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RESUMEN

Las enfermedades producidas por hongos en el cultivo de quinua son muy
frecuentes y prevalece donde Chenopodium quinoa se desarrolla, ocasionando pérdidas
econdémicas. Se plante6 como objetivo determinar la presencia de los hongos
fitopatdgenos Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y Phoma sp., en tres zonas de cultivo de
quinua y determinar la capacidad antagénica in vitro de Trichoderma sp., como
controlador biologico. Se realizo el muestreo de plantas enfermas del cultivo de quinua,
del Centro de Investigacion y Produccién Illpa, Centro de Investigacion y Produccion
Camacani y distrito de Ilave, procedentes de hojas, tallos y raices; luego se cultivo en
agar papa dextrosa (PDA) para multiplicacion de los hongos patogenos, realizando la
identificacion macroscopica y microscopica en cultivo puro, donde se midio el diametro
de crecimiento del antagonista (DCA) y diametro de crecimiento del patégeno (DCP). En
el enfrentamiento dual se utiliz6 a Trichoderma sp. proporcionada por el laboratorio de
Sanidad Vegetal, realizdndose mediciones de crecimiento radial bajo enfrentamiento
frente a los fitopatdgenos. Los datos fueron analizados por analisis de varianza
completamente al azar, en el Software InfoStat, para determinar diferencias estadisticas
la prueba de Tukey. Se detecto la presencia de los hongos fitopatdgenos Rhizoctonia sp.,
Fusarium sp. y Phoma sp., en relacion al DCA, Trichoderma sp. obtuvo 90.00 mm de
micelio, respecto al DCP, para Rhizoctonia sp. con 50.00 mm; Fusarium sp. con 62.00
mm y Phoma sp. con 42.00 mm a las 120 horas; presentando poca dispersion de datos y
diferencia estadistica significativa entre si (p<0.0001). La capacidad antagénica de
Trichoderma sp. a las 120 horas de evaluacion final, frente a Rhizoctonia sp. presentaron
halos de crecimiento 29.80 mm y 14.60 mm respectivamente, con una inhibicion del
crecimiento radial de grado 2 (41.60%); frente a Fusarium sp. de 30.60 mmy 13.00 mm
respectivamente, de grado 3 (58.06%); y frente a Phoma sp. de 31.20 mm y 11.00 mm
respectivamente, de grado 2 (47.62%); presentando diferencia estadistica significativa
entre si (p<0.0001) en los tres enfrentamientos. En conclusion, existe la presencia de
Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y Phoma sp. en las zonas de cultivo de quinua y debido a
su capacidad antagénica in vitro, se confirma la actividad de control bioldgico de

Trichoderma sp. sobre los fitopatdgenos.

Palabras clave: Fusarium, Phoma, quinua, Rhizoctonia, Trichoderma.
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ABSTRACT

The diseases caused by fungi in the cultivation of quinoa are very frequent and
prevail where Chenopodium quinoa develops, causing economic losses. The objective
was to determine the presence of the phytopathogenic fungi Rhizoctonia sp., Fusarium
sp. and Phoma sp., in three quinoa cultivation zones and to determine the in vitro
antagonistic capacity of Trichoderma sp., as a biological controller. Sampling of diseased
plants of the quinoa crop was carried out, from the Illpa Research and Production Center,
Camacani Research and Production Center and llave district, from leaves, stems and
roots; Then it was cultivated on potato dextrose agar (PDA) for the multiplication of
pathogenic fungi, performing macroscopic and microscopic identification in pure culture,
where the antagonist growth diameter (DCA) and pathogen growth diameter (DCP) were
measured. In the dual confrontation, Trichoderma sp. provided by the Plant Health
laboratory, performing measurements of radial growth under confrontation with
phytopathogens. The data were analyzed by completely random analysis of variance, in
the InfoStat Software, to determine statistical differences in the Tukey test. The presence
of the phytopathogenic fungi Rhizoctonia sp., Fusarium sp. and Phoma sp., in relation to
DCA, Trichoderma sp. obtained 90.00 mm of mycelium, with respect to DCP, for
Rhizoctonia sp. with 50.00 mm; Fusarium sp. with 62.00 mm and Phoma sp. with 42.00
mm at 120 hours; presenting little data dispersion and statistically significant difference
between them (p<0.0001). The antagonistic capacity of Trichoderma sp. at 120 hours of
final evaluation, against Rhizoctonia sp. showed growth halos 29.80 mm and 14.60 mm
respectively, with a degree 2 radial growth inhibition (41.60%); against Fusarium sp.
30.60 mm and 13.00 mm respectively, grade 3 (58.06%); and against Phoma sp. 31.20
mm and 11.00 mm respectively, grade 2 (47.62%); presenting a statistically significant
difference between them (p<0.0001) in the three confrontations. In conclusion, there is
the presence of Rhizoctonia sp., Fusarium sp. and Phoma sp. in quinoa growing areas and
due to its antagonistic capacity in vitro, the biological control activity of Trichoderma sp.

on phytopathogens.

Key words: Fusarium, Phoma, quinoa, Rhizoctonia, Trichoderma.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Las plantas tienden a ser atacadas por enfermedades y plagas, siendo uno de los
agentes principales los hongos que se aprovechan de las plantas para satisfacer sus
demandas nutricionales. El hecho de que la enfermedad no se presente en grandes masas
hace que pierda espectacularidad (De Ana, 1982) y de ese modo no se le da la importancia
correspondiente que se merece. El principal método para el manejo de enfermedades
fangicas que se dan en los cultivos, es mediante el uso de fungicidas quimicos, los cuales
traen como consecuencia intoxicacion cronica en el hombre y contaminacion ambiental.
Si bien se conoce los dafios causados a la salud por los pesticidas, no se conoce la

magnitud exacta que estos llegan a tener (Tenorio, 2011).

Los patdgenos que ocasionan enfermedades en las plantas se tipifican mediante
sus caracteristicas en el proceso de infeccion: biotréficos, hemitréficos, necrotroficos,
parasitos debilitadores y marchitadores vasculares (Zanabria y Banegas, 1997). Muchas
enfermedades fungosas infectan el cultivo de quinua, como por ejemplo la “punta negra”
Phoma exigua y “mancha ojival del tallo” Phoma cava (Salas, 1976). En zonas humedas
es frecuente encontrar bajas densidades de plantas, con lesiones en el cuello de la raiz,
sintomas de marchites o escaso desarrollo. Los hongos Fusarium y Rhizoctonia causan el
mal de almé&cigos en varios cultivos. Estos mismos ocasionan la marchites de cultivos de

quinua (Barboza et al., 1999).

Los méas importantes paises productores de quinua son Per( y Bolivia, conforme
a los datos provistos por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
(FAO). El Pert presenta una tendencia creciente en relacion al aumento de su exportacion
y produccién de quinua. En 2013 la produccion de quinua aument6 alrededor de 18%

13
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respecto al 2012; el mayor aumento en los Gltimos afios en el Perd. Desde el 2005 al 2013,
Per( ha encabezado la produccion mundial de quinua, representando aproximadamente
52% de la produccion mundial. En las recientes nueve campafias agricolas, la superficie
sembrada de quinua aumentd a una tasa promedio de 5,8% anual a nivel nacional en el
Per(. Siendo Puno la regién que méas hectareas siembra, en total: 32,929 hectareas

(Fairlei, 2016).

Alrededor del 68,3% de la produccién nacional de quinua se concentra en la region
Puno, asimismo se encuentra la mayor biodiversidad, superficie sembrada y cosechada,
pero los rendimientos siguen siendo muy bajos. En esta region, las provincias productoras
de quinua méas importantes y que en conjunto producen el 81% del total regional son: El
Collao, Azangaro, Chucuito, Puno y San Roman. Siendo EI Collao y Azangaro donde se

concentra el 41% de produccién (Casafranca y Pahuachon, 2014).

En los Gltimos afios, el cultivo de la quinua (Chenopodium quinoa) en el Perd, ha
alcanzado una demanda competitiva mundial. Siendo Europa y Norteamérica sus
principales mercados, donde prefieren quinuas que sean organicas Yy libres de productos
de la industria agroquimica, el 60% de la produccion nacional es dirigida hacia el mercado
externo y el 80% de esta produccion, se concentra en la regién Puno; sin embargo, los
rendimientos atn son muy bajos (Riego, 2017), porque muchas de las enfermedades son
ocasionadas por hongos, los cuales poseen estructuras de resistencia encontrandose en el
suelo, causando pérdidas significativas econémicamente en la produccidon de este cultivo
(Torres, 2002). Ademas existe una alta microbiota por estudiar y asi controlar las
enfermedades causadas por fitopatdgenos, como bioproductos a base de Trichoderma,

difundida a nivel mundial (Benitez et al., 2004).
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En tal sentido, con esta investigacion se da una alternativa para elevar la
produccién, un control de enfermedades en el &ambito de una produccién organica de la
quinua, tal cual demandan los mercados internacionales sin utilizar agroquimicos.
Ademas, queda demostrado la capacidad antagdnica in vitro que tiene Trichoderma sp.
sobre los hongos fitopatdgenos Rhizoctonia, Fusarium y Phoma, para que se recomiende
medidas de accién a los productores y de esta manera lograr una mayor produccion
agricola. Esto es muy importante considerando la produccién de quinua en la region Puno,
donde existe un incremento, reflejando el interés en este cultivo. La informacién
resultante de esta investigacion, demuestra la incidencia y severidad de las principales
enfermedades fungicas en la quinua, asi como la actividad biocontroladora de
Trichoderma sp. Por lo mencionado, en la investigacion se plantearon los siguientes

objetivos:

1.1. OBJETIVO GENERAL

- Determinar la actividad del control bioldgico in vitro de Trichoderma sp., sobre

hongos fitopatdgenos de la quinua Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y Phoma sp.

1.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar la presencia de hongos fitopatdgenos Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y
Phoma sp., en tres zonas de cultivo de quinua del Centro de Investigacion y
Produccion Camacani (CIP-Camacani), Centro de Investigacion y Produccion
Illpa (CIP-Illpa) y distrito de llave.

- Determinar la capacidad antagdnica in vitro de Trichoderma sp. como controlador
bioldgico, mediante el enfrentamiento dual de los hongos fitopatdgenos

Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y Phoma sp.
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CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES

Sucaticona (2018), demostrd la actividad antagonica in vitro de los hongos
Trichoderma spp. y Lecanicillium spp. frente al hongo de la roya amarilla del café
(Hemileia vastatrix) en condiciones de laboratorio, de las hojas de café y suelo
circundante a la planta de café del sector Miraflores Lanza y Uycusmayo, provincia de
Sandia, Puno. Obteniendo un didmetro de crecimiento de 5.40 cm, 5.80 cm y 4.90 cm,
4.80 cm; existiendo diferencia significativa con p<0.05, clasificandose de grado 4 de
micoparasitismo y actividad antagonica de 75%. Similarmente, Nina et al. (2011)
evaluaron la capacidad biocontroladora de cepas nativas de Trichoderma spp. sobre
Rhizoctonia sp. y Fusarium sp. en café (Coffea arabica) en condiciones experimentales,
existiendo diferencia significativa en el porcentaje de crecimiento de Trichoderma sp.
sobre Rhizoctonia sp. y Fusarium sp. a los 3, 6 y 9 dias. Por otro lado Mamani (2017), en
San Juan del Oro, provincia de Sandia, Puno; aislé y caracterizd hongos antagonistas con
capacidad biocontroladora de Hemileia vastatrix y demostré la existencia de la micobiota
endofitica a partir de hojas y tallos de café, donde aislo 5 cepas de Trichoderma sp., que

mostraron un efecto positivo en el control de la enfermedad.

Guédez et al. (2012), determinardn la capacidad antagénica de Trichoderma
harzianum en el control de Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii y Fusarium oxysporum
en raices de plantas de tomate. Se obtuvo 6 aislamientos de T. harzianum de 6 municipios
del estado Trujillo, Venezuela. Los cuales, tuvieron un rapido crecimiento sin diferencias
significativas entre si (p>0.05). Al contrastar el crecimiento de T. harzianum con los

hongos patdgenos, se obtuvieron diferencias significativas (p<0.05). Similarmente,

16

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

ﬂ. UNIVERSIDAD

Ledn et al. (2012) recolectaron muestras de suelo en distintos agroecosistemas (cafia y
arboleda) del municipio de Col6n, Matanzas, Cuba; donde no se habia aplicado
Trichoderma spp., con el objetivo de aislar, seleccionar morfolégica, cultural y
patogénicamente cepas autoctonas del territorio con capacidad antagonica. Se obtuvieron
126 aislados de donde se seleccionaron 72 que cumplian con las condiciones de

crecimiento, textura de la colonia y esporulacion.

Carhuavilca (2011) determind el efecto antagdnico de especies de hongos en el
control de ojo de pollo (Mycena citricolor) del café en la variedad Catimor (Coffea
arabica) con una dosis de 0.4 kg de sustrato de Trichoderma, en la provincia de La
Convencidn, Cusco, Peru. Los pardmetros que evalud en el experimento fue la incidencia
y severidad de T. harzianum y T. viride mostrando una reduccion de 35.62%. En otro
estudio segun Bartra (2017), en el distrito de Hermilio Valdizan, Huanuco, Per(; indica
que la incidencia de la roya del cafeto, con 6 aplicaciones con una frecuencia de 20 dias
durante 140 dias, después de la primera aplicacion llegé a disminuir a 21% hasta 59%,

por la aplicacion de T. harzianum.

Por otro lado Tenorio (2011), en La Paz, Bolivia, realiz6 el aislamiento, la
identificacion y ensayos de control bioldgico in vitro de fitopatégenos de la quinua
(Chenopodium quinoa), tuna (Opuntia picus-indica) y castafia (Castanea sativa). De la
quinua aisl6 a Peronospora farinosa, Ulocladium spp., Penicilium spp. y un
basidiomicete. De la penca de tuna a Fusarium spp. y Alternaria spp. De la castafia

Aspergillus flavus y A. niger.

Claros et al. (2010), indican que son pocos los estudios a nivel nacional e
internacional de hongos endofitos de Chenopodium quinoa, por ello evaluaron 11 plantas

de la zona altiplanica de ellas se obtuvo un total de 104 aislados (55 de raiz, 8 de tallo y
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41 de hoja), siendo uno de los primeros trabajos en Bolivia. Por otro lado, Gamboa (2006)
reporta que se han estudiado estos hongos en taxones vegetales tropicales en palmas,
orquideas y otras epifitas como Casuarinaceae, Sapotaceae, Fabaceae, Ochnaceae,
Asteraceae, Olacaceae, Meliaceae, Anacardiaceae, Magnoliaceae, Rubiaceae Yy
Sterculiaceae. Asi también, Dingle y Mcgee (2003), menciona que algunas especies de
estos hongos, inducen mecanismos de defensa en plantas infectadas por estos endoéfitos,
y cuando son dafiadas las plantas por sus patdgenos hay una reaccion de defensa con

muerte celular localizada.

Ortuio et al. (2009), en Oruro-Bolivia, desarrollaron una estrategia de manejo
integrado de quinua organica, basada en el uso de bioinsumos, que preserva la sanidad de
las plantas e incrementa los rendimientos hasta 50%. Estos bioinsumos se han originado
a partir de cepas nativas de microorganismos como TRICOBAL, producto en base a
microorganismos benéficos: Bacillus subtilis y Trichoderma sp. aplicada a la siembra
junto con abonos orgénicos. Acttian como biofertilizantes, promotores de crecimiento y
biofungicidas. En todas las campafas agricolas, los resultados obtenidos muestran que la
tecnologia con bioinsumos tiene un efecto positivo en el desarrollo y la produccion de
quinua. Las parcelas mostraron significativamente un mejor desarrollo del cultivo,
superior tamafio de las plantas, mayor largo de las panojas, mayor didmetro de tallos,
mayor sanidad de las plantas, y mejores rendimientos; mayor calidad respecto al manejo
tradicional, considerado una alternativa importante para un manejo del cultivo de quinua

mas sustentable, mas sensible con el medio ambiente y la salud del productor.

Hoyos et al. (2008), evaluaron la eficacia bioldgica de 8 aislamientos de
Trichoderma spp. procedentes de suelos de Colombia, para el control de los agentes

causales de volcamiento, Sclerotium rolfsii y Rhizoctonia solani. Todos los aislamientos
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mostraron capacidad antagdnica en condicion in vitro. EI comportamiento micoparasitico
de Trichoderma spp. es diferente segun el hongo fitopatdgeno, demostrando amplia
especificidad del antagonista por su sustrato, es decir por el hongo afectado. Por otro lado,
Samaniego et al. (2018), aislaron e identificaron cepas de Trichoderma spp. de la
provincia de Matanzas, Cuba; aplicando una prospeccion en dos agroecosistemas con
suelo ferralitico rojo, se aislaron tres cepas autoctonas a partir de uno de ellos. Tanto las
cepas autéctonas como de referencia, presentaron distintos niveles de actividad

antagonica in vitro contra los fitopatdgenos.

Borrero y Silva (2005), mencionan que Trichoderma harzianum y T. viride,
poseen una gran capacidad antagdnica por su alta velocidad de crecimiento, demostrando
ser organismos enormemente agresivos respecto a la competencia por espacio e inhibe el
crecimiento de los hongos. Por su parte, Zhirvi (2016) evaluo el efecto de dos especies
nativas y una comercial de T. harzianum y T. koningii, en el control de Rhizoctonia sp. y
como factor estimulante de crecimiento de plantulas de café variedad Bourbon Rojo en
vivero. En la fase de semillero, el mejor tratamiento fue T. harzianum nativo con una

incidencia de 4.25%, contra el testigo absoluto con valor de 29%.
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2.2. MARCO TEORICO

2.2.1. Control biolégico

El control bioldgico de plagas y enfermedades en la agricultura ultimamente ha
adquirido gran importancia frente a los problemas fitosanitarios, sucedidos por la
utilizacion indiscriminada de plaguicidas quimicos en la agricultura, lo cual ha conducido
a graves problemas de contaminacion al medio ambiente y ha ocasionado la resistencia
de plagas y enfermedades, asi como el origen de especies nuevas de microorganismos

fitopatdgenos con un grado mas virulento de afectacion (Bravo et al., 2006).

La gran parte de los microorganismos fitopatégenos poseen antagonistas naturales
0 bioldgicos que es posible emplear como estrategia de lucha en un programa de control
bioldgico. En la actualidad el uso de bacterias y hongos antagonistas de enfermedades
agricolas ha adquirido una particular importancia, dado que no sélo acttian contra ciertos
microorganismos fitopatdégenos (como lo realizan los plaguicidas quimicos), sino que se
vienen usando para un grupo muy amplio de microorganismos fitopatégenos (Mondino y

Vero, 2006).

Si bien el control biolégico no intenta reemplazar totalmente los sistemas de
control quimico, puede ser usado unido con otros tipos de métodos como parte de un
sistema integrado de control. Es claro precisar que el control biolégico tiene unas
propiedades y requerimientos muy diferentes de los métodos de control tradicionales, y
tiene que ser puesto en préactica unido con los métodos y con las estrategias de produccién
existentes en la actualidad. El control bioldgico esta sujeto al funcionamiento efectivo del
microorganismo antagonista conveniente para cada ecosistema especifico planta-

patogeno (Van Lenteren, 2003).

20

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Se denomina control bioldgico a la utilizacion de microorganismos naturales o
modificados, con el fin de reducir los efectos de organismos no deseados, favoreciendo
simultaneamente el desarrollo de los microorganismos benéficos para las plantas. Los
microorganismos antagonistas abarcan a cualquier organismo que dificulta la
supervivencia o desarrollo de los microorganismos fitopatogenos (Van Lenteren, 2003).
En el control bioldgico esté involucrado la reduccién de la enfermedad por interaccién de
uno 0 mas organismos vivos en los que el hospedero (cultivo) y el hombre no estan

considerados (Mont, 2002).

Controlando la microflora existente que se encuentra en contacto con la planta, es
factible controlar los patdgenos de las plantas. Las interacciones beneficiosas da la
posibilidad a la planta favoreciendo su crecimiento y resistencia a patdgenos. Las
interacciones antagonicas también se pueden utilizar para eliminar patégenos o evitar que
ataquen a la planta y causen enfermedades. A esto se le llama control biol6gico (Mondino,
2003). El control bioldgico debe tener como objetivo el uso de agentes o précticas de
control con diferentes mecanismos de accidn, para prevenir la evolucion de plagas debido

a la complejidad del organismo regulador a los que se enfrentaria (Guzmaén et al., 2013).

El control bioldgico se realiza mediante microorganismos antagonistas, también
conocidos como agentes de control bioldgico (ACBs), que normalmente se encuentran de
forma natural en el suelo y tienen efectos beneficiosos sobre los cultivos. Sin embargo, el
uso intensivo de suelos agricolas tiende a reducir las poblaciones de los mismos y reducir
su efecto beneficioso sobre los cultivos. Los antagonistas del suelo incluyen aislados de
hongos del género Aspergillus, Penicillium, Trichoderma y Gliocladium, y bacterias del
género Bacillus, Enterobacter, Pseudomonas y Streptomyces (Suarez et al., 2007). Estos

microorganismos interactGan con los fitopatdgenos de diversas formas, incluida la
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competencia por los nutrientes, produciendo metabolitos secundarios con efectos
antibidticos o parasitacion directa de organismos fitopatdgenos. Ademas, mejoran el
crecimiento de las plantas e inducen tolerancia frente a situaciones de estrés. Estos efectos
benéficos justifican el uso como alternativa real a los fungicidas quimicos (Abd-Elsalam,

2003).

2.2.1.1. Mecanismo de accion de antagonistas microbianos

Se han descrito varios tipos de microorganismos (hongos, bacterias, virus) como
agentes de control bioldgico contra las enfermedades en los cultivos. Casi todas las plagas
y enfermedades son ocasionadas en cierta medida por organismos patogenos.
Normalmente esta entidad bioldgica representan el factor mas relevante en la regulacion

de las poblaciones de fitopatégenos en el medio ambiente (Mondino y Vero, 2006).

En el medio ambiente existe una interaccion continua entre los microorganismos
fitopatdgenos y sus antagonistas, de forma tal que promueven a la regulacion natural de
las enfermedades. En condiciones naturales los microorganismos son dinamicamente
proporcionales en la superficie de las plantas. No es facil establecer el mecanismo de
accion exacto en la interaccién entre los microorganismos antagonistas y los
fitopatdgenos sobre la planta. Generalmente los antagonistas poseen diferentes modos de
accion y la combinacién de estos es importante para elegir al antagonista ideal. Si estos
tienen diferentes modos de accion, se reducen los riesgos de que los fitopatdgenos
obtengan resistencia, esto se logra mediante el uso de una combinacién de antagonistas
con diferente mecanismo de accién. Por lo tanto, se han descrito varios mecanismos por
los cuales los antagonistas ejercen su accién para controlar el crecimiento de

microorganismos fitopatdgenos (Ezziyyani et al., 2006).
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Los antagonistas afectan a los fitopatdgenos a través de los siguientes mecanismos
de accion: antibiosis, competencia, micoparasitismo e induccion de mecanismos de
resistencia. Estos mecanismos no son mutuamente excluyentes y algunos de ellos pueden
actuar como mecanismo primario, pero también pueden actuar en conjunto (Michel,

2001).

a. Antibiosis

El fendmeno por el cual un hongo antagonista inhibe o elimina a un organismo es
la antibiosis, mediante la produccién metabdlica de moléculas toxicas, volatiles y de
enzimas hidroliticas, las cuales disuelven o afectan polimeros estructurales, como la
quitina y B-1-3-glucanos de la pared celular en casi todo los hongos fitopatdgenos y

originan un efecto adverso sobre su crecimiento y diferenciacién (Harman et al., 2010).

b. Competencia

La competencia se da primordialmente por nutrientes y espacio, siendo la causa
mas comun de la muerte de un microorganismo la inanicion, debido a que requieren de
nutrientes exdgenos, como carbono y hierro para germinar, infiltrar e infectar el tejido; si
el lugar de infeccion estd ocupado por el organismo benéfico tendra dificultad para
desarrollar el hongo fitopatdégeno (Hernandez et al., 2011). La competencia entre agentes
de control bioldgico y el fitopatbgeno podria resultar en control bioldgico por
aniquilacion de la poblacion perjudicial y puede favorecer a Trichoderma spp., por su alta

frecuencia de crecimiento y desarrollo (Cueva, 2007).

¢. Fungistasis

Implica la imposicion de condiciones de inactividad especificamente para las

esporas de hongos por limitaciones nutricionales (Lockwood, 1986).
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d. Resistencia sistémica adquirida

Consiste en una o mas moléculas (no necesariamente antagonistas de
fitopatdgenos) capaces de inducir autodefensas a las plantas contra la accion de cualquier
microorganismo fitopatdgeno. Hay dos tipos de resistencia: la constitutiva que es
especifica de la planta y que se desarrolla en cualquier momento, y la inducida que se
expresa solo ante algunos estimulos. Existe dos tipos de interacciones planta-patdgeno:
la compatible se da cuando ocurre la enfermedad, y la incompatible cuando la planta

resiste. De alli se fundamenta la teoria del gen para el gen (Mondino y Vero, 2006).

Varios microorganismos de la rizésfera inducen una respuesta sistémica en las
plantas, produciendo la activacion de mecanismos de defensa de las plantas, la resistencia
sistémica inducida no confiere una proteccion completa a la planta, pero puede protegerla
de diferentes tipos de fitopatdgenos, incluidos los patdgenos de las raices (Raaijmakers

et al., 2008).

e. Micoparasitismo

Cuando un hongo paréasito ataca directamente al hongo patégeno se le llama
micoparasito. Para que se dé el micoparasitismo, el hongo antagonista produce factor
exoenzimas hidroliticas que facilitan la degradacién de la pared celular del hospedante.
El micoparasitismo implica una serie de eventos, incluida la localizacion del objetivo,
mediante un crecimiento quimiotrépico, el reconocimiento, el ataque, la lisis y la
adquisicion de nutrientes. La produccion de enzimas hidroliticas y los factores que
influyen en estos eventos estan unidos entre si (Martinez et al., 2013). El antagonista
puede usar a un hongo como fuente de alimento. Segun el micoparasitismo existen dos

grupos: los biotrdpicos poseen un rango reducido de hospedantes, y los necrotrépicos son
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los que eliminan a la célula antes o después de la invasion, excretan sustancias toxicas y

aprovechan sus nutrientes (Michel, 2001).

Considerado un proceso complejo en la interaccion entre un antagonista y un
patdgeno, que ocurre en cuatro fases: el crecimiento quimiotréfico que permite a
Trichoderma detectar a distancia a sus hospedantes y se considera que hay una elevada
especificidad del antagonista por su sustrato, la adhesién y enrollamiento generado por la
unién de un azucar de la pared del antagonista con una lectina de la pared del patégeno,
y la actividad litica donde se producen enzimas liticas extracelulares, principalmente
quitinasas, glucanasas y proteasas, que degradan la pared celular del patégeno y permiten
la invasién de las hifas de Trichoderma (Martinez et al., 2013). No todas estas
interacciones son siempre observadas en el parasitismo a nivel microscépico, estos
parecen depender del aislamiento de Trichoderma, del patdgeno y de las condiciones

ambientales (Avila, 2010).

2.2.2. Género Trichoderma

Las especies del género fungico Trichoderma se encuentran distribuidas por todo
el mundo. Su potencial en el control de patégenos se informd por primera vez en la década
de 1930 (Weindling, 1932). Su nombre proviene del griego Thrix “pelo”, y dérma “piel
0 corteza”, esto se debe al aspecto macroscopico de las colonias sobre el sustrato
celulésico, mediante su estado sexual, producen conidiéforos erectos, solitarios o
agregados en racimos flocosos, no verticilados, contienen fialides solitarias o en grupos
que forman fialsporas de coloracion verde en masa o con conidios globosos verdes o
hialinos. Es frecuente en el suelo, con elevada capacidad antagdnica y parasita contra

otros microorganismos fitopatdgenos (Castario, 2005).
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2.2.2.1. Ecologia de Trichoderma

La capacidad de Trichoderma para minimizar el dafio en la planta causado por
cualquier enfermedad, cuyo agente causal es un hongo fitopatégeno, esta asociada con su
fuerte actividad competitiva, antibiosis, micoparasitismo, produccion de enzimas liticas
y metabolitos secundarios. De este género varias especies son agentes de control
bioldgico. En especial, T. harzianum Rifai, especie de amplio espectro de control, bajo
distintas condiciones ambientales (Martinez et al., 2013). Trichoderma tiene una
excelente actividad antagonista contra patégenos como Rhizoctonia solani, Sclerotium
rolfsii, Fusarium oxysporum y Pythium ultimum, los cuales causan enfermedades en
cultivos de rabano, clavel, crisantemo, cafeto, citricos, frijol, haba, tomate, vasconcelleas
entre otros. Recientemente, varios investigadores y algunas empresas han mostrado gran
interés en investigar el potencial de Trichoderma como agente de control bioldgico sobre

patdgenos del suelo (Tobar, 2008).

Trichoderma se utiliza en la produccion de enzimas hemiceluloliticas y
celuloliticas, como biocontrolador de fitopatdgenos, biodegradacion y biorremediacion.
Las especies T. virens, T. harzianum y T. viride han sido reportadas entre los principales
agentes de control bioldgico, comercialmente disponibles. Los hongos pat6genos
afectados por Trichoderma incluyen hongos de la pudricion de la madera y los géneros:
Armillaria, Botrytis, Chondrostereum, Colletotrichum, Dematophora, Diaporthe,
Endothia, Fulvia, Fusarium, Fusicladium, Helminthosporium, Macrophomina, Monilia,
Nectria, Phoma, Phytophthora, Plasmopara, Pseudoperonospora, Pythium, Rhizoctonia,

Rhizopus, Sclerotinia, Sclerotium, Venturia, Verticillium (Hermosa et al., 2000).

El género Trichoderma son hongos de rapido crecimiento, comdn en suelos

forestales, agricolas y pastizales, aislado en todos los continentes, crecen preferentemente
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en suelos acidos y ricos en materia organica, el hierro es un elemento esencial para su
buen desarrollo (Mukherjee et al., 2012); se encuentra naturalmente en una cantidad
significativa de suelos agricolas, en distintas zonas y habitats, especialmente aquellos con
materia organica en descomposicion y en residuos de cultivos (Sivila y Alvarez, 2013).
Asimismo, puede crecer en un amplio rango de temperaturas, son capaces de sobrevivir
cuando las condiciones ambientales son desfavorables, modifican la rizésfera, y
transportar glucosa répidamente dandoles ventaja en la competencia de nutrientes;

promueven el desarrollo de plantas y mecanismos de defensa (Benitez et al., 2004).

Estos hongos son buenos competidores en la rizosfera de la planta como endofitos,
capaces de colonizar todo la superficie radicular. Ademas, penetran en el tejido radicular,
generalmente hasta la primera o segunda capa celular y solo en el espacio intercelular, lo
que convierte a este hongo en uno de los principales ACBs usados en agricultura. En el
mercado aproximadamente el 50% de los ACBs flngicos pertenecen a Trichoderma
(Whipps, 2001). El uso de microparéasitos y también cepas de Trichoderma, constituyen
una alternativa eficaz en el biocontrol para combatir enfermedades fungicas, y ahora es
una alternativa para reemplazar el control quimico, que adicional a su alto costo,
desarrolla resistencias a los fitopatogenos, como también genera problemas de

contaminacion y toxicidad (Gomez, 2017).

2.2.2.2. Taxonomia de Trichoderma

Las especies del género Trichoderma representan un grupo de hongos
filamentosos, basandose en la clasificacion taxondmica de Alexopoulos y Mims (1979),

y también de Subramanian (1983) seria de la siguiente manera:
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Dominio : Eucarya
Reino : Mycetae (Fungi)
Division : Eumycota
Subdivision : Deuteromycotina
Clase : Hyphomycetes
Orden : Hyphales (Moniliales)
Familia : Moniliaceae

Género : Trichoderma

2.2.2.3. Morfologia de Trichoderma

Las colonias aisladas de Trichoderma muestran rapido crecimiento. En 1969,
Rifai sefial6 que son de color blanco y se tornan verde oscuro con abundante esporulacion.
En general, en medio agar papa dextrosa (PDA) este hongo no produce micelio aéreo y
la pigmentacion varia de verde oscuro a verde claro y, a veces, tornarse amarillento.
Algunos cepas poseen olor caracteristico a coco (Harman, 2003). A lo largo de su
desarrollo y crecimiento producen hifas de 5-10 um de ancho que forman el micelio

septado, con paredes compuestas por quitina y glucano (Rodriguez, 2002).

Los conidiéforos de Trichoderma poseen un aspecto conico observado al
microscopio. Ademas producen un gran numero de conidios asexuales unicelulares de
color verde o hialino, lisos o con paredes ligeramente asperas, subglobosos, cilindricos,
oblongos, promedio de 3-5 um de didmetro. Estos se forman mediante células
conidiogenas y fialides (singular o agrupadas), ubicadas en los extremos de los
conidioforos, los cuales son hialinos ramificados y no verticilados. Ademas, el hongo
puede producir clamidosporas (unicelulares), globosas en sustratos naturales, pudiendo

ser intercalares y a veces terminales en los extremos de las hifas, de color verde y de
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didmetro menor de 15 pm. Estas esporas son consideradas estructuras de sobrevivencia

porque pueden sobrevivir en el tiempo (Pérez, 2012).

En la identificacion morfologica de especies se tiene en cuenta la clave de Rifai
(Rifai, 1969). La caracterizacion cultural y el crecimiento de las colonias sobre diferentes
medios de cultivo (Agar Extracto Malta, PDA, Agar Cornmeal), la morfometria del
conidioforo, fialides, conidios, clamidosporas, entre otros caracteres se obtiene a partir de
colonias del hongo en estos medios. Mas recientemente, otros autores han disefiado claves

taxonomicas para identificar otras especies (Jaklitsch et al., 2006).

2.2.2.4. Factores que influyen en el crecimiento de Trichoderma

Estos factores influyen temperatura, pH, humedad relativa, iluminacion y los
distintos sustratos que pueden ser utilizados por diferentes especies y los aislados del
género Trichoderma. El conocimiento que influye todos estos factores bioecoldgicos
sobre la fisiologia y el potencial de Trichoderma como agente de control bioldgico
(ACB), son cruciales en los procesos de seleccion de cepas promisorias, reproduccion
masiva e introduccién en distintos agroecosistemas para obtener la méxima efectividad

del hongo en el control de plagas (Martinez et al., 2015).

a. Temperatura

El amplio rango apropiado de temperatura para el desarrollo de Trichoderma, es
de 10°C a los 40°C, teniendo en cuenta una optima de 25°C (Alexopoulos, 1996). Otros

estudios han demostrado que el crecimiento saprofito en el suelo de Trichoderma ocurre
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a temperaturas entre los 20°C y los 30°C, con una éptima de 25°C (Vargas, 2014), y las
especies T. citrinoviride y T. saturnisporum, tienen un éptimo de temperatura mas alto
(entre 38°C y 44°C); para T. viridae y T. polysporum la temperatura éptima y mas fresco
es entre los 20°C a 25°C, y en condiciones moderadas T. harzianum la temperatura oscila

entre los 22°C a 33°C, con una 6ptima de 27°C (Romero et al., 2015).

b. Humedad

La humedad adecuada para el crecimiento de Trichoderma esta entre el 70% y
80%. Una de las limitaciones més relevantes del uso de Trichoderma como fungicida
bioldgico es su baja tolerancia osmotica (0.5 M o menor). Las condiciones del agua
afectan la actividad de este hongo, especialmente la germinacién de esporas y el
desarrollo del tubo germinal y el crecimiento del micelio; posee un efecto critico en la

interaccion con otros hongos y la produccion de enzimas (Chavez, 2006).

c. pH

El pH es muy importante en la regulacion de la produccién de enzimas
extracelulares, Trichoderma se desarrolla ampliamente a valores de pH de 2.0 a 9.0 con
un pH éptimo entre 4.0 y 7.0 (Vargas, 2014). Asimismo el oxigeno y el didxido de
carbono es primordial para los hongos, Trichoderma es netamente aerobio estricto
(Romero et al., 2015), asi mismo la luz es importante como en la mayoria de especies del
género Trichoderma son fotosensibles, esporulando rapidamente sobre sustratos naturales
o artificiales, en patrones anulares con céntricos en respuesta a la luminoso. La maxima
actividad fotoinductiva se encuentra entre los 380 nm y 440 nm rango visible, no

ocurriendo esporulacién bajo los 245 nm (Chavez, 2006).
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2.2.2.5. Mecanismo de accién de Trichoderma

Este género es reconocido por su capacidad de reducir las enfermedades causadas
por hongos fitopatdgenos de los suelos (Inbar et al., 1995), la competencia por los
nutrientes necesarios para la germinacion de esporas, la antibiosis por la produccion de
enzimas liticas y metabolitos secundarios, son la base de muchas interacciones que
inducen la destruccién del patégeno y el micoparasitismo, son los mecanismos mas

importantes en la interaccion de antagonismo de Trichoderma (Michel, 2001).

Martinez et al. (2013) indican sobre Trichoderma y su funcion como agente
control biol6gico de hongos y nematodos, su accion como inductor de resistencia en las
plantas y estimulador de crecimiento, entre otros. Crecen aceleradamente, produciendo
conidios abundantes y poseen amplia gama de enzimas, su gran plasticidad ecolégica les
permite habitar en la mayoria de suelos agricolas y otros ambientes. Como habitan en el
suelo, se utilizé como control biolégico de patdgenos presentes; demostrando que tiene
accion frente a hongos causantes de enfermedades foliares. Por su lado, IAB (2013) sefiala
que Trichoderma harzianum es un hongo antagonista de patdgenos vegetales y se
encuentra en casi todos los suelos. Su crecimiento es favorecido por la presencia de raices
de planta, colonizando répidamente. Algunas cepas colonizan y crecen en las raices en
tanto que estas se desarrollan. Ademas, T. harzianum tiene excelentes propiedades para

el control bioldgico y a su vez es un excelente estimulador del crecimiento radicular.

Infante et al. (2009) mencionan que los hongos antagonistas son primordiales para
el control bioldgico de fitopatdgenos. Las mas empleadas en el biocontrol de patégenos
fangicos del suelo son especies del género Trichoderma. Las cuales presentan diferentes
mecanismos de accién que le permiten el control de los fitopatdgenos. Entre ellos la

antibiosis, competencia por el sustrato, micoparasitismo, resistencia inducida,
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desactivacion de enzimas del patégeno, entre otros. Mientras mayor sea probable de que
Trichoderma manifieste diversos mecanismos de accién; mas eficaz y perdurable sera el
control sobre el patdgeno, aspectos que no tienen los plaguicidas quimicos. Ademas,
Aguilera y Avila (2013) sustentan que Trichoderma spp. posee propiedades
antibacteriales y antifungosas, produciendo sustancias como: trichodermina, dermadina,
suzukacillina, trichotoxina, alamethicina, sequisterpeno y acetaldehido; también estan
implicadas enzimas extracelulares como [-1,3 glucanasa, celulasa y quitinasa; que

degradan las paredes celulares y propician la penetracion de las hifas del antagonista.

Martinez et al. (2009) indican que los hongos antagonicos son primordiales para
el control biol6gico de los fitopatdgenos, especies del género Trichoderma son las mas
empleadas para el biocontrol de patdégenos fungicos del suelo. Cuando un aislamiento de
Trichoderma presente varios modos de accién, mayor es la probabilidad de que sea
eficiente y permanente el control sobre el patégeno, aspectos que no poseen los
plaguicidas quimicos. Similarmente, Harman et al. (2004) mencionan que las actividades
benéficas atribuidas a las interacciones de Trichoderma-planta implican la promocion del
crecimiento vegetal, tolerancia y resistencia a fitopatégenos estimulando el crecimiento
de las plantas, aumentando la disponibilidad de nutrientes, optimizando la produccion y

rendimiento de los cultivos.

a. Micoparasitismo

El parasitismo causado por Trichoderma es capaz de destruir y eliminar el hongo
huésped (Barnett y Binder, 1973). El micoparasitismo se refiere a una serie de eventos
moleculares y bioquimicos implicados en este fendmeno y los mecanismos celulares de

la interaccion del micoparasitismo (Vargas, 2014).
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Segun Vargas (2014) algunos eventos secuenciales involucrados en el micoparasitismo

son los

siguientes:

Crecimiento quimiotrépico: el quimiotropismo positivo dirige el crecimiento a
un estimulo quimico en la etapa de localizacion del hospedante, se ha comprobado
que Trichoderma lo detecta a distancia y sus hifas crecen en orientacién al
patdgeno en respuesta a un estimulo quimico.

Reconocimiento: se da a través de la interaccion de lectinas y carbohidratos, las
lectinas son proteinas unidas a azlcares o glicoproteinas, provocando aglutinacion
de células y estdn implicadas en la interaccion entre los componentes de la
superficie de las células y su ambiente extracelular.

Adhesion y enrollamiento: después del reconocimiento, las hifas del
Trichoderma se enlazan al hospedante mediante la formacion de estructuras en
forma de gancho y apresorios alrededor de las hifas del patdgeno, la adhecion de
las hifas de Trichoderma es causada por la asociacion de un azucar de la pared del
antagonista con una lectina presente en la pared del patégeno.

Actividad litica: se da la produccion de enzimas liticas extracelulares,
principalmente quitinasas, glucanasas y proteasas que degradan la parede celular
del hospedante y permiten la penetracion de las hifas del antagonista. A través de
los puntos de contacto donde ocurre la lisis y aparecen los orificios, la hifa del
micoparasito penetra en las del hongo hospedante; Trichoderma tiene un alto
potencial parasitico, con actividad metabolica muy especifica, que les permite
eficientemente parasitar las estructuras fungicas (Sandoval y Lépez, 2000).
Antibiosis: una de las enzimas hidroliticas producidas por las especies de
Trichoderma spp. se reportan a las quitinasas, glucanasas, proteasas y celulasas.

Estas enzimas estan involucradas en la antibiosis y el micoparasitismo, debido al
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degradar la pared celular y sin micoparasitar al hospedero (Michel, 2001). La fase
inicial de reconocimiento es la induccion de las enzimas quitinoliticas en
Trichoderma, la primera etapa en la serie de eventos que ocurren en la actividad

parasitica del antagonista (Inbar y Chet, 1995).

2.2.3. Hongos fitopatogenos

2.2.3.1. Género Rhizoctonia

Julius Khiin hace méas de 100 afios, observo un hongo en los tubérculos de papa
enfermas denomindndolo Rhizoctonia solani (Parmeter, 1970), R. solani (Teleomorfo:
Thanatephorus cucumeris Frank) afecta a muchos cultivos a nivel mundial, considerado

la especie més importante del género Rhizoctonia (Pascual y Hyakumachi, 2000).

En la fase asexual R. solani pertenece a la Clase Hyphomycetes y se caracteriza
por no producir conidios en condiciones ambientales ni en medio de cultivo, por lo que
las caracteristicas del micelio son la base para su identificacion. Ocasionalmente produce
esporas sexuales llamadas basidiosporas, lo cual ubica a T. cucumeris en la Clase

Basidiomycetes ubicada ahora como el Phylum Basidiomycota (Torres, 2002).

El micelio de R. solani estd compuesto por hifas de color marrén oscuro, con
células multinucleadas y la base de la célula que origina una ramificacion posee una
constriccidn. Se reproduce asexualmente como micelio vegetativo y/o esclerocio en el

medio ambiente (Ceresini et al., 2002).

Este hongo actualmente se encuentra disperso en suelos no cultivados y
cultivados, sobreviviendo de forma sapréfita o como esclerocio (estructura de
resistencia). Algunos aislados de R. solani dependen del parasitismo para sobrevivir, pero

existe evidencia de que R. solani habita primero en el suelo como sapréfito en tejidos
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infectados o mediante colonizacion saproéfita en plantas muertas, permaneciendo en
latencia o activo durante un largo periodo (Ulacio et al., 2002). Debido a la combinacion
de habilidad de saprofito competitivo con potencial patogénico letal y un rango de
hospedantes casi ilimitado, convierte a R. solani en un patdégeno de gran importancia

economica (Ferndndez, 2011).

a. Taxonomia y caracteristicas morfologicas

El hongo R. solani ha sido objeto de numerosos estudios de tipo ecoldgico,
patoldgico y de control bioldgico; sin embargo, su clasificacion sigue siendo confusa y
controvertida debido a que su morfologia es simple, los caracteristicas fisioldgicas y
patoldgicas utilizadas en su clasificacion varian demasiado, dificultando la delimitacion

taxondmica del grupo (Gonzélez, 2002).

La poblacién de Rhizoctonia esta dividida en tres importantes grupos, segun el
namero de ndcleos en cada célula de las hifas jovenes (mono, bi y/o multinucleado). La
especie R. solani es heterogénea compuesta de un extenso numero de poblaciones
independientes y pertenece al grupo multinucleado (Farrokhi et al., 2007). De manera
practica, la clasificacion de R. solani permitiria crear un marco predictivo para el manejo
de esta especie (Gonzalez, 2002). Para ubicar a Rhizoctonia en distintos grupos
taxondmicos han sido utilizados ampliamente los criterios de anastomosis de hifas. La
agrupacion de aislamientos por anastomosis, se consigna bajo el supuesto de que solo las
hifas que pertenecen al mismo grupo se pueden fusionar (Lees et al., 2002). La
anastomosis de hifas es una manifestacion de la compatibilidad somatica o vegetativa

entre aislamientos (Carling y Leiner, 1990).

En la préactica, la anastomosis de hifas se determina de varios modos; la mas

empleada implica el apareamiento de dos aislamientos de Rhizoctonia en una lamina de
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vidrio, permitiéndolos crecer unidos. Se tifie y se examina microscopicamente el area de
interaccion de las hifas, para observar la interaccion resultante entre hifas (Ceresini et al.,
2002). La interaccion de las hifas se otorga a una de cuatro categorias de acuerdo a lo

descrito por MacNish et al. (1997). Segun Lees et al. (2002) estas categorias son:

- CO0: no se observa reconocimiento entre las hifas.

- C1: hay un contacto de hifas y una conexion de las paredes pero sin contacto de
membrana a membrana.

- C2: ocurre una fusion de hifas resultando en la muerte de las células fusionadas y
las adyacentes.

- Ca3: fusion de paredes y membranas sin evidencia de muerte celular.

Hasta mediados de la década de 1980, la clasificacion de R. solani se baso en
caracteristicas morfologicas, nimero de nucleos, apariencia en el cultivo, patologia y
especialmente la anastomosis de hifas (Parmer, 1970). No obstante, no es satisfactorio el
agrupamiento por reaccion de anastomosis, porque en ocasiones un aislado se
anastomosa, total o parcialmente, con aislados de més de un grupo anastomdsico

(Gonzélez, 2002).

Sin embargo, los grupos anastomasicos de R. solani también se pueden determinar
usando varios métodos, incluido el analisis de cultivo y variaciones en patogénesis (Less
et al., 2002). Ultimamente los enfoques para agrupar los diferentes aislados de R. solani,
incorporan nuevos caracteres obtenidas mediante técnicas bioguimicas y moleculares

(Gonzalez, 2002).

36

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

2.2.3.2. Género Fusarium

El género Fusarium incluye especies de distribucién cosmopolita. Encontrandose
en climas tropicales, subtropicales y templados (Benadof, 2010); sin embargo, tiene una
mayor incidencia en climas calidos, donde provoca grandes pérdidas econdmicas
(Carrillo et al., 2003). Fusarium es un hongo Ascomycota altamente patogénico, principal
agente causal de la marchitez vascular, que afecta directamente a los vegetales y las flores;
ademas recientes estudios sugieren que es la responsable de micosis en animales y

humanos (Agrios, 2005).

Habita en el suelo como saprofito y sobrevive en restos vegetales en
descomposicion, o mediante estructuras de resistencia (micelio, esporas, clamidosporas),
especialmente en lugares de clima templado a frio (Alvarado, 2005). También se ha
sefialado como parésito facultativo en plantas, animales y humanos. Ademas de ser agente
causal del marchitamiento provocado por obstruccion vascular y pudricién basal de varias
plantas causando graves pérdidas econdmicas en la agricultura mundial (Camacho et al.,
2008). Se han evaluado distintas alternativas para minimizar las enfermedades causadas
por Fusarium, incluido el control cultural, quimico y bioldgico, y el uso de cultivares

tolerantes a Fusarium (Pirgozliev et al., 2003).

a. Taxonomia de Fusarium

La clasificacidon taxondmica de Fusarium segun Groenewald (2006) y Diaz et al. (2007)

es la siguiente:

Dominio : Eucarya
Reino : Fungi
Phyllum : Ascomycota
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Clase : Deuteromycete
Orden : Hypocreales
Familia : Hypocreaceae

Género : Fusarium

b. Fisiologia de Fusarium

El hongo Fusarium es capaz de dafiar las células de su hospedero causando
enfermedades a través de la accion individual o combinada de cuatro mecanismos de
patogenicidad como la produccion y liberacion de enzimas que degradan la pared celular;
produccion y liberacion de sustancias toxicas que impiden el metabolismo o afectan la
estructura normal del citoplasma (animal y humano) y protoplasma (planta); produccién
y liberacion de sustancias que interfieren con el control normal del crecimiento y
desarrollo (compuestos hormonales y anti hormonales), y la interferencia con los

movimientos normales del agua, nutrientes y metabolitos (LIacer et al., 2000).

Por su gran adaptabilidad Fusarium posee la capacidad de penetrar tejidos
radiculares, iniciando su percepcion por las células epidermales, cortex, endodermis,
periciclo y finalmente llegar hasta las células del xilema (Ochoa, 1996); cuando el
patogeno coloniza la raiz produce micelio y microconidios que se extienden mediante los
vasos xilematicos de forma ascendente, estas toxinas tienen la capacidad de inhibir el
crecimiento de la planta, causando el colapso del tejido vascular, limitando el transporte

de nutrientes y ocasionando la muerte de la planta (Agrios, 2005).

Los sintomas de Fusarium se pueden observar de forma unilateral, acompafiada
de un amarillamiento parcial o total de las hojas, generalmente se observa una parte de la
hoja clorética y la otra de un tono verde normal y sana, los brotes infectados presentan un

doblamiento hacia el lado de la planta enferma; las plantas infectadas presentan un ligero
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enanismo y tamafio reducido en comparacion con plantas sanas, en algunos casos el
patdgeno ocasiona un crecimiento excesivo de la planta, mientras los sintomas progresan
lentamente, en la planta se observa un marchitamiento generalizado, conllevando a la

muerte de la planta (Arbelaez, 2000).

Con el objetivo de reducir la incidencia severa de Fusarium, las plantas segregan
sustancias que contrarrestan la infeccién, sustancias de polisacaridos como gomas y
tilosas, los cuales cubren los haces vasculares impidiendo que el hongo desarrolle
(Agrios, 2005), conforme la infeccion avanza en la planta se activan otros mecanismos
de recision frente al patdgeno, incluida la acumulacién de &cido salicilico esencial para la
resistencia adquirida sistémica como defensa primaria frente a la invasion de patégenos
(Alvarez, 2000). Asimismo hay produccion de fitohormonas incluidas auxinas,
giberelinas, acido abscisico, &cido salicilico, citoquininas, brasinosteroides, jasmonatos,
etileno y hormonas peptidicas que cambian durante la infeccién como una estrategia para

prevenir la colonizacién de patdgenos (Arie et al., 2007; Bary et al., 2009).
2.2.3.3. Género Phoma

El género Phoma posee picnidios de pared fina de color marron suave, con
conidias hialinas, alipsoides o cortos cilindros, rectos predominantemente unicelulares,
con extremos redondeados y dos grandes gutulas aceitosas en los extremos opuestos.
Ademas de otras caracteristicas morfoldgicas como la célula condidgena (blastica,
enteroblastica o phialidico), conidioforo ausente, conidioma pycnidial (inmerso, globoso,
marron palido y pared delgada), ostiolo (central, hialina, marrén oscuro, de una septa,

pared gruesa y doliforme) (Sutton, 1980).

Las conidias son de forma oval, unicelulares hialinas, sin septas, con un tamafo

de 6.5 a 10.5 um de largo y de 2 a 3 um de ancho, dispuestas en picnidios de aspecto
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globoso semihundido en el estrato epitelial, adheridos por hifas alargadas formadas a
partir de la base del picnidio, que es de color gris claro cuando es joven, se torna oscuro
al envejecer; sus paredes pseudoparenquimatosas tienen un ostiolo en la parte superior
por alli expulsan las conidias envueltas en una masa gelatinosa de color claro, la
disolucién de este mucus y la disolucion de las esporas se debe a la lluvia mediante el
salpique de gotas, ayudado por el viento. Este Gltimo es muy importante al causar heridas

en el hospedero por donde sin esfuerzo invade el patdégeno (Castafio, 1984).

a. Taxonomia de Phoma

Segun Agrios (1996), el género Phoma presenta la siguiente clasificacion:

Dominio : Eucarya
Reino : Fungi
Phyllum : Deuteromycota
Clase : Coelomycetes
Orden : Sphaeropsidales
Familia : Sphaeropsidaceae

Género : Phoma

b. Fisiologia de Phoma

Dentro de 48 y 72 horas posteriores a la penetracion se da la maduracion de los
picnidios y la produccion de numerosas esporas (Vidal, 1977 y Figueroa, 1985). Durante
la infeccidn, las esporas trasladadas por el viento germinan en los tejidos del hospedante

y su tubo germinativo atraviesa por los estomas y/o heridas formando un apresorio; luego,
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mediante la Gltima estructura se forman hifas de colonizacion que contintan por el
espacio intercelular de la epidermis, invaden el meséfilo inter e intracelular y desde ahi
colonizan los tejidos esponjosos y de empalizada. Las células sufren plasmdlisis, los
cloroplastos se aglutinan y ocasionan la destruccion total del tejido afectado (Gil y
Leguizamon, 2000). Este tejido contiene los picnidios del hongo, cuando la hoja es
dafada, estas estructuras reproductoras aparecen por el has y el envés (Figueroa, 1985).
El desarrollo y crecimiento de los picnidios ocurre como resultado de ciertos medios de
cultivo que poseen carbohidratos favoreciendo inmediatamente el crecimiento de estos

(Sutton, 1980).

La enfermedad comun de zonas altas o con presencia de lluvia prolongada, poca
luminosidad y minima temperatura es una muerte regresiva. Es habitual en cultivos a una
altitud superior a los 1600 msnm, aunque también puede estar desde los 600 msnm
(Zambolin et al., 1996) con regimenes de temperatura minima baja, lluvia prolongada y
baja luminosidad (Gil y Leguizamdn, 2000). En México se encuentra encima de los 900
msnm en distintas zonas cafeteras (Regalado, 1982). En Brasil, la enfermedad se asocia

a flujos de aire frio y cambios bruscos de temperatura (Salgado y Pfenning, 2000).

2.2.4. La quinua (Chenopodium quinoa Willd.)

La quinua es una planta que crece a gran altitud donde las condiciones ambientales
son extremas y en suelos poco fértiles. Llamado también pseudo cereal porque no
pertenece a las gramineas donde estan clasificadas los cereales tradicionales, pero resulta
ser como un cereal por su alto contenido en almidén, por su utilizacion y
aprovechamiento, adicionalmente ser la mayor fuente de proteinas; los pueblos indigenas

y los investigadores lo llaman “el grano de oro de los andes” (Popenoe et al., 1990).
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2.2.4.1. Taxonomia de la quinua

Los nombres comunes que la quinua son muy diversos dependiendo del lugar en
la que se encuentran, algunos de ellos son: supha, jopa, jupha, jiura, aara, ccallapi, y vocali
en aymara; kinua, parca, quiuna en quechua; suba, pasca en chibcha, quingua en mapuche
quinoa, quinua dulce, dacha, dawe en araucana; jupa, jara, jupalukhi, candonga, licsa,

quifioa, entre otros (Mujica y Jacobsen, 2006).

La siguiente taxonomia de Chenopodium quinoa fue reportada por (Mujica, 2000; Leon,

2003).

Dominio : Eucarya
Reino : Vegetal
Divisién : Faner6gamas
Clase : Dicotiledoneae
Subclase : Angiospermae
Orden : Centrospermales
Familia : Chenopodiaceae
Género : Chenopodium
Seccion : Chenopodia
Subseccion : Cellulata

Especie : Chenopodium quinoa Willd.

2.2.4.2. Descripcion botanica de la quinua

La quinua es una planta anual con un periodo vegetativo de 150 a 240 dias, posee
un fotoperiodo indistinto, de facil adaptacion a una variedad de condiciones ambientales;
es necesario las precipitaciones pluviales de 200 a 800 mm anuales y tiene preferencia
los suelos franco arenosos ricos en nitrégeno, adaptandose excelente en suelos con un pH

de 6.5 a 8.5, generalmente la familia Amaranthaceae es adaptable a suelos alcalinos, tiene
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raiz pivotante, tallo cilindrico con mayor espesor en la base, coloracién variable de rojo
hasta verde y fruto aquenio seco e indehiscente (Mujica y Chura, 2012). Chenopodium
quinoa es una planta herbacea erecta, de desarrollo anual que en el Altiplano sur alcanza
hasta 1.80 m de altura, con ramificacion desde la base. La diferente coloracion del tallo y

hojas se debe a las variedades (Cardozo et al., 1997).

a. Raiz

La quinua tiene raiz superficial muy ramificada de facil extirpacion, puede
desarrollar hasta una profundidad de 20 a 30 cm, ramificada de forma exuberante que le
facilita una buena absorcién de agua, debido a esto puede desarrollarse en habitats
relativamente secos (Mujica y Chura, 2012). Es claro precisar que la raiz tiene relacion
directa con la altura de la planta, es decir, a mayor altura (1.70 m) més profundo es la raiz

(1.50 m) y plantas con altura de 0.90 m crecen raices de 0.80 m (Tapia, 1997).

b. Tallo

El tallo principal es ramificado o no segun el ecotipo, raza, densidad de siembra y
de condiciones ambientales en que se cultiven, de seccion circular en la zona proxima a
la raiz, cambiandose en angular a la altura de las ramas y hojas; con mayor frecuencia el
habito ramificado en las variedades cultivadas en los valles interandinos del sur de Peru
y Bolivia, mientras que el habito ramificado simple se da en algunas variedades cultivadas
en el Altiplano y en gran parte del centro y norte de Pert y Ecuador (Mujica y Chura,

2012).

El tallo sufre varios cambios a medida que la planta madura, comienza a tener una
forma cilindrica con interior blando, al inicio de sus fases fenolégicas y al final terminan

siendo esponjosa y de interior vacio. El tallo varia de acuerdo a los ecotipos y condiciones
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ambientales. En otras palabras, las quinuas del valle cultivadas en Colombia, Ecuador,
centro y norte del Per(, pueden alcanzar facilmente los 3.5 m en algunas variedades, a
diferencia de las quinuas cultivadas en el Altiplano Peruano Boliviano la mayoria no pasa

de 2 m especialmente cuando las condiciones son poco favorables (Ponce, 1978).

c. Hoja

Las hojas estan compuestas por peciolo y lamina. Los peciolos son largos y finos,
acanalados en la parte superior y de longitud variable dentro de una sola planta. La lamina
en la misma planta es polimorfa: la ldmina de la hoja inferior es romboidal o triangular y
de la hoja superior es lanceolada o triangular. EI nimero de dientes de la hoja es una
caracteristica constante y difiere de 3 a 20 dientes segun la variedad, donde las hojas
dentadas se hallan en el centro-norte del Pert y Ecuador, y con la menor cantidad de
dientes en el sur de Per( y Bolivia, hasta inclusive carecen de ellos (Gandarillas, 1979).
Ademaés poseen granulos en su superficie que parecen estar cubiertas de arenilla. Estos
granulos poseen celulas ricas en oxalato de calcio, capaces de retener una pelicula de
agua, aumentando la humedad relativa de la atmoésfera alrededor de la hoja y

disminuyendo la transpiracion (Mujica y Chura, 2012).

d. Inflorescencia

De inflorescencia racimosa y llamada panoja por la disposicion de las flores y el
eje principal mas desarrollado. A veces se encuentra claramente diferenciada del resto de
la planta, siendo terminal y sin ramificaciones, pero en otras no hay diferenciacion clara
porqgue el eje principal posee ramificaciones dandole una forma conica singular. Puede

ser compacta o laxa, dependiendo de la longitud de los pedicelos y de los ejes secundarios.
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La forma de la inflorescencia se determina de acuerdo a la agrupacion de las flores a lo
largo del eje principal o de los ejes secundarios, como amarantiforme o glomerulada,
siendo la Ultima ancestral. Por ello, se ha contemplado que la inflorescencia
amarantiforme deriva de una mutacion. En cuanto a la longitud de las panojas es variable
y se pueden agrupar de 15 cm en pequefias, hasta 70 cm en medianas y grandes, siendo

muy particular las que tienen la panoja diferenciada del tallo (Gandarillas, 1979).

e. Flores

La quinua tiene una flor incompleta sin pétalos. Las flores en el glomérulo difieren
en hermafroditas o pistiladas, y el porcentaje de cada una varia segun la variedad.
Generalmente se da un porcentaje similar en ambos, pero algunos extremos
predominantemente hermafroditas o pistiladas, 0 macho estériles. Las hermafroditas en
el glomérulo al margen de ser apicales resaltan de las pistiladas que se hallan en la parte

inferior. En general, la polinizacion cruzada se presenta en un 10% (Gandarillas, 1979).

f. Fruto

El fruto aquenio indehiscente contiene un grano que logra alcanzar hasta 2.66 mm
de didmetro segun la variedad, el perigonio cubre la semilla y se desprende facilmente al
frotarlo. El epispermo que rodea al grano esta conformado por cuatro capas: la externa
que determina el color de la semilla, de superficie rugosa, quebradiza, se desprende facil

con agua, y contiene a la saponina (Mujica y Chura, 2012).

2.2.4.3. Origen de la quinua

La quinua deriva de por lo menos un ancestro comun con la especie Chenopodium
berlandieri originaria de Norteamérica (Maughan et al., 2004). Por otro lado,

confirmaron la hipotesis respecto al centro de diversidad de la quinua que esta en Per( y
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Bolivia (Christensen et al., 2007). La mayor superficie de cultivo se concentra en el
Altiplano de Peru y Bolivia, asi como alrededor del Lago Titicaca, albergando la mayor
diversidad y variacion genética, lo cual es favorable para que sea considerado como

centro de origen de la quinua (Lescano, 1994).

La quinua es posible que sea una planta originaria de la region andina, porque la
region andina es uno de los ocho centros de domesticacion de plantas cultivadas del
planeta. El origen de esta especie C. quinoa Willd, sigue siendo complejo debido a que
estan involucradas varias posibilidades. Hay pocas evidencias arqueoldgicas, linguisticas
y etnograficas de la historia de la quinua, no obstante no se conocen muchos ritos
religiosos de la quinua. Las evidencias arqueoldgicas del norte de Chile indican que la
quinua se utilizé hace 3 000 afios a. C., aun asi los hallazgos en la region de Ayacucho

sefialan como inicio de la domesticacion hace 5 000 afios a. C. (Mujica y Chura, 2012).

Segun Tapia et al. (1980) sefiala 5 categorias basicas de la quinua, las cuales son:

- Quinuas de valle: crecen en los valles entre los 2 000 y 3 000 msnm, de gran
tamano y de largo periodo de crecimiento.

- Quinuas de altiplano: crecen alrededor del Lago Titicaca, resistentes a las heladas,
de poca altura, y de corto periodo de crecimiento.

- Quinua de terrenos salinos: crecen en las llanuras del Altiplano de Bolivia, toleran
terrenos salinos y alcalinos, poseen semillas amargas.

- Quinuas del nivel del mar: encontradas en el sur de Chile, usualmente sin ramas.

- Quinuas subtropicales: encontradas en los valles interandinos de Bolivia, de

coloracion verde oscuro tornandose a naranja en la madurez.

Actualmente la quinua es cultivada desde Venezuela, Colombia hasta Chile,

ademas de la zona andina gue corresponde a parte de Argentina. Es uno de los principales
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cultivos y alimentos de las sociedades andinas (Tapia et al., 1979). Alrededor de 7 000
afios de cultivo (Jacobsen, 2003), las culturas de Tiahuanaco e incaica han sido

responsables de su domesticacion y conservacion (Bonifacio, 2001).

2.2.4.4. Importancia de la quinua

La quinua es un grano alimenticio cultivado ampliamente en la region andina y se
considera un cultivo importante para la poblacion especialmente autoctona, ya que se
considera un producto que no solo satisface las necesidades alimentarias basicas sino que
también genera ingresos econdmicos para la poblacién que la cultiva. La quinua solo fue
utilizada por los pueblos indigenas hasta hace décadas, pero hoy en dia se ha convertido
en un cereal de gran demanda en muchos paises, que valoran sus propiedades nutritivas;
en los ultimos afios se incrementd el interés tanto de los agricultores, empresas e

instituciones debido a la importancia de este cultivo (Mujica y Jacobsen, 2006).

Asi tambiéen, la quinua es uno de los alimentos que los pobladores andinos
consumen casi a diario en forma de quispifio, pesque, quinua graneada, sopa, entre otros;
desconociendo a veces del elevado valor nutritivo del grano reconocido y comprobado
por varios investigadores; este grano contiene de 10.85 a 19.25% de proteinas, con una
concentracion equilibrada de aminoacidos, lo que la convierte en un alimento importante
en la dieta de los habitantes de esta region. El equilibrio de los aminoacidos esenciales de
la proteina de la quinua es mejor que del trigo, la cebada y soya, en comparacion favorable

con la proteina de la leche (Lescano, 1994).

2.2.4.5. Enfermedades de la quinua

Normalmente los patdgenos que ocasionan enfermedades en las plantas se

tipifican mediante sus caracteristicas en el proceso de infeccidn: biotréficos, hemitroficos,
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necrotréficos, parasitos debilitadores y marchitadores vasculares (Zanabria y Banegas,

1997). A continuacion se menciona las enfermedades que afectan a la quinua (Tabla 1).

Tabla 1. Principales enfermedades en cultivo de quinua.

Agente causal (nombre cientifico) Enfermedad (nombre comun)
Peronospora variabilis Fr. Mildiu

Ascochita hyalospora Mancha foliar

Cercospora sp. Cercosporiasis

Phoma exigua F. Podredumbre marrén
Pseudomona sp. Mancha bacteriana

Fuente: Zanabria y Banegas (1997).

Muchas enfermedades fungosas y bacterianas infectan el cultivo de quinua, como
por ejemplo el “mildiu” Peronospora farinosa Fr. (Ortiz, 2001). Otras como “mildiu”
Peronospora effusa, “punta negra” Phoma exigua, “mancha ojival del tallo” Phoma cava
y “mancha bacteriana” Pseudomona sp. (Salas, 1976). En zonas himedas es frecuente
encontrar bajas densidades de plantas, con lesiones en el cuello de la raiz, sintomas de
marchites o escaso desarrollo. Los hongos Fusarium y Rhizoctonia causan el mal de
almacigos en varios cultivos. Estos mismos ocasionan la marchites de cultivos de quinua

(Barboza et al., 1999).

a. Mancha ojival del tallo (Phoma sp.)

La enfermedad también es conocida como mancha oval del tallo y es causada por
el hongo Phoma sp. En el Peru se reportd en 1974, como una enfermedad terminal, se da
cuando el tallo esta lignificado y depende de la severidad de la enfermedad para llegar a
la panoja. Si las condiciones de humedad son prolongadas la mancha ojival afectara el
tallo y hojas, provocando manchas foliares y defoliacidn severa. Con frecuencia esta en
zonas agroecoldgicas del Altiplano y valles interandinos (Tapia et al. 1979). También
provocan lesiones concéntricas ovaladas de tejido seco en el tallo, donde se encuentran

puntos en la parte central. Ocasiona la muerte del tejido del tallo, atacando con intensidad
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al tallo principal y en menor medida a la rama. El tallo y rama tiene lesiones blanquecinas
grises en el centro y con bordes de color marron rodeados por un halo vitreo, las plantas

atacadas mueren poco después (Alandia et al., 1979).

Figura 1. Tallo de quinua con dafio de mancha ojival.
Fuente: Saravia et al. (2014).

Sintomatologia: de acuerdo a Tapia et al. (1979), Saravia et al. (2014), Gomez y Aguilar
(2016) las plantas infectadas por mancha ojival del tallo presentan lesiones ojivales de
color gris claro, con bordes marrones y picnidias del hongo en el interior, el tamafio de la
lesion varia de 2-3 cm. En el ataque severo se observa muchas manchas en el tallo y estas

pueden unirse abarcando toda la circunferencia del tallo.

Descripcion del patégeno: de acuerdo a Saravia et al. (2014) Phoma sp. produce
picnidias de consistencia pseudoesclerenquimatosa, con conidias pequefias, su tamafio es
de 3.33 por 152 um en promedio. Interiormente las picnidias albergan a las
picnidiosporas, caracterizandose por ser hialinas, con 2-3 septos. Su taxonomia especifica

aun no se ha definido por completo.

b. Podredumbre marrén del tallo (Phoma exigua var. Foveata)
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Esta enfermedad es de vital importancia en Perd, se reporto por primera vez en la
region de Puno en 1974 (Tapia et al., 1979), de acuerdo a los sintomas presentes en el
tallo se le llam6 podredumbre marrén del tallo, Phoma exigua var. Foveata es el agente
causal, otros la denominan como punta negra (Ledn, 2003). Es un hongo del suelo que
habita en areas con elevada humedad relativa y baja temperatura, correspondientes a las
zonas agroecoldgicas del Altiplano y valles interandinos (Saravia et al., 2014). En el tallo
causa lesiones de color marrén oscuro con bordes de aspecto cristalino, a menudo el tallo

y la panoja se quiebran en las partes afectadas (Mujica y Chura, 2012).

Figura 2. Tallo de quinua con dafio de podredumbre marrén del tallo.
Fuente: Saravia et al. (2014).

Sintomatologia: de acuerdo a Tapia et al. (1979) y Saravia et al. (2014) las plantas
infectadas por podredumbre marron del tallo presentan manchas pequefias, localizadas en
el tercio superior del tallo, con lesiones de color marrén oscuro y bordes de aspecto vitreo.

Interiormente las lesiones presentan picnidios y un aspecto lamido en el tallo.

Descripcion del patdgeno: segin Saravia et al. (2014) Phoma exigua var. Foveata
presenta picnidias de consistencia pseudoparenquimatosa de forma globosa y color

marron oscuro. Las conidias que se encuentran en el interior son hialinas, unicelulares
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mayormente de forma elipsoidal. Este hongo también afecta el cultivo de papa,

produciendo en ella la gangrena de la papa.

c. Marchitez a la emergencia (Rhizoctonia solani, Fusarium spp., Pythiun sp.)

La enfermedad de marchitez a la emergencia o pudricion del tallo de la planta
comunmente denominado mal de almacigueras, es una enfermedad importante en lugares
donde se cultiva quinua, porque afecta en pre y post emergencia, aungue por
desconocimiento de los productores esta es subestimada. A menudo hay parcelas de
quinua dafiadas o con una emergencia pobre o irregular, pero con una observacion
minuciosa se encuentra pudricion de las semillas a nivel del cuello, en consecuencia las
plantas son de bajo rendimiento y poco desarrollo. A la marchitez o muerte de las
plantulas se le atribuye principalmente a patégenos del suelo como Rhizoctonia solani,
Fusarium spp. y Pythium sp., que se constituyen en un importante factor restrictivo del
cultivo con suelos pesados y humedos, con elevada precipitacion, en sistemas de

produccion incluido hortalizas o suelos con alta materia orgénica (Saravia et al., 2014).

Figura 3. Plantulas de quinua con dafio de marchitez a la emergencia.
Fuente: Saravia et al. (2014).

Sintomatologia: de acuerdo a Saravia et al. (2014) las plantas infectadas por marchitez

a la emergencia presentan estrangulamiento en el tallo a nivel de suelo, cominmente se
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da en la fase cotiledonal. Las plantas que sobreviven crecen débiles y con sistema

radicular de desarrollo pobre.

Descripcion del patdgeno: segun Saravia et al. (2014) la enfermedad de marchitez a la
emergencia, es causada por el complejo de hongos patdgenos como Fusarium,
Rhizoctonia y Pythium, siendo el segundo un polifago que acumula propagulos infectivos
en el suelo. Afecta especificamente al sistema radicular de la planta y en ausencia de
hospedero se desarrolla normalmente por ser un saprofito facultativo. Pythium es similar
a Rhizoctonia, sobrevive de una campafia a otra mediante oosporas. Fusarium es un hongo
vascular que habita en el suelo, causa destruccion de los vasos conductores de nutrientes

0 agua de la planta; las clamidosporas son sus estructuras de supervivencia

d. Mildiu (Peronospora variabilis)

El mildiu se presenta en cualquier estado fenoldgico del cultivo atacando a las
hojas, ramas, tallos e inflorescencias; ademas causa la defoliacion y afecta el normal
desarrollo y fructificacion de la quinua. Los dafios que pueden ocasionar son mayores en
plantas jovenes (Mujica y Chura, 2012). Es la enfermedad foliar més frecuente de la
quinua, se disemina en el cultivo por medio de esporangios y se conserva de una campafa
a otra por sus oosporas que invernan en el rastrojo que queda tras la cosecha (Delgado,

2007).
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Figura 4. Hoja de quinua con micelio de mildiu en su envés.
Fuente: Saravia et al. (2014).

Sintomatologia: de acuerdo a Tapia et al. (1979) y Saravia et al. (2014) las plantas

infectadas por mildiu presentan lo siguiente:

- Manchas cloréticas pequefias de forma irregular, con pigmentacion amarilla,
anaranjada, rosada, rojiza o parda, el color depende de la variedad de planta.

- Presenta esporulacion en el envés de la hoja, a veces también se da en el haz de la
hoja, y el micelio de color griséceo.

- Defoliacion y caida de hojas de la planta.

Descripcion del patdgeno: segun Saravia et al. (2014) Peronospora variabilis es un
patdgeno biotréfico, de dos tipos de reproduccién asexual y sexual; en la fase asexual

tiene esporas de forma ovoide, con micelio dicotdmico e hifas cenociticas.

e. Mancha foliar (Ascochyta hyalospora)

El hongo Ascochyta hyalospora causada la mancha foliar, caracterizada en forma
preliminar por Vilca (1972). Se desconoce con exactitud la distribucién geografica de
esta enfermedad y segln parece no representa mayor importancia econémica (Saravia et

al., 2014). Producen manchas necréticas en las hojas, casi circulares con el centro de color
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crema y bordes algo marrones, el tamafio aproximado es de 5-10 mm de diametro; un

ataque severo provoca defoliacion en las plantas (Alandia et al., 1979).

Figura 5. Hoja de quinua con dafios de mancha foliar.
Fuente: Saravia et al. (2014).

Sintomatologia: de acuerdo a Gomez y Aguilar (2016) las plantas infectadas por la
mancha foliar presentan manchas necréticas de forma circular o irregular, con borde de
color algo marrén y centro crema, presenta picnidias en su interior, cuando es severo el

ataque produce intensa defoliacion de hojas.

Descripcion del patégeno: segun Saravia et al. (2014) A. hyalospora crece en la hoja
mediante picnidias de color marrén oscuro, con un diametro que varia de 180 a 270 pm.
En el interior de las picnidias se hallan las picnidiosporas que suelen ser cilindricas u
ovoides, comunmente biocelulares, rara vez presentan hasta 4 septos. EI hongo crece con

colonias de color verde oscuro y bordes blancos irregulares en el medio de cultivo.

f. Ojo de gallo (Passalora dubia)

Esta enfermedad se le atribuia al patdgeno Cercospora sp., pero actualmente fue
reclasificado y denominado como Passalora dubia, se ha reportado su presencia en

cultivos de quinua en Ecuador, donde es conocido como mancha circular de ojo de gallo,
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debido a la forma de la mancha. En la zona agroecoldgica del Altiplano se presenta
algunas variedades, asumiendo que la diferencia varietal se debe a la resistencia. La
enfermedad es rara en los salares de Bolivia. Producen pequefias lesiones de color marrén
claro, que aumenta de tamafio cuando crece la infeccién, pudiendo alcanzar casi 1 cm, en

las hojas inferiores (Saravia et al., 2014).

Figura 6. Hoja de quinua con dafio de ojo de gallo.
Fuente: Saravia et al. (2014).

Sintomatologia: de acuerdo a Saravia et al. (2014) las plantas infectadas por el ojo de
gallo, presentan lesiones de pequefias de color marrén claro, que aumenta de tamarfio
cuando crece la infeccion, hasta 1 cm méaximo; la enfermedad se evidencia en temporadas

secas o0 de larga sequia. La severidad de dafio aumenta cuando esta préxima a la madurez.

Descripcion del patdgeno: segin Saravia et al. (2014) P. dubia es un patdégeno
biotrofico, posee conidias hialinas de tamafio que varia de 25 a 98 um de largo y de 5 a
10 um de ancho, con alrededor de 6 septos, y dos tipos de reproduccion asexual y sexual.
Presenta esporas de forma ovoide en la fase asexual, con micelio dicotomico e hifas

cenociticas.

g. Moho verde (Cladosporium sp.)
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Cuando la temporada es muy lluviosa, posterior a la aparicion de sintomas del
mildiu de la quinua, puede aprovechar la situacién un hongo que promueve la caida de
las hojas, es reconocida debido a la esporulacion verdosa que presenta, denominado moho
verde; el agente causal es Cladosporium sp. Es predominante en las zonas agroecol6gicas
del Altiplano y valles interandinos, probablemente debido al cambio climatico el
problema se acentué o se dé ocasionalmente en zonas secas por la concentracion de
intensas lluvias. No hay reportes de pérdidas econdmicas y los productores no toman en

cuenta ningun manejo (Saravia et al., 2014).

Figura 7. Hoja de quinua con dafio de moho verde.
Fuente: Saravia et al. (2014).

Sintomatologia: de acuerdo a Cruces y Callohuari (2016) la planta infectada por el moho
verde, inicialmente es afectada en las hojas basales con pequefias manchas de tono verde,
a modo de esporulacion sobre el haz de la hoja; se desarrolla sobre partes de la planta que

tienen dafios ocasionados por Peronospora variabilis o por insectos.

Descripcion del patdgeno: segin Saravia et al. (2014) Cladosporium es cosmopolita,
algunas especies son saprofitas, presenta un micelio filamentoso con conidioforos, con

cadenas en ramificacion de conidios cilindricos. El hongo produce bastante cantidad de
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conidias que permanecen en el rastrojo de largos periodos. EI micelio es de color pardo

olivay la colonia en un medio de cultivo tiene una coloracion verde oliva a negro.
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1. AMBITO DE ESTUDIO

La investigacion fue realizada en el laboratorio de Sanidad Vegetal, de la Facultad
de Ciencias Agrarias, de la Universidad Nacional del Altiplano. EI &mbito de estudio
comprendid tres zonas, donde se realizé el muestreo correspondiente. Las ubicaciones

fueron:

- Centro de Investigacion y Producciéon Camacani: se ubica en el distrito de
Plateria, provincia y regién Puno, entre las coordenadas 15°56'55" Latitud sur y
69°49'59" Longitud Oeste, a una altitud de 3 826 msnm, por ser un CIP dedicado al
estudio y mejoramiento genético de la quinua y cultivos andinos.

- Centro de Investigacion y Produccion Illpa: se ubica en el distrito de Paucarcolla,
provincia y region de Puno, entre las coordenadas 15°42'37" Latitud sur y 70°04'56"
Longitud Oeste, a una altitud de 3 822 msnm, por ser un CIP dedicado a la
investigacion en cultivos andinos.

- Cultivo en llave: se ubica en el distrito de Ilave, provincia El Collao y regién Puno,
entre las coordenadas 16°13'56.7" Latitud sur y 69°40'27.4" Longitud Oeste, a una
altitud de 3 862 msnm, por ser uno de los lugares de la region donde se concentra la

mayor produccién de quinua.
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Figura 8. Zonas de muestreo de los cultivos de quinua: A. Centro de Investigacion y
Produccidn lllpa, B. Centro de Investigacion y Produccion Camacani, C. cultivo en
distrito de llave.

Fuente: Google Maps.

3.2. TIPO Y NIVEL DE INVESTIGACION

El tipo de investigacion fue analitico porque se midi6 la capacidad antagonica de
Trichoderma sobre los hongos fitopatdgenos; descriptivo porque se ha detallado las
caracteristicas culturales de los micelios y su crecimiento individual y en enfrentamiento
dual, explicativo porque se establecieron las diferencias entre los tratamientos;
correlacional porque se establecié la relacion entre tiempo de incubacion y crecimiento
micelial. Fue de nivel exploratorio porque se busco la presencia de hongos fitopatdgenos
en cultivos de quinua; y experimental porque se manipularon los hongos fitopatdgenos
frente al controlador bioldgico en condiciones de laboratorio para encontrar el efecto

antagonico.

3.3. POBLACION Y MUESTRA

Poblacion: la poblacion en la investigacion estuvo comprendida por los hongos
fitopatdgenos de Rhizoctonia, Fusarium y Phoma presentes en campos de cultivo de

quinua en las zonas de produccidn en extensiones de 1 ha para cada zona.
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Muestra: Hongos fitopatogenos presentes en plantas recolectadas con signos de
infeccion fangica a nivel hojas, tallo y raices en los campos de cultivo de las zonas

productoras de quinua CIP-Camacani, CIP-Illpa y distrito de llave.

3.4. METODOLOGIA

3.4.1. Determinacion de la presencia de hongos fitopatdgenos Rhizoctonia sp.,
Fusarium sp. y Phoma sp., en tres zonas de cultivo de quinua del Centro de
Investigacion y Produccion Camacani (CIP-Camacani), Centro de

Investigacion y Produccion Ilipa (CIP-1llpa) y distrito de llave.

3.4.1.1. Muestreo de plantas en campo

Se procedi6 segun la metodologia propuesta por Kikot (2012). Se muestrearon
hojas, tallos y raices de plantas enfermas, seleccionando aquellas que presentaron signos
de infeccion fungal, como cambios de coloracién de verde oscuro a verde palido en las
hojas, clorosis en la parte inferior de la planta, marchitamiento, y flacidez de arriba hacia
abajo. Las plantas fueron transportadas en un contenedor (cooler) con un poco de sustrato

de tierra para conservar en buen estado las raices (Figura 15).

3.4.1.2. Aislamiento de hongos fitopatgenos

De las muestras de plantulas de quinua recolectadas, se separaron partes de raices,
tallos y hojas, posteriormente se extendieron en una bandeja, se procedieron a lavar y
enjuagar con agua estéril para liberar de restos de tierra; finalmente se pusieron al aire

libre para que sequen por un lapso de 30 minutos.

Antes de realizar el procedimiento de aislamiento se realizé la limpieza de la

camara de flujo (CF), para evitar el crecimiento de microorganismos contaminantes,
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siguiendo el protocolo dado por la OMS (2005), la limpieza de las superficies internas de
CF se hizo antes y después de cada uso, se limpid con un desinfectante (Hipoclorito de
sodio al 2.5%), luego con agua estéril, seguido de alcohol al 70%. Luego se dejé purgando
el aire durante 5 minutos, se cerr6 completamente la CF y se puso radiacion UV durante

15 minutos, y se volvio a dejar durante 15 minutos purgando el aire (Figura 20).

Para su aislamiento, se desinfectaron las muestras de raiz, tallo y hojas enfermas,
se hicieron 2 cortes del borde de la lesion y se sumergieron en una solucién de hipoclorito
de sodio al 3% durante 60 segundos, en alcohol al 70° por 10 segundos. Luego se
enjuagaron en agua destilada estéril 3 veces por 3 minutos, para eliminar el exceso de
desinfectantes, se sembraron los cortes del tejido lavado en Placas Petri que contenian
agar papa dextrosa (PDA) cada una con 5 repeticiones. Luego se incubaron a 28°C, a una
humedad relativa de 60%, por 9 dias. Posteriormente se identificaron y repicaron los
hongos fitopatdgenos Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y Phoma sp., a fin de obtener un
cultivo puro, la identificacion se realiz6 por medio de comparaciones de estructuras de
los micelios mediante claves dicotdmicas adaptados por Rodriguez (2002). Los cultivos

puros de estos hongos se conservaron en placas Petri con PDA (Figura 21).

3.4.1.3. Caracterizacion morfologica

La caracterizacion morfoldgica de los hongos aislados consistio en la descripcién
de las colonias. Para la descripcién macroscopica se considerd el aspecto, consistencia,
superficie, y coloracion del anverso y reverso de la colonia. Y para la descripcion
microscopica se realizé la técnica de cinta, montajes temporales en portaobjetos con una
gota de azul de lactofenol y un poco de micelio, se observo en microscopio éptico con un
aumento de 40x. Para la identificacién de los hongos se utilizaron las claves taxondémicas

de Barnett y Hunter (1972) para género (Figura 25-33).
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3.4.1.4. Andlisis de datos

Fue analizado de forma descriptiva; porque se determind la presencia de hongos
fitopatogenos Rhizoctonia sp, Fusarium sp y Phoma sp en las tres zonas cultivo de quinua
del Centro de Investigacion y Produccion Camacani (CIP-Camacani), Centro de

Investigacion y Produccidn Illpa (CIP-Illpa) y distrito de llave.

3.4.2. Determinacion de la capacidad antagoénica in vitro de Trichoderma sp. como
controlador bioldgico, mediante el enfrentamiento dual de los hongos

fitopatdgenos Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y Phoma sp.

3.4.2.1 Obtencién del biocontrolador

La cepa nativa de Trichoderma sp. (TTQ-1) que se utiliz6 para el enfrentamiento
dual fue proporcionada por el laboratorio de Sanidad Vegetal de la Facultad de Ciencias
Agrarias, de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno. La cepa fue aislada de suelo
rizosférico en cultivos de quinua. A partir de cultivos jovenes in vitro, se realizaron
repiques de la cepa en medio PDA (Agar Papa Dextrosa) y fue incubado a 28°C, luz
constante y a un 60% de humedad relativa, durante 6 dias, con la finalidad de inducir la
produccion de estructuras de reproduccion, de esa manera se obtuvo una cepa pura para

el momento del enfrentamiento dual con los hongos fitopatdgenos aislados de quinua.

3.4.2.2. Método de enfrentamiento dual

Para determinar el control bioldgico de Trichoderma sp. sobre los fitopatdgenos
de la quinua, Rhizoctonia sp. Fusarium sp. y Phoma sp., se realiz6 mediante la técnica de
enfrentamiento dual. Para lo cual, cada una de los hongos fitopatogenos se enfrentaron a
controlador biolégico, por cinco repeticiones, en medio agar papa dextrosa (PDA) mas

cloranfenicol. Con la ayuda de un sacabocado y un estilete se cortaron areas de micelio

62

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

; hﬂ UNIVERSIDAD

(5 mm de didmetro aproximadamente) en pleno crecimiento activo, tanto del
biocontrolador (Trichoderma sp.) como los fitopatdgenos (Rhizoctonia sp., Fusarium sp.
y Phoma sp.). Posteriormente se colocaron los discos de micelio, en los extremos de las
placas Petri. Ademas, se sembraron placas testigo de los patdgenos y del biocontrolador,

para observar su crecimiento radial independiente de los tratamientos.

Las placas se colocaron dentro de la incubadora a una temperatura constante de
28°C, durante 11 dias y se evaluaron periddicamente hasta que llene la placa Petri.
Finalmente se evalud el porcentaje de inhibicidn, usando la ecuacion formulada por

Ezziyyani et al. (2004).

3.4.2.3. Evaluacion de crecimiento individual del biocontrolador y fitopatogenos

Se evaluo el radio de crecimiento del biocotrolador Trichoderma sp. y de los
fitopatdgenos Fusarium sp., Rhizoctonia sp. y Phoma sp., de forma individual cada 12

horas dentro de las placas de Petri, como lo sugiere Polanco (2016).

3.4.2.4. Evaluacién de la capacidad biocontroladora

Se realizd un seguimiento de los enfrentamientos duales hasta que el micelio del
biocontrolador Trichoderma sp. invada y colonice la superficie de los hongos
fitopatdgenos, como lo menciona Eraso et al. (2014), y se evalué mediante la escala de
evaluacion de antagonismo in vitro creada por Elias y Arcos en 1984, citada por Ezziyyani
et al. (2004), realizdndose observaciones macroscépicas y mediciones de los radios de

crecimiento.
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Tabla 2. Escala de evaluacién del antagonismo in vitro, de acuerdo a la medida de
invasion de la superficie, colonizacion y esporulacion del biocontrolador sobre los hongos
fitopatogenos.

Grado Capacidad Antagoénica

0 Ninguna invasion de la superficie de la colonia del hongo patdégeno
Invasidn de ¥ de la superficie de la colonia del hongo patdgeno

Invasién de % de la superficie de la colonia del hongo patdgeno

Invasidn total de la superficie de la colonia del hongo patdégeno

Invasion total de la superficie de la colonia del hongo patogeno, esporulacion
sobre ella

Fuente: Elias y Arcos en 1984, citada en Ezziyyani et al. (2004).

B W N

3.4.2.5. Evaluacion del porcentaje inhibicion del crecimiento radial (PICR)

Se realiz6 con la formula utilizada por Ezziyyani et al. (2004): PICR = %moo

R1: Radio mayor (crecimiento del patdégeno testigo)

R2: Radio menor (crecimiento del patdégeno en tratamiento)
3.4.2.6. Analisis de datos

Se evalud el didmetro de crecimiento del antagonista (DCA) y el diametro de
crecimiento del patégeno (DCP) de las tres zonas de cultivo dentro de las placas Petri en
forma individual (cultivo puro sin enfrentamiento), considerandose estos mismos datos

posteriormente como crecimiento del patégeno testigo.

Los datos obtenidos procedentes de las mediciones del DCA y DCP fueron
analizados mediante analisis de correlacion hasta las 120 horas, ademas de la prueba de
analisis de varianza (ANOVA) con un disefio completamente al azar (DCR), siendo los
tratamientos en estudio los hongos fitopatogenos bajo enfrentamiento dual. Para
determinar diferencias estadisticas se realizo la prueba de medias de Tukey (P<0.05), con

un nivel de confianza del 95%.
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En el caso de los datos obtenidos en porcentajes, fueron transformados mediante

la formula de transformacion angular: Y = vx + 1, luego fueron analizados mediante la
prueba de analisis de varianza (ANOVA) con un disefio completamente al azar (DCR),
siendo los tratamientos en estudio los enfrentamientos duales bajo 5 repeticiones, para
determinar diferencias estadisticas se realiz6 la prueba de medias de Tukey (P<0.05). Los
valores se procesaron en el paquete estadistico InfoStat - version libre 2020, para

Windows (Balzarini et al., 2008).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Presencia de hongos fitopatégenos Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y Phoma sp.,
en tres zonas de cultivo de quinua del Centro de Investigacion y Produccion
Camacani (CIP-Camacani), Centro de Investigacion y Produccion Illpa (CIP-

Illpa) y distrito de llave.
4.1.1. Aislamiento e identificacion de los hongos fitopatdgenos

De las tres zonas de cultivo de quinua, tanto del Centro de Investigacion y
Produccion Camacani (CIP-Camacani), del Centro de Investigacion y Produccion llipa
(CIP-lllpa) y del cultivo (distrito de llave); se obtuvieron 8 aislamientos de hongos
fitopatdgenos, donde 2 fueron del CIP-Camacani, 4 del CIP-1llpa, y 2 del distrito de llave.
De estos aislamientos 3 correspondieron a Rhizoctonia sp., 3 a Fusarium sp. y 2 a Phoma
sp. De los aislamientos encontrados, Rhizoctonia sp., fue aislado en cultivos del CIP-
Camacani, CIP-Illpa y distrito de Ilave, en tanto que Fusarium sp. se aisl6 en cultivos del
CIP-Camacani y CIP-llIpa. Finalmente, Phoma sp solo fue aislado en cultivos de quinua

en el distrito de llave e CIP-Illpa(Tabla 3).
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Tabla 3. Aislamientos de los hongos fitopatdgenos Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y
Phoma sp. en medio PDA, de plantas de quinua segun procedencia o zona de muestreo.

Muestra  Procedencia  Organo Aislamientos Hongo

1 . 1 Rhizoctonia sp.
2 Raiz 0 Sin Crecimiento
3 i 0 Sin Crecimiento
4 CIP-Camacani Tallo 0 Sin Crecimiento
5 . 0 Sin Crecimiento
6 Hoja 1 Fusarium sp.
7 , 0 Sin Crecimiento
8 Ralz 1 Rhizoctonia sp.
9 0 Sin Crecimiento
10 CIP-lllpa Tallo 1 Phoma sp.
11 i 1 Fusarium sp.
12 Hoja 1 Fusarium sp.
13 i 0 Sin Crecimiento
14 Raiz 0 Sin Crecimiento
15 1 Phoma sp.
16 llave Tallo 0 Sin Crecimiento
17 i 1 Rhizoctonia sp.
18 Hoja 0 Sin Crecimiento
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Caracteristicas macroscopicas

Rhizoctonia sp.

Forma: circular

Color: beige - amarillento
Textura: aterciopelada
Superficie: plana
Consistencia: algodonosa

Fusarium sp.

Forma: circular

Color: blanco en la parte inferior
de color purpura palido

Textura: aterciopelada

Superficie: plana

Consistencia: algodonoso

Phoma sp.

Forma: irregular

Color: marrén oscuro- negro
Aspecto: aterciopelada
Superficie: plana
Consistencia: algodonosa

Caracteristicas microscopicas

Rhizoctonia sp.

Tipo de hifas: septadas -
binucleadas

Pigmento: hialinas - dematiaceos

Fusarium sp.

Tipo de hifas: septadas

Pigmento: hialino

Fiélides laterales, microconidias
de forma oval a elipsoidal, en
masas y agrupaciones,
macroconidias con 3 a 5 septos
transversales, clamidospora
globosa y solitaria.

Phoma sp.

Tipo de hifas: septadas

Pigmento: dematiaceos

Ausencia de esporangios Yy
esporangioforos, conidios en
peritecio, presencia de picnidios

Figura 9. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de Rhizoctonia sp., Fusarium
sp. y Phoma sp.
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Mediante el aislamiento e identificacion de hongos fitopatdgenos se demostro la
presencia de Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y Phoma sp., en nuestras zonas de cultivo de
quinua que estan a mas de 3800 msnm, estos fitopatdgenos entre otros, fueron también
aislados en otras especies vegetales como lo reporta, Tenorio (2011), quien logro aislar e
identificar a hongos, en quinua (Chenopodium quinoa) identificando al agente
Peronospora farinosa; en la tuna (Opuntia picus-indica) identificé a Fusarium spp., y en

castafia (Castanea sativa) identifico a Aspergillus flavus.

La presencia de hongos Rhizoctonia, Fusarium y Phoma, es habitual en cultivos
de quinua aun cuando esta planta crece a gran altitud donde las condiciones ambientales
son extremas y en suelos poco fértiles (Popenoe et al., 1990). La presencia de
enfermedades fungicas, bacterianas, parasitas en plantas de quinua en zonas altas,
superiores a los 1600 msnm se produce por la presencia de lluvias prolongadas, inclusive
por la poca luminosidad y minima temperatura que produce la muerte regresiva de la
quinua (Zambolin et al., 1996). Los hongos Fusarium sp y Rhizoctonia sp pueden ademas
causar el mal de almécigos en varios cultivos, produciendo la marchites de cultivos de

quinua (Barboza et al., 1999).

Se puede ver que estos hongos fitopatégenos no solo actan como patdgenos en
la quinua (Chenopodium quinoa), sino que afectan también a otras plantas que crecen en
la region andina que estan expuestas a diversos factores climéaticos como la sequia, frio,
helada, viento, granizo, ademas con alto contenido de sal en el suelo por lo cual se

considera cultivo de alto nivel de resistencia a diversos factores adversos.

En nuestro estudio, los hongos fitopatdgenos Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y
Phoma sp., fueron aislados de las muestras de raiz, tallo y hojas de los cultivos de quinua

con presencia de infeccién fungica; por otra parte, Sucaticona (2018), aisl6 al hongo
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fitopatégeno Hemileia vastatrix en hojas de café y suelos circundantes a la planta en los
sectores de Miraflores Lanza y Uycusmayo, San Juan del Oro, provincia de Sandia, Puno.
En cambio, Llicahua (2018), aislo siete cepas de Trichoderma de suelo y siete cepas de
Fusarium de plantas del cultivo de cebolla de los distritos de Tiabaya y Santa Rita de
Siguas, Arequipa. Los patdgenos que causan enfermedades en plantas se tipifican de
acuerdo a sus caracteristicas del proceso de infeccion; necrotroficos, biotréficos y
hemitroficos, parasitos debilitadores y marchitadores vasculares (Zanabria y Banegas,
1997). Algunas de las enfermedades principales en la quinua son el mildiu (Peronospora
effusa), punta negra (Phoma exigua), mancha ojival del tallo (Phoma cava) y mancha
bacteriana (Pseudomona sp.) (Salas, 1976). Por lo mencionado anteriormente, se puede
ver que hay diferentes enfermedades y fitopatdgenos que afectan a la quinua y otros
cultivos, esto probablemente se deba a las condiciones climaticas y demas factores
ambientales importantes como la precipitacion pluvial de 200-800 mm anuales, suelos
francos arenosos ricos en nitrégeno y pH entre los 6.5 a 8.5, en las que se desarrollan

Optimamente estos hongos fitopatdgenos

En otra investigacion de Ledn et al. (2012) en muestras de suelo en distintos
agroecosistemas como cafia y arboleda del municipio de Colon, provincia Matanzas,
Cuba; donde no se habia aplicado Trichoderma spp., aislaron cepas autdctonas del
territorio con capacidad antagonica, el nimero de aislamientos en el agroecosistema en
arboleda fue 29 y en cafia 27. Similarmente, Samaniego et al. (2018) aislaron e
identificaron cepas autoctonas Trichoderma sp., Trichoderma harzianum y Trichoderma
viride a partir de un suelo ferralitico rojo, procedente de un agroecosistema de la provincia
Matanzas, Cuba. Es frecuente encontrar en el suelo a Trichoderma, con elevada capacidad

antagoénica y parasita contra otros microorganismos fitopatdgenos (Castafio, 2005).
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Los hongos fitopatdgenos Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y Phoma sp., en estudio
si se encuentran presentes en nuestras zonas de cultivo de quinua y sin lugar a dudas se
constituyen en causantes de pérdidas en la produccion de este cereal andino con elevado
valor nutritivo y valioso econdmicamente. Habiéndose logrado el aislamiento de estos
hongos fitopatdgenos, la busqueda de estrategias de control sustentables ambientalmente,
esta justificado frente a ellos, mejor aun si se pretende utilizar controladores bioldgicos

como Trichoderma sp.

4.2. Capacidad antagoénica in vitro de Trichoderma sp. como controlador biolégico,
mediante el enfrentamiento dual de los hongos fitopatdgenos Rhizoctonia sp.,

Fusarium sp. y Phoma sp.

4.2.1. Crecimiento micelial de Trichoderma sp.

El tiempo de crecimiento del hongo biocontrolador Trichoderma sp., hasta el
llenado total en la placa Petri fue de 5 dias, su crecimiento empez6 con la aparicion de
micelio algodonoso de color blanquecino en forma circular, la parte central empez6 a
tornarse de un color verde claro, con pustulas en forma de cojin, solitarias y agregadas
dispuestas en anillos concéntricos, al centro un verde palido, las colonias fueron
algodonosas con distribucion en la periferia; en el envés de la placa Petri se observo que
el medio es de color verde amarillento, ademéas presentd una tasa de crecimiento lineal

(Figura 10).

71

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



g UNIVERSIDAD
ﬂ NACIONAL DEL ALTIPLANO

Repositorio Institucional

Figura 10. Observacion macroscopica del crecimiento del micelio del hongo
biocontrolador Trichoderma sp. (A).

4.2.2. Diametro de crecimiento del antagonista (DCA) y didmetro de crecimiento del

patogeno (DCP)

En relacion al didmetro de crecimiento en cultivo puro sin enfrentamiento,
Trichoderma sp. presentd un crecimiento micelial inicial de 14.00 mm a las 12 horas y
final de 90.00 mm a las 120 horas, en tanto que los didmetros de crecimiento del patdgeno
Rhizoctonia sp. fue de 6.00 mm a las 12 horas y 50.00 mm a las 120 horas; en Fusarium
sp. fue de 6.00 mm a las 12 horas y 62.00 mm a las 120 horas; y para Phoma sp. fue de
4.00 mm a las 12 horas y 42.00 mm a las 120 horas, siendo éste el hongo fitopatégeno de

menor crecimiento respecto a las anteriores (Tabla 4).

Tabla 4. Medias del diametro de crecimiento del antagonista (DCA) y diametro de
crecimiento del patégeno (DCP) in vitro en agar papa dextrosa, en relacion al tiempo de
crecimiento (horas).

Medias de didmetro (mm) de crecimiento micelial por horas
HONGO 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

Trichoderma  14.00 28.00 36.00 46.00 58.00 66.00 78.00 88.00 90.00 90.00
Rhizoctonia 6.00 8.00 14.00 20.00 26.00 34.00 38.00 42.00 46.00 50.00

Fusarium 6.00 12.00 20.00 26.00 30.00 40.00 46.00 50.00 56.00 62.00
Phoma 400 8.00 12.00 16.00 20.00 24.00 28.00 32.00 36.00 42.00
72
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El crecimiento micelial de las especies, del hongo biocontrolador Trichoderma sp.
y los hongos fitopatdgenos Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y Phoma sp. de las tres zonas
de muestreo, presentaron poca dispersion de datos respecto a la media concordante, dando
asi una descripcion pareja en el desarrollo micelial en las especies estudiadas. El hongo
Trichoderma sp., presentd el mejor crecimiento en donde a las 120 horas o 5 dias de
experimento alcanzé un didmetro de crecimiento de 90.00 mm con una correlacion de
r=0.97, y los hongos fitopatdgenos, en el caso de Fusarium sp. present6 un diametro de
crecimiento de 62.00 mm a las 120 horas, con una correlacion de r=1.00; por su parte
Rhizoctonia sp. tuvo un crecimiento en 120 horas, alcanzando un didmetro de 50.00 mm
con una correlacion de r=0.99, y Phoma sp. presentd el menor crecimiento en donde a las
120 horas de incubacion alcanzé un didmetro de 42.00 mm con una correlacion de r=1.00
(Figura 11).

103,86
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51,93

25,96

Diametro de crecimiento (mm)

0,004, : : : : : : : : : : :
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132
Tiempo de crecimiento (horas)
‘O Fusarium . Phoma . Rhizoctonia . Trfchoderma‘

Figura 11. Diametro de crecimiento micelial (mm) in vitro del hongo biocontrolador
Trichoderma sp. y los fitopat6genos Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y Phoma sp. en PDA.

Conforme al analisis de varianza realizado (ANOVA), respecto a los diametros de

crecimiento micelial de los hongos en cultivo puro sin enfrentamiento a las 120 horas,
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todas las especies, tanto el biocontrolador Trichoderma sp. y los fitopatdgenos
Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y Phoma sp., presentaron diferencia estadistica

significativa entre si (p<0.0001) (Figura 12).
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Figura 12. Comparacion del diametro de crecimiento (mm) in vitro del micelio a las 120
horas, del hongo biocontrolador Trichoderma sp. y los hongos fitopatégenos Rhizoctonia
sp., Fusarium sp. y Phoma sp.

Segun los resultados obtenidos, de acuerdo al diametro de crecimiento in vitro,
cada uno de los hongos presentaron un buen crecimiento hasta las 120 horas, a la
temperatura de 28°C que les permitié un desarrollo optimo; sin embargo, el hongo
Trichoderma sp. presentd el mejor crecimiento desde el inicio de la incubacion con
respecto a los hongos fitopatdgenos Rhizoctonia sp, Fusarium sp y Phoma sp; con 28 mm
de diametro a las 24 horas y completando la placa Petri con un crecimiento de 90 mm a
las 120 horas. Similarmente, Astorga et al. (2014), reportaron para el hongo Trichoderma
sp. alas 72 horas y 28°C, un crecimiento activo, que al transcurso de una semana termind
por cubrir completamente la placa Petri. Por su parte, Chavez (2006), reportd que las
colonias del hongo Trichoderma sp. presentaron un crecimiento rapido, en el lapso de 5
a6 dias, a latemperatura de 25°C. Las especies de Trichoderma son de crecimiento rapido

y en pocas horas pueden cubrir la superficie de la caja de Petri (Hoyos y Dugue, 2008).
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Por su lado, Michel (2001) reporté que Trichoderma harzianum y T. koningii
presentaron mayores tasas de crecimiento con 34.83 y 43,67 mm/dia respectivamente con
esporulaciones abundantes, la especie de Trichoderma que utiliz6 como controlador
bioldgico tuvo un crecimiento de 28 mm/dia (24 horas). Los factores de crecimiento
esenciales para las diferentes especies del género Trichoderma se encuentran la
temperatura de 10°C a 40°C, pH de 2.0 a 9.0, humedad relativa de 70% y 80%,
iluminacién y los diferentes sustratos (Martinez et al., 2015). Se ha demostrado que el
crecimiento saprofito en el suelo de Trichoderma se presenta a una temperatura que oscila

entre los 20°C y 30°C, con una optima de 25°C (Vargas, 2014).

Por otro lado Rosello et al. (2004), en un estudio de crecimiento individual de
Fusarium sp., se evidencié que a las 120 horas obtuvo un didmetro de crecimiento
micelial de 8 mm en PDA a una temperatura 25°C. Similarmente Sempere et al. (2004)
aislaron Fusarium culmorum a partir de muestras de arroz, en cual a las 96 horas presento6
un didmetro de crecimiento de 75 mm a 90 mm en el medio PDA a 25°C y describieron
las colonias como micelio aéreo algodonoso, al principio su color va de blanco a amarillo
0 rosa, volviéndose ocre 0 marrdn rojizo y fieltroso cuando avanza su maduracion. Por su
parte, Veneros et al. (2017) evaluaron el didmetro de crecimiento micelial de Fusarium
oxysporum donde presento 40 mm a las 120 horas a una temperatura de 30°C en el medio
PDA. Asi también, Gutierrez, et al. (2006) de plantulas sintomaticas de caraota
(Phaseolus vulgaris L.), aisld6 Rhizoctonia solani con un promedio de 56 mm vy otro
aislamiento se comporté de manera intermedia con un promedio de 71.6 mm a las 48
horas de incubacion. Por su lado, Vargas (2014), Phoma terrestris presento un didametro
de crecimiento de 84 mm a las 264 horas a 25°C a humedad relativa 60%. Respecto a lo

anterior, se puede afirmar que la temperatura, pH, humedad, son factores muy importantes
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para el crecimiento de Trichoderma, debido a esto es que también influye en el tiempo

final de su crecimiento.

4.2.3. Crecimiento radial micelial del enfrentamiento dual

La determinacién de la capacidad antagénica in vitro de Trichoderma sp. como
controlador biologico, se realizd6 mediante el enfrentamiento dual con los tres hongos
fitopatogenos. De acuerdo a los valores obtenidos, el crecimiento radial micelial a las 120
horas de evaluacion; en el primer enfrentamiento de Trichoderma sp. frente a Rhizoctonia
sp. se presentd un crecimiento radial de 29.80 mm y 14.60 mm respectivamente en cada
hongo. En el segundo enfrentamiento de Trichoderma sp. frente a Fusarium sp. se obtuvo
un crecimiento radial de 30.60 mm y 13.00 mm respectivamente. Por altimo, en el
enfrentamiento de Trichoderma sp. frente a Phoma sp. se obtuvo un crecimiento radial
de 31.20 mm y 11.00 mm respectivamente. Considerando esta evaluacion los hongos
fitopatogenos tuvieron menor desarrollo que en los crecimientos individuales (Tabla 4 y

5).

Tabla 5. Crecimiento radial micelial del enfrentamiento dual de Trichoderma frente a los
hongos fitopatdgenos a las 120 horas de evaluacion.

Medias crecimiento radial (mm) a las 120 horas
Enfrentamiento dual

Controlador biologico Hongo fitopatogeno
Trichoderma vs Rhizoctonia 29.80 14.60
Trichoderma vs Fusarium 30.60 13.00
Trichoderma vs Phoma 31.20 11.00

Segun el andlisis de varianza (ANOVA) realizado, respecto al desarrollo final de
crecimiento radial micelial a las 120 horas de evaluacién en los enfrentamientos duales;
los enfrentamientos Trichoderma sp. frente a Rhizoctonia sp. y Trichoderma sp. frente a

Phoma sp., presentan diferencia estadistica significativa, y ademas estos crecimientos
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radiales respecto al enfrentamiento Trichoderma sp. frente a Fusarium sp. no presentan
diferencia estadistica significativa. En cuanto al crecimiento radial de cada hongo
fitopatdgeno en los enfrentamientos presentaron diferencia estadistica significativa entre

si (p<0.0001) (Figura 13).
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Figura 13. Comparacion del crecimiento radial micelial de los hongos en el
enfrentamiento dual a las 120 horas de evaluacion. Biocontrolador Trichoderma sp. y
fitopatdgenos Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y Phoma sp. (*) representa el crecimiento
radial de los hongos sin enfrentamiento dual (control).

De los resultados obtenidos a las 120 horas, de los enfrentamientos duales en
medio PDA, Trichoderma sp frente a Rhizoctonia sp presento un crecimiento radial de
29.80 mm y 14.60 mm, en el enfrentamiento de Trichoderma sp frente a Fusarium sp
presento un crecimiento radial de 30.60 y 13.00 mm y por ultimo Trichoderma sp frente
a Phoma sp, se obtuvo un crecimiento radial de 31.20 y 11lmm respectivamente.
Observandose que los mayores crecimientos radiales del micelio, en los tres
enfrentamientos correspondié al hongo biocontrolador Trichoderma sp., similar al
estudio realizado por Vargas (2014), quien demostr6é que Trichoderma koningiopsis, en
los enfrentamientos duales, fue un efectivo controlador biolégico de Fusarium oxysporum

y Phoma terrestris, donde el crecimiento micelial que present6 frente a F. oxysporum fue
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de 41.5 mmy frente a P. terrestris de 44.1 mm; en el caso de Trichoderma harzianum el
crecimiento micelial que presentd frente a F. oxysporum fue de 38.6 mm y frente a P.

terrestris de 39.8 mm.

El mayor crecimiento de Trichoderma frente a los fitopatégenos podria deberse al
micoparasitismo, a su mejor capacidad de competencia por nutrientes necesarios para la
germinacion de esporas, estas penetran el tejido radicular en ocasiones hasta la segunda
capa celular y solo en el espacio intercelular ocurre la destruccién del patogeno,
asimismo, la antibiosis por la produccién de enzimas liticas y metabolitos secundarios,
ademéas estos son capaces de sobrevivir donde las condiciones ambientales son
desfavorables, modificando la rizésfera y transportando glucosa de esta manera dandoles
ventajas a las plantas en la competencia de nutrientes, por ende promueve el desarrollo y
mecanismos de defensa de las plantas, bajo distintas condiciones ambientales (Michel,
2001), (Benitez et al., 2004), (Whipps, 2001). Conforme a lo anterior, de acuerdo al
desarrollo de Trichoderma sp., en el estudio, se identificO un claro predominio de
crecimiento del biocontrolador, lo que convierte a este hongo en uno de los principales

ACBs usados en agricultura

En los enfrentamientos duales, los hongos fitopatdgenos desarrollaron en menor
magnitud que en los cultivos individuales, evidenciando el efecto sobre ellos por parte de
Trichoderma sp. Asimismo Tenorio (2011), realiz6 enfrentamientos duales con fin de
seleccionar cepas de Trichoderma, encontrando cepas con capacidad biocontroladora
sobre Fusarium spp. Del mismo modo, Sucaticona (2018) sobre el hongo fitopatogeno,
Hemileia vastatrix con diametros de crecimiento maximo de 58 mm y 48.5 mm; y
demostro que Trichoderma spp. ejerce un efecto negativo sobre el crecimiento del hongo

fitopatdgeno, presentando didmetros de crecimiento maximo de 58 mmy 48.5 mm;y en
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el mismo sentido lo publicado por Hernandez (2005), sobre el hongo fitopatdgeno
Sclerotium rolfsii. EI reconocimiento de Trichoderma como el hongo méas empleado en
biocontrol de fitopatdégenos del suelo es muy aceptado (Infante et al., 2009), por lo tanto,
Trichoderma sp. no solo actua frente a los hongos fitopatégenos como Rhizoctonia sp.,
Fusarium sp. y Phoma sp., sino que también contra otros fitopatdgenos debido a la gran

capacidad biocontroladora.

Por otro lado, Michel (2001) observo antagonismo entre cepas nativas de
Trichoderma spp. y Fusarium oxysporum de 3 a 6 dias y con F. subglutinans de 3 a 10;
asimismo, Solano (2004) de 3 a 4 dias con F. oxysporum y de 2 a 3 con F. subglutinans.
Segun Nina et al. (2011), en su investigacion sobre crecimiento de los fitopatdgenos a los
9 dias no reporto diferencia estadistica entre Fusarium sp. y Rhizoctonia sp. Entre menor
son los dias al contacto, es mayor la agresividad que existe por parte del hongo antagénico
y menor la resistencia del fitopatdgeno (Michel, 2001). En ese contexto, se afirma que el
tiempo de crecimiento de Trichoderma sp. es muy relevante porque con ello también se

evidencia la capacidad de predominio que posee sobre los hongos fitopatdgenos.

4.2.4. Porcentaje de inhibiciébn del crecimiento radial (PICR) y capacidad

antagonica

Respecto a los resultados obtenidos de la aplicacion de la férmula demuestran que
de los enfrentamientos duales, presentaron un PICR de 58.06% para el enfrentamiento de
Trichoderma sp. frente a Fusarium sp. que representa mas del 50%, clasificAndose dentro
del grado de antagonismo 3; mientras que el enfrentamiento de Trichoderma sp. frente a
Phoma sp. con un PICR de 47.62%, clasificado dentro del grado de antagonismo 2;
similarmente el enfrentamiento de Trichoderma sp. frente a Rhizoctonia sp. con un PICR

de 41.60%, clasificado dentro del grado de antagonismo 2, de acuerdo a la escala de Bell

79

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

ﬂ. UNIVERSIDAD

et al. (1982), lo que representa diferentes grados de inhibicion. Todo ello, a las 120 horas

0 lo mismo que 5 dias de evaluacion final (Tabla 6).

Tabla 6. Efecto del biocontrolador Trichoderma en porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial (PICR) frente a los hongos fitopatdgenos a las 120 horas de evaluacion.

Enfrentamiento dual Medias Dato Grado_de p-valor
PICR (%) transformado* antagonismo
Trichoderma vs Rhizoctonia 41.60 6.52 2
Trichoderma vs Fusarium 58.06 7.69 3 <0.0001
Trichoderma vs Phoma 47.62 6.97 2

*Porcentajes de inhibicion de crecimiento radial transformados segin formula Y = vx + 1.

Asimismo, del analisis realizado a las 120 horas de evaluacion final, los tres
enfrentamientos duales presentaron diferencia estadistica significativa entre si
(p<0,0001), detectandose variaciones en el efecto inhibitorio que ejercié Trichoderma sp.
sobre el crecimiento de los hongos fitopatégenos Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y Phoma
sp., destacando el enfrentamiento dual de Trichoderma sp. frente a Fusarium sp. con
58.06% de inhibicién, considerado el mayor; seguido del enfrentamiento dual de
Trichoderma sp. frente a Phoma sp. con 47.62%, mientras que el enfrentamiento dual de
Trichoderma sp. frente a Rhizoctonia sp. con 41.60%, fue considerado el menor (Figura
14).
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Figura 14. Medias de porcentaje de inhibicién del crecimiento radial (PICR) del hongo
biocontrolador Trichoderma sp. frente a los hongos fitopatdgenos Rhizoctonia sp.,
Fusarium sp. y Phoma sp.

De acuerdo a los resultados obtenidos, respecto al porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial (PICR) y la capacidad antagénica a las 120 horas de evaluacién, en los
enfrentamientos duales del hongo biocontrolador Trichoderma sp. frente a los tres hongos
fitopatdégenos Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y Phoma sp.; se demostro que en los tres
tratamientos existe un elevado PICR, resaltando que el mayor fue frente a Fusarium sp
con 58.06%. Por su parte, Nina et al. (2011), en su estudio de acuerdo a Trichoderma spp
a los 6 dias sobre los fitopatdgenos Fusarium sp. y Rhizoctonia sp. tuvieron un PICR de
36% y 33.8%. Similarmente Vargas (2014), en su investigacion Trichoderma
koningiopsis demostré en los enfrentamientos duales, ser un efectivo controlador
bioldgico de Fusarium oxysporum con un PICR de 77,45% y de 84,78% para Phoma
terrestris; asimismo, con Trichoderma harzianum frente a F. oxysporum con un PICR de
83,40% y de 86,86% para P. terrestris. Conforme a lo anterior, en la presente
investigacion, el grado de inhibicion >2 representa una actividad antagonica del
biocontrolador en el enfrentamiento, porque pone en evidencia el control biologico de

Trichoderma sp. frente a los hongos fitopatogenos aislados de cultivos de quinua.

Por otro lado, Samaniego et al. (2018), mencionan que Trichoderma harzianum
presentd el mayor antagonismo contra tres hongos fitopatdgenos. En otro estudio segun
Leon et al. (2012), mencionan que las cepas de Trichoderma manifestaron un alto
potencial antagonista ante Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia sp. y Fusarium sp. Asi también,
Hoyos et al. (2008), indican que en las pruebas in vitro, los aislamientos de Trichoderma
spp. evaluados contra S. rolfsii mostraron 100% de actividad antagonica y para
Rhizoctonia solani, todos los aislamientos de Trichoderma, excepto T. asperellum. La

especie T. harzianum es un hongo antagonista de patégenos vegetales y se encuentra en
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la mayoria de suelos, su crecimiento es favorecido por la presencia de raices de planta,
colonizando réapidamente (IAB, 2013). Por lo tanto, podemos ver que el género
Trichoderma es un principal biocontrolador porque tiene excelentes propiedades para el

control biolégico y a su vez es un excelente estimulador del crecimiento radicular.

Segun la escala de grado de antagonismo, en los enfrentamientos duales el hongo
biocontrolador Trichoderma sp. presentd un grado de 2 y 3, lo cual indica que es un buen
biocontrolador Royse y Ries (1978), frente a los hongos fitopatégenos Rhizoctonia sp.,
Fusarium sp. y Phoma sp. Similarmente, Sucaticona (2018) reportaron que los hongos
antagonistas Trichoderma spp. y Lecaniciliium spp. y el patdgeno Hemileia vastatrix,
presentaron un grado 4 de micoparasitismo, segun el tiempo de cobertura y alcanzaron
un 75% en el cubrimiento del micelio al fitopatdgeno, mostrando una buena actividad
antagonica. Las especies del género Trichoderma son las mas utilizadas para el biocontrol
de patdgenos fungicos del suelo, estas especies presentan diferentes modos o mecanismos
de accion que le permiten el control de los fitopatdgenos; entre estos la competencia por
el sustrato, micoparasitismo, antibiosis, desactivacion de enzimas del patégeno,
resistencia inducida, entre otros (Infante et al., 2009). Por lo tanto, en el estudio
Trichoderma sp., debido a su alta velocidad de crecimiento, demostrd ser un organismo
altamente agresivo en cuanto a la competencia por espacio e inhibicion de los

fitopatdgenos.

En tal sentido, la presente investigacion pone en evidencia la capacidad antagonica
que posee el hongo biocontrolador Trichoderma sp. frente a los hongos fitopatdgenos
Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y Phoma sp., que fueron aislados de cultivos de quinua,
pudiendo ser utilizado Trichoderma como biocontrolador de fitopatdgenos causantes de

enfermedades en ciertas plantas como la quinua, porque Trichoderma posee ciertas
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sustancias o diferentes mecanismos de accién que inhiben el crecimiento de hongos
fitopatdgenos. Tal como lo afirma Martinez et al. (2013), que indica sobre Trichoderma
y su funcién como agente control biolégico de hongos, su accién como inductor de
resistencia en las plantas y estimulador de crecimiento, entre otros; crecen rapidamente,
producen conidios abundantes y tienen amplia gama de enzimas, que les permite habitar
en casi todos los suelos agricolas y en otros ambientes, demostrando gran plasticidad

ecoldgica y que tiene accién contra hongos causantes de enfermedades foliares.

Por otro lado Harman et al. (2004), mencionan que las actividades beneficiosas
atribuidas a la interaccion de Trichoderma y planta, incluyen la promocion del
crecimiento vegetal, la tolerancia y resistencia a fitopatdgenos promoviendo el
crecimiento de las plantas, incrementando la disponibilidad de nutrientes, mejorando la
produccion y rendimiento de los cultivos. Ademas Aguilera y Avila (2013), sustentan
que Trichoderma tiene propiedades antifungosas y antibacteriales, adicionalmente estan
implicadas enzimas extracelulares que degradan las paredes celulares del hospedante y

posibilitan la penetracion de las hifas del antagonista.
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V. CONCLUSIONES

Existe presencia de los hongos fitopatdgenos Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y
Phoma sp. en las zonas de cultivo de quinua, siendo que la especie Rhizoctonia sp. se
encuentra en las 3 zonas de cultivo CIP Camacani, CIP Illpa y distrito de Ilave, en tanto
que Fusarium sp. en el CIP Camacani y CIP Illpa, finalmente Phoma sp. en el CIP Illpa

y distrito de llave.

El hongo Trichoderma sp. posee capacidad antagonica in vitro sobre los hongos
fitopatdgenos Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y Phoma sp., aislados de plantas de quinua
de las zonas de cultivo en estudio, evidenciado por las diferencias significativas
(p<0.0001) entre los diametros de crecimiento micelial individual y en enfrentamiento
dual, presentando ademas efecto antagonico de grado 2 frente a Rhizoctonia sp, grado 3

frente a Fusarium sp. y grado 2 frente a Phoma sp.
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar observaciones microscopicas para determinar el grado de micoparasitismo que
ejerce Trichoderma sp. frente a los hongos fitopatdégenos Rhizoctonia sp., Fusarium sp.

y Phoma sp.

Se recomienda realizar observaciones en microscopio electrénico de barrido los
enfrentamientos duales entre el hongo fitopatdgeno y el hongo biocontrolador para ver la

interaccion entre ambos microorganismos.

Aislar e identificar otros hongos fitopatdgenos que afectan a la quinua Chenopodium

quinoa, y determinar el control bioldgico con Trichoderma sp.

Determinar los factores medioambientales como la temperatura, pH del suelo, humedad

relativa entre otros, de cada lugar que se tuvo como punto de muestreo.

Teniendo resultados favorables en pruebas in vitro, se recomienda realizar las pruebas de
control biologico empleando el hongo Trichoderma sp. como biocontrolador de los
hongos fitopatdgenos Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y Phoma sp. a nivel in situ ya sean

en condiciones de invernadero o en plantulas jovenes.
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Anexo 1. Datos obtenidos del Diametro de Crecimiento del Antagonista (DCA) y

Diametro de Crecimiento del Patogeno (DCP).
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Anexo 2. Datos del Crecimiento Radial del Enfrentamiento Dual de Trichoderma sp.

frente a los hongos fitopatdgenos Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y Phoma sp.
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Anexo 3. Datos obtenidos del Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Radial (PICR) y

Dato Transformado (DT) para la realizar el analisis estadistico.
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Anexo 4. Analisis estadistico del Diametro de Crecimiento del Antagonista (DCA) y
Diédmetro de Crecimiento del Patdégeno (DCP) en el Software Infostat/Libre
2020.

Analisis de la varianza

Variable N Rz R2 A GV
DIAMETRO DE CRECIMIENTO 20 0,99 0,99 2,59

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
BVE SC gl CM F p-valor

Modelo 6620,00 3 2206,67 882,67 <0,0001

HONGOS 6620,00 3 2206,67 882,67 <0,0001

Error 40,00 16 2,50

Total 6660,00 19

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,86102
Error: 2,5000 gl: 16
HONGOS Medias n E.E.

Phoma 42,00 5 0,71 A
Rhizoctonlia 50,00 5 0,71 B
Fusarium 62,00 5 0,71 &
Trichoderma 90,00 5 0,71 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p » 0,05)

Anexo 5. Andlisis estadistico del crecimiento radial del enfrentamiento dual de
Trichoderma sp. frente a los hongos fitopatégenos Rhizoctonia sp., Fusarium
sp. y Phoma sp. en el Software Infostat/Libre 2020.

Analisis de la varianza

Variable N R?2 R2 Aj] CV
CRECIMIENTO RADIAL 30 1,00 1,00 2,30

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 2378,30 5 475,66 1902,64 <0,0001
HONGO BIOCONTROL Y FITOPAT.. 2378,30 5 475,66 1902,64 <0,0001
Error 6,00 24 0,25
Total 2384,30 29

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,97775
Error: 0,2500 gl: 24
HONGO BIOCONTROIL Y FITOPAT.. Medias n E.E.

Phoma 11,00 5 0,22 A

Fusarium 13,00 5 0,22 B
Rhizoctonia 14,60 5 0,22 C
Trichoderma TTQ-I 29,80 5 0,22 D
Trichoderma TTQ-IT 30,60 5 0,22 D E
Trichoderma TTQ-IITI 31,20 5 0,22 E

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 6. Andlisis estadistico del Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Radial (PICR)
con los datos transformados, en el Software Infostat/Libre 2020.

Analisis de la wvarianza

Variable N R2 R2 Aj CV
PICR 15 0,97 0,96 1,39

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. S5C gl CM F p-valor
Modelo 3,46 2 1,73 180,10 <0,0001
ENFRENTAMIENTO DUAT, 3,46 2 1,73 180,10 <0,0001
Error 0,12 12 0,01
Total 3,58 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,16541
Error: 0,0096 gl: 12

ENFRENTAMIENTO DUAL Medias n E.E.
Trichoderma TTQ-I vs Rhizo.. 6,52 5 0,04 A
Trichoderma TTQ-III vs Pho.. 6,97 5 0,04 B
Trichoderma TTQ-II vs Fusa.. 7,69 5 0,04 C

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Anexo 7. Panel fotogréfico.

P Nl

Figura 16. Muestras de raices, tallo y hojas, recolectadas de las plantulas de quinua.
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Figura 17. Preparacion de materiales de vidrio para la esterilizacion en autoclave en el
Laboratorio de Sanidad Vegetal, Universidad Nacional del Altiplano.

v /|

Figura 18. Preparacion del medio de cultivo PDA, autoclavado a 180°C por 20 minutos,
y adicion de 1gr de cloranfenicol.
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Figura 19. Plagueado del medio de cultivo PDA en las placas Petri.
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Figura 20. Lavado, cortado y secado a temperatura ambiente de las muestras de raiz, tallo
y hojas con aparente presencia de hongos fitopatogenos del cultivo de quinua.

Figura 21. Desinfeccion de muestra, siembra en medio de cultivo PDA de las partes de
la planta de quinua como raiz, tallo y hojas con aparente presencia de hongos
fitopatdgenos.
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Figura 22. Placas Petri con medio de cultivo PDA, sembradas con las partes de quinua
como raiz, tallo y hojas con aparente presencia de hongos fitopatdgenos.

horas.

Figura 24. Crecimiento de los hongos fitopatdgenos en cultivo puro a las 120 horas.

A : .
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Figura 25. Crecimiento micelial del hongo fitopatégeno Rhizoctonia sp. anverso y
reverso de la placa.

Figura 26. Crecimiento micelial del hongo fitopatdgeno Fusarium sp. anverso y reverso
de la placa.

Figura 27. Crecimiento micelial del hongo fitopatdgeno Phoma sp. anverso y reverso
de la placa.
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Figura 28. Crecimiento micelial del hongo biocontrolador Trichoderma sp. anverso y
reverso de la placa.

———
e e

Figura 29. Aplicacion del método de cinta con azul de lactofenol para la identificacion
de los hongos fitopatdgenos y observacion microscopica a 40X.

) 7 =k /]

Figura 30. Observacion microscépica de hifas y conidios de Fusarium sp. a 40X.
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Figura 33. Observacion microscépica de hifas y conidios de Trichoderma sp. a 40X.
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Figura 34. Observacion macroscopica del enfrentamiento dual Trichoderma sp. frente a
Rhizoctonia sp.

Figura 35. Observacién macroscépica del enfrentamiento dual Trichoderma sp. frente a
Fusarium sp.
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Figura 36. Observacién macroscépica del enfrentamiento dual Trichoderma sp. frente a
Phoma sp.
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CONSTANCIA

EL QUE SUSCRIBE JEFE DE LABORATORIO DE SANIDAD VEGETAL DE LA
ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AGRONOMICA DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO - PUNO.

DR. ISRAEL LIMA MEDINA, Otorga la presente CONSTANCIA de ejecucion de tesis
de investigacion a:

ERICA ESTHER HUAMAN ESTOFANERO, Bachiller en Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Nacional del Altiplano —Puno, identificada con DNI N° 70331004.

Quien ha realizado la Ejecucion de su tesis de investigacion titulada: "CONTROL
BIOLOGICO in vitro POR Trichoderma sp, SOBRE HONGOS FITOPATOGENOS DE
LA QUINUA Rhizoctonia sp., Fusarium sp. y Phoma sp.” en el Megalaboratorio, ambiente
de Sanidad Vegetal de la EPIA — FCA, Universidad Nacional del Altiplano, desde enero hasta
Marzo del 2020.

Se le expide la Presente CONSTANCIA a solicitud del interesado(a) para fines de tramite de
sustentacion de tesis.

Puno, 10 de Marzo del 2021.
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MEDINA Israel FAU 20145486170
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