escala de Elias y

Arcos, Trichoderma no logra invadir a Colletotrichum spp.
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Anexo 22. Enfrentamiento dual de Trichoderma spp. frente a Fusarium spp. a los

7 dias de enfrentamiento.
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Anexo 23. Micoparasitismo grado O de Trichoderma sp. cepa comercial (Th-1)

frente a Fusarium sp. cepa F-1.
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Anexo 24. Micoparasitismo grado 0 de Trichoderma sp. cepa T4.1 frente a

Fusarium cepa F2.
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Anexo 25. Procedimiento de recoleccion de muestra.
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Anexo 26. Matriz de consistencia.

Titulo: Efecto antagdnico in vitro de cepas nativas de Trichoderma sp. frente a los hongos fitopatégenos Colletotrichum sp. y Fusarium

sp. Ayacucho, 2018.

PROBLEMA . . DISENO DE
OBJETIVO GENERAL MARCO TEORICO HIPOTESIS VARIABLES .
GENERAL METODOLOGICO
¢ Tendrd efecto OBJETIVO GENERAL: ANTECEDENTES Tiene efecto Variable principal Tipo de investigacién:
antagonico in vitro, e Evaluar el efecto A nivel intemnacional antagonico in vitro Efecto antagénico de Basica — descriptiva
cepas nativas de  antagonico in vitro de A nivelnacional las cepas nativas Trichoderma sp. Material biolégico:

. . MARCO CONCEPTUAL . .
Trichoderma sp. cepas nativas de Antagonismo de Trichoderma sp. e 7 cepas nativas de
frgnte ] a  hongos Trichodermg sp. frente a Microorganismos antagonistas frente ,a los hongos Variable sgcundarlo Trichoderma sp.
Fitopatdgenos los hongos fitopatdgenos  pecanismos de accién fitopatogenos  Porcentaje de o4 cepas de
Colletotrichum sp. y Colletotrichum  sp. y Trichoderma Colletotrichum sp. y inhibiciéon del Colletotrichum sp.
Fusarium sp. Fusarium sp. Taxonomia Fusarium sp. crecimiento radial e 4 cepas de Fusarium sp.
Ayacucho 2019? OBJETIVOS Caracteristicas de Trichoderma Ayacucho 20109. (PIRC).

ESPECIFICOS Condiciones de crecimiento  de e Grado de DISENO DE
e Determinar el porcentaje T”Choqerma' - antagonismo METODOLOGICO

d inhibici6 d Capacidad antagonica de . iti

g inhibicion € Trichoderma. (micoparasitismo)

Trichoderma sp. sobre gjetotrichum e Recoleccion de

Colletotrichum sp
e Determinar el porcentaje

de inhibicién de
Trichoderma sp. sobre
Fusarium sp.

e Determinar el grado de
antagonismo
(micoparasitismo)
Trichoderma sp.
Colletotrichum
Fusarium sp.

de
sobre

sp. Yy

Taxonomia.

Caracteristicas de Colletotrichum
Colletotrichum Como fitopatégeno
Fusarium

Taxonomia

Caracteristicas de Fusarium
Fusarium como fitopatégeno:
Metabolitos toxicos de fusarium.
Principales especies patégenos del
genero Fusarium.

Técnica de enfrentamiento dual
Cepas nativas

muestras

¢ Aislamiento de cepas de
antagonistas y
fitopatdgenos.

e |dentificacion
microcultivo.

por

e Determinacion del efecto
antagonico.
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