Universidad Nacional

SAN LUIS GONZAGA




@000

Atribucion-NoComercial-SinDerivadas 4.0 Internacional

Esta licencia es la mas restrictiva de las seis licencias principales Creative Commons, permitiendo
a otras solo descargar sus obras y compartirlas con otras siempre y cuando den crédito, pero no
pueden cambiarlas de forma alguna ni usarlas de forma comercial.

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0



http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

UNIVERSIDAD NACIONAL “SAN LUIS GONZAGA”

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

ESCUELA ACADEMICO PROFESIONAL DE BIOLOGIA

“EFECTO ANTAGONICO in vitro DE Trichoderma sp. Y Pseudomonas sp.

FRENTE A Lasiodiplodia sp., ICA, AGOSTO 2017 - ENERO 2018”.

TESIS
PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE:

BIOLOGO

PRESENTADO POR:
Bach. NAVARRETE RAMOS, Rita Stephani Pierina

Bach. TELLO GONZALES, Xenia Briseida

ICA — PERU

2018



Gracias a Jehova Dios por darme
la vida y permitirme seguir
adelante a pesar de todas las
dificultades.

A mi madre Briseida por ser mi
consejera, amiga incondicional y
la persona mas especial en mi
vida; a mi abuelita Pascuala quien
fue uno de los mas grandes
motivos que me impulsaron a
seguir adelante en el camino que
Dios esta trazando en mi vida y a
mi prima Wendy que con su
ejemplo me inspira a seguir mis
suefios.

Xenia



A Dios, por haberme permitido
llegar a este momento tan
importante en mi vida.

A mi familia; en especial a mis
padres; Martin y Carmen; mis
hermanas; Valeria y Valentina;
abuelos, Flor, Juan, Julia 'y José; a
Kevin; por su incondicional
apoyo en mi desarrollo personal y
profesional; son la mas grande
razon de mi esfuerzo vy

dedicacion.

Pierina



AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, damos infinitas gracias a nuestro Dios, por protegernos durante
nuestro camino y darnos las fuerzas necesarias para superar todos los obstaculos y las
dificultades que se nos presentaron en nuestras vidas; asi mismo, guiarnos en culminar
esta importante etapa.

A nuestras familias, por su apoyo incondicional en nuestro desarrollo y guiarnos en el
dia a dia para el cumplimiento de todas nuestras metas.

A nuestros asesores de tesis; Blgo. Luis Cartagena Siguas, por guiarnos con sus
conocimientos y orientarnos siempre con paciencia durante el desarrollo del presente
trabajo, de igual manera al Blgo. Hanna Céaceres Yparraguirre, por el aporte y apoyo
constante y brindarnos la oportunidad de ejecutar este proyecto de investigacion en el
CITEagroindustrial.

Al Centro de Investigacién Productiva y Transferencia Tecnoldgica Agroindustrial
(CITEagroindustrial) y al Centro de Investigacion, Capacitacion y Asesoria (CICA)
por darnos las facilidades de ingresar a sus instalaciones y hacer uso de los laboratorios
equipados, los cuales fueron de gran apoyo para la culminacion de la investigacion.
Al laboratorio de analisis clinico PacificoLab, a cargo del Blgo. Pilar Martinez por
proporcionarnos los medios necesarios para realizar la bioguimica para la
identificacion de las cepas aisladas de Pseudomonas.

De manera muy especial agradecemos al Dr. Walter Ramos Mayuri, por su gran ayuda
y guia en la parte estadistica del presente trabajo de investigacion.

Los autores



INDICE

RESUMEN
ABSTRACT
INTRODUCCION
l. MARCO TEORICO
1.1. ANTECEDENTES DEL PROBLEMA
INVESTIGACION
1.1.1. Antecedentes a nivel internacional
1.1.2. Antecedentes a nivel nacional
1.1.3. Antecedentes a nivel local
1.2. BASES TEORICAS DE LA INVESTIGACION
1.2.1. Hongos fitopatdgenos
1.2.2. Lasiodiplodia
1.2.3. Microorganismos Antagonistas
1.2.4. Hongos antagonistas
1.2.5. Trichoderma
1.2.6. Bacterias antagonistas
1.2.7. Pseudomonas
1.3. MARCO CONCEPTUAL
1.3.1. Aislamiento

1.3.2. Antagonismo

DE

Pag.

10
11
11
13
13
15
15

15



1.3.3. Fitopatogeno
1.3.4. Identificacion parcial
1.3.5. Inhibicion de crecimiento micelial

1.3.6. Microorganismos antagonistas

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE

INVESTIGACION

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

2.6.

SITUACION PROBLEMATICA
FORMULACION DEL PROBLEMA
2.2.1. Problema General

2.2.2. Problemas Especificos
DELIMITACION DEL PROBLEMA
2.3.1. Delimitacién espacial y geogréfica
2.3.2. Delimitacién temporal

2.3.3. Delimitacion social

2.3.4. Delimitacién conceptual
JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DE LA
INVESTIGACION

2.4.1. JUSTIFICACION

24.2. IMPORTANCIA

OBJETIVOS DE INVESTIGACION
2.5.1. OBJETIVO GENERAL

2.5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
HIPOTESIS DE INVESTIGACION

2.6.1. HIPOTESIS GENERAL

15

15

16

16

17

17

18

18

18

19

19

19

19

19

20

20

20

21

21

21

22

22



2.6.2. HIPOTESIS ESPECIFICAS
2.7. VARIABLES DE INVESTIGACION
2.7.1. IDENTIFICACION DE VARIABLES
2.7.2. OPERACIONALIZACION DE
VARIABLES
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
3.1. TIPO, NIVEL Y DISENO DE INVESTIGACION
3.1.1. TIPO DE INVESTIGACION
3.1.2. NIVEL DE INVESTIGACION
3.1.3. DISENO DE INVESTIGACION
3.2. POBLACION Y MUESTRA MATERIA DE
INVESTIGACION
3.2.1. POBLACION DE ESTUDIO
3.2.2. MUESTRA DE ESTUDIO
TECNICAS E INSTRUMENTOS DE
INVESTIGACION
4.1. TECNICAS DE RECOLECCION DE DATOS
4.1.1. MATERIALES
4.1.2. METODOS
4.1.2.1. Aislamiento e identificacion parcial
de cepas de Trichoderma
4.1.2.2. Aislamiento e identificacion parcial

de cepas de Pseudomonas

22

23

23

24

25

25

25

25

25

25

25

26

27

27

27

27

27

32



4.2.

4.1.2.3.

4.1.2.4.

4.1.2.5.

Reactivacion de la cepa de

Lasiodiplodia sp.

Reactivacion de la cepa de

Trichoderma viride

Ensayos de enfrentamiento

antagénico segun Bhadra et al.,

2014 modificado por Navarrete y

Tello, 2018

4.1.2.5.1. Enfrentamientos
antagonicos de
Trichoderma sp. frente a
Lasiodiplodia sp.

4.1.2.5.2. Enfrentamientos
antagonicos de
Pseudomonas sp. frente
a Lasiodiplodia sp.

4.1.2.5.3. Enfrentamientos
antagénicos  conjuntos
de Trichoderma sp. (T1)
y Pseudomonas sp.
(P2) frente a

Lasiodiplodia sp.

INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE

DATOS

34

34

34

35

35

36

40



VI.

4.2.1. Fichas de toma de muestras
4.2.2. Disefio experimental — Técnica de cultivos
duales
4.3. TECNICAS DE PROCESAMIENTO DE DATOS,
ANALISIS E INTERPRETACION DE
RESULTADOS
43.1. TECNICAS DE PROCESAMIENTO DE
DATOS
4.3.2. ANALISIS ESTADISTICO
PRESENTACION, INTERPRETACION Y
DISCUSION DE RESULTADOS
5.1. PRESENTACION E INTERPRETACION DE
RESULTADOS
5.2. DISCUSION DE RESULTADOS
COMPROBACION DE HIPOTESIS
6.1. CONTRASTACION DE HIPOTESIS GENERAL
6.2. CONTRASTACION DE HIPOTESIS

ESPECIFICAS

CONCLUSIONES

RECOMENDACIONES

FUENTES DE INFORMACION

ANEXOS

40

40

43

43

43

44

44

47

52

52

52

54

55

56

68



RESUMEN

Existen microorganismos como Trichoderma y Pseudomonas que tienen accion
antagodnica sobre hongos fitopatégenos como Lasiodiplodia sp., que afecta a diferentes
cultivos agricolas de importancia econémica; es por ello que, el objetivo del presente
trabajo de investigacion fue evaluar el efecto antagonico in vitro de especies nativas
de Trichoderma sp. y Pseudomonas sp. frente a Lasiodiplodia sp. Se realizaron
muestreos de suelos y colocaron trampas de arroz en distintos cultivos para aislar los
microrganismos en estudio. Las cepas aisladas de Trichoderma sp. y Pseudomonas sp.
fueron enfrentadas de forma individual por el método de enfrentamiento por cultivos
duales frente a Ladiodiplodia sp.; posteriormente, se selecciond una cepa de cada
género basandose en el mejor comportamiento antagonico, y se elabord una mezcla de
ambos antagonistas para evaluar un posible sinergismo al enfrentarlos frente a
Ladiodiplodia sp. Se aislaron en total 6 cepas nativas para cada género de Trichoderma
y Pseudomonas. Todas las cepas de Trichoderma y Pseudomonas aisladas mostraron
efecto antagonico sobre Lasiodiplodia sp.; la combinacién de la cepa de
Trichoderma sp. T1 y Pseudomonas sp. P2 no super0 el control ejercido por la cepa
comercial. La cepa Trichoderma sp. T1 fue la que mostré mejor efecto antagénico tan
igual que la cepa comercial Trichoderma viride. Se concluye que tanto Trichodermay

Pseudomonas tienen efecto antagénico frente a Lasiodiplodia sp.

Palabras claves: Control biologico, antagonismo, Trichoderma sp.,

Pseudomonas sp., Lasiodiplodia sp., in vitro.



ABSTRACT

There are microorganisms such as Trichoderma and Pseudomonas that have
antagonistic action on phytopathogenic fungi such as Lasiodiplodia sp., that affects
different agricultural crops of economic importance, that is why the objective of this
research was to evaluate the antagonistic effect in vitro of native species of
Trichoderma sp. and Pseudomonas sp. against Lasiodiplodia sp. Soil samplings were
carried out and rice traps were placed in different crops to isolate the microorganisms
under study. The isolated strains of Trichoderma sp. and Pseudomonas sp. were
confronted individually by the method of confrontation by dual cultures against
Ladiodiplodia sp.; subsequently, a strain of each genus was selected based on the best
antagonistic behavior, and a mixture of both antagonists was elaborated to evaluate a
possible synergism when facing them against Ladiodiplodia sp. A total of 6 native
strains were isolated for each Trichoderma and Pseudomonas genus. All Trichoderma
and Pseudomonas strains isolated showed antagonistic effect on Lasiodiplodia sp.; the
combination of the Trichoderma sp. T1 and Pseudomonas sp. P2 did not exceed the
control exercised by the commercial strain. The Trichoderma sp. T1 was the one that
showed the best antagonistic effect, as well as the commercial strain
Trichoderma viride. It is concluded that both Trichoderma and Pseudomonas have an

antagonistic effect against Lasiodiplodia sp.

Key words: Biological control, antagonism, Trichoderma sp., Pseudomonas sp.,

Lasiodiplodia sp., in vitro.
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INTRODUCCION

En todo cultivo, existe una serie de problemas fitosanitarios que lo afectan y que
pueden causar serios dafios (1). Los dafios ocasionados no sélo se refieren a las
pérdidas de produccion econdmica, sino también a las pérdidas en la produccion
bioldgica, es decir, a la alteracion que existe en el crecimiento y desarrollo de las
plantas hospedantes atacadas por estos microorganismos. Las pérdidas econémicas,

pueden ser de tipo cuantitativo y/o cualitativo, sabor, textura, color y forma (2).

De los diversos microorganismos fitopatdgenos que atacan a las plantas, son los
hongos el grupo que mas enfermedades ocasiona, y por lo tanto, sobre el que mas

investigacion se ha realizado.

Lasiodiplodia sp. es un hongo parésito facultativo que penetra en los tejidos vegetales,
tanto por aberturas naturales, como por heridas ocasionadas por las podas, insectos o

cualquier otro agente a temperaturas mayores de 23°C y precipitaciones medias (3).

Actualmente, se emplean controladores fisicos y quimicos para erradicar este hongo
fitopatdgeno de los cultivos (4). El control quimico consta en el uso de fungicidas y se
limita a unos pocos ingredientes activos, los que, por su modo de accion especifica, el
hongo patogeno adquiere resistencia, pero su uso se restringe a ciertos periodos de la
fenologia del cultivo debido a los Limites Maximos de Residuos (LMR) y los Periodos

de Carencia (PC) (1).

En los ultimos afos, el uso de biocontroladores en los cultivos ha tenido grandes

resultados al ser efectivos y no afectar al medio ambiente (5).

1



Se plantea controlar esta plaga de gran importancia en la agricultura mediante el uso
del control bioldgico empleando un hongo antagonista Trichoderma sp. y una bacteria,

Pseudomonas sp.

Las especies del género Trichoderma son habitantes comunes del suelo y se propagan
en diversos sustratos. Se caracterizan por ser antagonistas eficientes, presentar la
capacidad de parasitar diversos hongos fitopatogenos (6), y por competir por el espacio

y los nutrientes mediante la produccion de metabolitos (7).

Las Pseudomonas son un género bacteriano de gran interés biologico. Son uno de los
grupos més extendidos en la naturaleza y con un mayor éxito evolutivo debido a su
gran amplitud de rango de supervivencia de sus especies (8). Tienen un gran potencial
de compuestos aromaticos y xenobi6ticos, presentando la capacidad de producir una
gran variedad de metabolitos, rapido crecimiento, compatibilidad con plaguicidas,
colonizar el sistema radicular de plantas, formar biopeliculas y ser manejable desde el
punto de vista genético (9). La presente investigacion determind la capacidad
antagonica del hongo Trichoderma sp. y de la bacteria Pseudomonas sp. frente al

hongo fitopatdgeno Ladiosiplodia sp.



1.1.

I. MARCO TEORICO

ANTECEDENTES DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

En los ultimos afios, la necesidad de manejar cultivos de forma eficiente y
salvaguardando el medioambiente ha llevado a investigar el uso de
microorganismos que tengan efecto antagonico frente a las diversas plagas y
enfermedades que constituyen un problema a pequefios y grandes productores
en el Peru.

Entre los microorganismos utilizados para el control bioldgico encontramos a
Trichoderma sp. que es un hongo antagonista y la bacteria Pseudomonas sp.;
ambos encontrados en diversidad de suelos y ampliamente utilizados para
controlar diversas plagas en la agricultura.

Una de las plagas méas importantes que afecta a diversos cultivos de gran interés
agroindustrial, es sin duda Lasiodiplodia sp. (10).

Este hongo fitopatdgeno causa variadas sintomatologias que incluyen la
presencia de exudados gomosos, muerte descendente en la corteza que puede
llegar hasta la raiz de planta, pudricién seca en frutos, necrosis floral, tizon,
cancros en ramas, etc. (11).

1.1.1. Antecedentes a nivel internacional.

Priya y Nagaveni (2009), en la India, probaron la eficacia de seis
especies de Trichoderma (T. viride, T. harzianum, T. pseudokoningii, T.
koningii, T. virens y T. hamatum), para inhibir el crecimiento de
Lasiodiplodia theobromae, patdégeno de la pudricion de la fruta de

Elaeocarpus munronii a través de la doble cultivo y produccién in vitro

3



de metabolitos volatiles y no volatiles. Estos aislamientos variaban en
su tasa de crecimiento, produccion de esporas y metabolitos y en
capacidad antagonista contra el patdgeno. Las seis especies mostraron
una inhibicion efectiva (> 50%) contra el patégeno en el cultivo dual.
Los aislamientos de crecimiento répido fueron mejores que los
aislamientos de crecimiento lento en la inhibicion del patdgeno por la
produccion de metabolitos no volatiles, ya que los aislamientos de
crecimiento lento inhibieron significativamente al patdgeno mediante la
produccion de metabolitos mas volatiles. T. virens y T. hamatum fueron
eficaces en la inhibicion del patégeno tanto en el cultivo dual como en
la produccion de metabolitos volatiles y T. pseudokoningii fue el
inhibidor efectivo del patégeno a través de la produccién de metabolitos
no volatiles. Por lo tanto, la tasa de crecimiento y la produccion de
esporas son factores cruciales que intervienen en la determinacion de la
capacidad antagénica de las especies Trichoderma contra

L. theobromae (12).

Plata (2010), en Meéxico, aisl6 seis cepas nativas de
Trichoderma spp. en vifiedos de la region vitivinicola de la Costa de
Ensenada. Todas las cepas fueron capaces de inhibir el crecimiento de
D. seriata, F. australe, N. vitifusiforme, D. corticola y L. theobromae,
en menor o mayor grado. La menor inhibicion del crecimiento hacia los
patogenos probados se observd en la cepa SACH26-1 hacia

L. theobromae (13).



Coelho et al. (2011), evaluaron en Brasil el potencial antagénico de
aislados del agente de biocontrol Trichoderma sp. con respecto a
Lasiodiplodia sp. y Fusarium sp., para ello se usaron dos cepas de
Trichoderma sp. En la primera evaluacion, después de 5 dias, se observé
el control de crecimiento micelial de Lasiodiplodia sp. y Fusarium sp.,
de 50 a 80%, en presencia de Trichoderma sp. en relacion a los testigos

(14).

Latha et al. (2011), en la India, examinaron aislados de agentes de
biocontrol fangico y bacteriano de manera individual contra
Lasiodiplodia theobromae in vitro. Entre los antagonistas fingicos
(Trichoderma) y bacterianos (Pseudomonas y Bacillus) examinados
contra L. theobromae en condiciones de laboratorio, los aislados de
Trichoderma viride (Tvl), Pseudomonas fluorescens (Pfl) vy
Bacillus subtilis (Bs16) redujeron eficazmente el crecimiento micelial
del patégeno. Los estudios de compatibilidad revelaron que los
aislamientos de T. viride (Tv1), P. fluorescens (Pf1) y B. subtilis (Bs16)
eran compatibles entre si y también con enmiendas organicas y

micronutrientes (15).

Nieblas (2012), en Estados Unidos-Baja California, evaluo el efecto
in vitro de ocho aislados nativos de Trichoderma spp. sobre tres aislados
de L. theobromae en donde encontro un efecto antagdnico similar hacia
el patodgeno por las ocho Trichodermas evaluadas. Tambien evaluo la

sensibilidad de cinco Trichoderma spp. ante fungicidas. Concluye que



1.1.2.

T. gamsii T6 tiene potencial para ser utilizada en el control bioldgico de

L. theobromae (16).

Bhadra et al. (2014), en la Republica Popular de Banglades,
encontraron la eficacia de cepas de Trichoderma viride sobre
Lasiodiplodia theobromae realizando experimentos en donde evaluaron
la bio-eficacia de cuatro especies de Trichoderma, a saber. Trichoderma
harzianum, T. koningii, T. viride (cepa verde), T. viride (cepa amarilla)
contra el patdgeno Lasiodiplodia theobromae. T. koningii y T. viride
mostraron una inhibicion maxima en el control de los patdgenos, de
estos dos fue el segundo quien tuvo mas eficacia frente a Lasiodiplodia

theobromae (17).

Antecedentes a nivel nacional.

Rodriguez y Veneros (2011), en Trujillo, investigaron el efecto
antagénico de Trichoderma harzianum Rifai sobre los hongos patdgenos
de frutos de postcosecha de papaya. Los hongos fitopatdgenos
determinados fueron: Rhizopus nigricans Ehr., Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Sacc. Alternaria alternata (Fr.) Keissl,
Stemphylium lycopersici (Enjoji) W. Yamamoto,
Fusarium oxysporum Schlecht., Lasiodiplodia theobromae (Pat.)
Griffon & Maubl. Trichoderma harzianum, demostré realizar un
efectivo control bioldgico sobre los hongos patégenos de frutos de post-

cosecha de Carica papaya “papaya” (18).



Vite (2012), en Trujillo, determin6 el efecto in vitro de
Trichoderma viride nativa sobre la germinacion y el crecimiento de
Lasiodiplodia theobromae aislado de Persea americana “palto”
concluyendo que T. viride nativa tiene un efecto antagénico tipo 1 sobre
el crecimiento de L. theobromae y, disminuye la germinacion de
Lasiodiplodia theobromae. Para ello empled la técnica de cultivo dual,
que consistio en enfrentar a T. viride con Lasiodiplodia theobromae en
agar papa dextrosa; y evaludé microscopicamente las diferentes formas
de micoparasitismo. También determiné el porcentaje de germinacion
conidial de L. theobromae frente a las conidias de T. viride nativa. Se
encontr6 que T. viride nativa presenta un antagonismo tipo 1 sobre
L. theobromae; observandose microscépicamente enrollamiento,
adherencia, deformacion de la hifa, fragmentacién, penetracion,
clamidosporas, vacuolizacion y estrangulamiento. En relacién a la
germinacion, T. viride disminuye la germinacion de las conidias de

L. theobromae hasta en un 46,65% (19).

Gamarra (2015), en Lima, demostro la efectividad in vitro de la accion
antagonista de Trichoderma harzianum para ejercer control sobre
Lasiodiplodia theobromae y Cladosporium herbarum, empleando el
enfrentamiento dual en placa y la metodologia propuesta en la norma
ASTM D 4445-03, la cual consiste en utilizar cinco concentraciones
diferentes de T. harzianum como controlador, probetas de madera de

congona tratadas en solucién de esporas de L. theobromae, C. herbarum



1.1.3.

y una mezcla de esporas de ambos como bloques de prueba. Los
resultados obtenidos muestran que T. harzianum genera un control
superficial en L. theobromae, extendiéndose la mancha de manera
interna en la madera. Mientras que para C. herbarum y para la mezcla
de ambos, no se muestra una diferencia significativa entre el testigo y
las concentraciones a nivel superficial (20).

Supanta et al. (2017), en Lima, realizaron pruebas de eficacia de
Trichoderma  spp. y  productos  quimicos  frente a
Lasiodiplodia theobromae (Pat.), mediante diferentes pruebas. En las
pruebas in vitro el fosfito de cobre fue el que tuvo los mejores resultados
con 100% de Porcentaje de Inhibicién de Crecimiento del Micelio
(PICM), por su parte inhibié el 45,7% de crecimiento micelial,
observandose una accion de micoparasitismo y antibiosis sobre el

patdgeno (21).
Antecedentes a nivel local.

No se cuentan con antecedentes a nivel local sobre el efecto antagdnico

de Trichoderma y Pseudomonas frente a Lasiodiplodia.

1.2. BASES TEORICAS DE LA INVESTIGACION

1.2.1.

Hongos Fitopatdgenos

Segun Agrios (2) y Urbina (22), los hongos son pequefios organismos
productores de esporas, generalmente microscépicos, eucarioticos,
ramificados y a menudo filamentosos que carecen de clorofila y que

tienen paredes celulares que contienen quitina, celulosa, o ambos
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componentes. Se considera que mas de 8000 especies de hongos
producen enfermedades en las plantas (2,22).

La determinacion de si el hongo observado es un organismo patdégeno
o saprofito se logra mediante el estudio microscdpico de su micelio, de
sus estructuras fructiferas y de sus esporas. En el caso de algunos
hongos, existen medios de cultivo nutritivos especiales que permiten
llevar a cabo su aislamiento selectivo, identificacion o promover su
esporulacion. Otros hongos requieren ser incubados bajo ciertas
condiciones de temperatura, ventilacion o luz para producir sus esporas.
No obstante, la mayoria de los hongos producen sus esporas y
estructuras fructiferas en los tejidos enfermos, cuando éstos se colocan
sobre un plastico, vidrio o “camara humeda” (2).

Lasiodiplodia

Lasiodiplodia sp. es un hongo enddfito en ciertas especies vegetales
(23), de conidias hialinas y pigmentadas, ovoides, apice redondeado y
una base truncada, las conidias pigmentadas presentan un septo y
apariencia estriada gracias a los depdsitos demelanina en su capa
externa (10). Este hongo parasito facultativo, penetra en los tejidos
vegetales por aberturas naturales, heridas generadas en épocas de
podas, insectos u otros dafios mecanicos, a temperaturas mayores de
23°C y precipitaciones medias. Sus conidias oscuras, color cafe, se
diseminan por el viento, herramientas de poda, insectos, y el ser
humano.

Las plantas afectadas se caracterizan por presentar secamiento y
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1.2.3.

necrosis de ramas terminales, observandose la muerte descendente y
defoliacion parte afectada (3). La infeccion por Lasiodiplodia sp.
puede presentarse en cualquier estadio de la planta y en todos sus
organos (24).

Taxonomicamente pertenece al Reino Mycetae, Division Eumycota,
Subdivision  Deuteromycotina, Clase = Ascomycetes, Orden
Sphaeropsidales, Familia Sphaeropsidaceae, Género Lasiodiplodia
(25).

Microorganismos Antagonistas

Frecuentemente presentes en la naturaleza y usados como métodos de
control bioldgico. Se utilizan para proteger directamente a las plantas
del ataque de los patdgenos incluyen la accion de microorganismos
antagonicos en el sitio de infeccién antes o después de que ocurra la
infeccion. (2).

Los mecanismos por los cuales los microorganismos benéficos ejercen
accion sobre los agentes fitopatdgenos ain no son completamente
conocidos (26-27). Dentro de los modos de accion de los
microorganismos antagonistas, es considerado como principal la
competencia por nutrientes y espacio entre el patdgeno y el antagonista
(28). La resistencia inducida, el parasitismo directo, la adhesion a
patdgenos y la produccion de metabolitos secundarios (antibiosis), son
otros modos de accion los cuales suprimen la actividad de los patégenos

(29).
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1.2.4.

1.2.5.

Hongos Antagonistas

Los hongos antagonistas son componentes naturales del suelo,
encontrandose en materiales vegetales en estado de descomposicion y
en numerosos suelos de uso agricola, ya que, tiene la capacidad de
adaptarse a varios ambientes (30).

Trichoderma

Es uno de los géneros mas importantes en el control de plagas ya que
acttian frente a un amplio rango de hongos fitopatdégenos, son comunes
en el suelo, principalmente en aquellos acidos y ricos en materia
organica, tienen gran facilidad para ser aislados y cultivados debido a
que se propagan en diversos sustratos y no afectan a plantas superiores.
Muchas especies del género Trichoderma se estan utilizan como agentes
de biocontrol en multiples paises, para el control de varias enfermedades
en cultivos de importancia econémica.

Trichoderma coloniza las raices, formando una capa protectora creando
una simbiosis en el que el hongo se alimenta de los exudados de las
raices protegiéndolas simultaneamente, reduciendo o eliminando las
fuentes de alimento del patogeno y se sirviendo como una barrera para
prevenir la entrada de patogenos a las raices.

Ejercen su actividad por medio de la combinacion de mecanismos como
un hiperparésito, compitiendo por nutrientes a través de la produccion
de metabolitos antifungicos y enzimas hidroliticas, adicionalmente es de
beneficio a las plantas que produce sustancias promotoras de

crecimiento celular.
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Taxondémicamente pertenece al Phylum Ascomycota, Clase
Euascomycetes, Orden Hypocreales, Familia Hypocreaceae. Es un
hongo filamentoso cuyo estado teleomorfico corresponde al hongo
Hypocrea spp. Morfoldgicamente se compone de conidias y fialides
(30).
Caracteristicas:
e Macroscdpicas:
» Colonias: De crecimiento rapido y coloracidn caracteristica en
tonalidades de color blancas — verdes y amarillo — verdosas.
Las areas con conidias se presentan con anillos concéntricos
(31,32).
Es comun que el revés de las colonias no sea coloreado, o con
tonos amarillo, ambar 6 amarillo-verde. Muchas de las especies
producen abundantes clamidosporas en cultivos sumergidos
(33).
e Microscopicas segun Barnett y Hunter, B. (32):

» Conidioforos: son erectos, hialinos, en su mayoria con un eje
principal ramificados en forma piramidal, no verticilados, que
pueden ser solitarios o en grupos.

» Conidias: Unicelulares, hialinos a verdes, lisos u ornamentados,
subglobosos, lisas, ovoides o elipsoidales, acumulados en
cabezuelas aparentemente humedas, frescas y pulverulentas
después. De conidiacion difusa o formando pustulas de color

verde.
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1.2.6.

1.2.7.

> Filides: Con forma de botella, Unicas o en grupos, verticiladas,
algunas especies con apéndices terminales en el extremo del
conidioforo, hinchadas en la region central, pero delgadas hacia

el &pice.
Las especies que se producen y que se utilizan en el control de plagas
fitopatdgenas son Trichoderma harzianum, T. viride y T virens.,

T. martiale, T. asperellum, T. lignorum. (30).
Bacterias Antagonistas

El uso de bacterias antagonistas es una manera de disminuir el dafio de
fitopatdgenos (34).

Las rizobacterias, tienen la capacidad de sintetizar metabolitos con
actividad antifingica y antibacteriana, ademéas de la formacion de
endosporas, estructuras especializadas resistentes al calor, sequedad,
congelacion, radiacion y quimicos tdxicos, siendo ello una de las
razonas por la que estan mejor adaptadas a las condiciones adversas del

medio ambiente (35).
Pseudomonas

Forma parte de las rizobacterias que cuentan con evidencia de ser
antagonistas debido a la produccion de antibidticos, la competencia por
los nutrientes y por el efecto directo que causan sobre los patdgenos
(34,36).

Las Pseudomonas son bacterias bacilos Gram-negativo de forma recta o

ligeramente curvas saprofiticas. Pueden encontrarse en ecosistemas
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acuéticos y suelos, no forman esporas. Los flagelos polares que poseen

hacen posible su movimiento activo en medios liquidos (37).

Pérez et al. (38) mencionan que “Las bacterias del género Pseudomonas
presentan gran capacidad para utilizar diversidad de nutrientes, razon
por la que se explica su ubicuidad. Su actividad enzimatica las convierte
en un grupo de microorganismos importante, debido a que son
responsables de la degradacion aerébica de muchos compuestos en

diversos ecosistemas.

La efectividad de cepas de Pseudomonas con actividad antagonista,
frente a fitopatdgenos que afectan a cultivos de importancia econémica,
fue informada con anterioridad por otros autores. Este género bacteriano
constituye un excelente ejemplo de la combinacion de multiples
mecanismos a través de los cuales ejerce un efectivo control bioldgico,
incluyendo el antagonismo directo y la induccién de resistencia en la
planta. Sin embargo, Pseudomonas no tiene la capacidad de producir

esporas de resistencia.”

El género Pseudomonas esta compuesto por mas de 100 especies, las
cuales fueron divididas por analisis de secuencias multilocus (MLSA-
multilocus sequence analysis) en nueve grupos mayoritarios:
Pseudomonas fluorescens Migula, Pseudomonas syringae Van Hall,
Pseudomonas lutea Peix, Pseudomonas putida Trevisan, Pseudomonas
anguilliseptica Mlakabayashi y Egusa, Pseudomonas straminea lizuka

y Komagata, Pseudomonas aeruginosa Schroeter,
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Pseudomonas oleovorans Lee y Chandlery,
Pseudomonas stutzeri Lehmannand Neumann (39).

Taxondémicamente pertenece al reino Bacteria, Phylum Proteobacteria,
Clase =~ Gammapreobacteria, Orden  Pseudomonales, familia

Pseudomonales y Género Pseudomonas.

1.3. MARCO CONCEPTUAL

1.3.1.

1.3.2.

1.3.3.

1.34.

Aislamiento

Es la separacion de un determinado microorganismo del resto que le
acompafian. Técnicas usadas en el laboratorio de microbiologia para la
transferencia de un microorganismo de un ambiente a otro con la
finalidad de inducir su crecimiento para su identificacion (40).
Antagonismo

El antagonismo microbiano se define como la capacidad de un
microorganismo para inhibir el desarrollo de otros microorganismos
(41)

Fitopatdgeno

Causantes de enfermedades de las plantas, pueden ser virus,
fitoplasmas, espiroplasmas, bacterias, hongos y nematodos (42).
Identificacion parcial

Identificacion preliminar que consiste en el estudio visual del aspecto
de las colonias, como la morfologia, elevacion, bordes, tamafio, color y
otras caracteristicas; su comportamiento frente a distintos sustratos
incorporados al medio de cultivo y posteriormente, el estudio del

comportamiento metabolico mediante pruebas bioquimicas como la
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1.3.5.

1.3.6.

utilizacion de diversas fuentes orgénicas e inorgéanicas con la
produccion de sustancias detectables por reacciones directas e
indirectas (43).

Se considera parcial porque soélo se lleg6 a identificar hasta el género.
Inhibicién de crecimiento micelial

Es lareduccion del crecimiento microbiano o causa de una disminucion
del nimero de organismos presentes, o de alteraciones en el entorno
microbiano (37).

Microorganismos antagonistas

Son microorganismos con la capacidad de ejercer efecto de control
bioldgico sobre diferentes patdgenos de interés, se han empleado para

controlar diversas enfermedades en frutos y vegetales (44-45).
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2.1.

Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

SITUACION PROBLEMATICA

Se conoce que el uso de hongos y bacterias antagonistas en los cultivos han
tenido grandes resultados al ser efectivos para el control de plagas y
enfermedades sin afectar al medio ambiente. La utilizacion de éstos en la
agricultura, se trata de un método que emplea organismos vivos con el
objetivo de limitar las poblaciones de otro organismo como una alternativa

al empleo de los productos quimicos (5).

En la mayoria de los estudios de biocontrol es aplicado un solo agente
biocontrolador. Sin embargo, se ha sefialado que se requiere evaluar el efecto
de varios antagonistas combinados para asegurar un control adecuado de la
enfermedad, disminuyendo dosis y minimizando el empleo de productos
sintéticos, considerando ademas que el uso de aditivos mejora el efecto de
los microorganismos antagonistas.

El Per( es un pais agroexportador que en los Gltimos afios ha mostrado un
predominante uso de productos agroquimicos para el manejo de los cultivos,
causando efectos negativos en el medioambiente, contaminando los suelos,
el aire y el agua, y afectando también la salud de las personas.

Una de las enfermedades que atacan a los cultivos de importancia para la
agroexportacion, es la muerte regresiva en palto, mango, vid, arandano y
otros cultivos, causada por el hongo Lasiodiplodia sp., por lo que se plantea

utilizar microorganismos antagonistas como los géneros Trichoderma y
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2.2.

Pseudomonas frente a este fitopatdgeno por su capacidad de control y de

minimizar los efectos secundarios en el medioambiente, siendo ésta, la

contribucion de la presente investigacion.

FORMULACION DEL PROBLEMA.

2.2.1.

2.2.2.

Problema General

¢Existe efecto antagonico in vitro de Trichoderma sp. y
Pseudomonas sp. frente a Lasiodiplodia sp. en Ica, agosto 2017 —
enero 2018?

Problemas Especificos

P.E.1. (Es posible el aislamiento e identificacion parcial de
Trichoderma sp. y Pseudomonas sp. de suelos de cultivo
agricola de la provincia de Ica y Ayacucho, agosto 2017 —

enero 20187

P.E.2. ¢ Existe efecto antagdnico in vitro de Trichoderma sp. frente a
Lasiodiplodia sp. en Ica, agosto 2017 — enero 2018?

P.E.3. ;Existe efecto antagdnico in vitro de Pseudomonas sp. frente
a Lasiodiplodia sp. en Ica, agosto 2017 — enero 2018?

P.E.4. ;Existe efecto antag6nico in vitro al combinar una cepa de
Trichoderma sp. y Pseudomonas sp. frente a
Lasiodiplodia sp. en Ica, agosto 2017 — enero 2018?

P.E.5. ¢Existe diferencia significativa entre los tratamientos de efecto
antagoénico in vitro frente a Lasiodiplodia sp. en Ica, agosto

2017 —enero 20187
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2.3.

DELIMITACION DEL PROBLEMA

2.3.1.

2.3.2.

2.3.3.

2.34.

Delimitacion espacial o geogréfica

Las muestras son procedentes de los suelos de cultivo agricola de la
provincia de Ica y la provincia de Ayacucho. Se realizaron los
procedimientos experimentales en el laboratorio agricola de El Centro
de Innovacion  Productiva 'y Transferencia  TecnolGgica
Agroindustrial, CITEagroindustrial — ICA.

Delimitacion temporal

El desarrollo de esta investigacion se llevé a cabo en un periodo de 6
meses comprendidos en el periodo de agosto 2017 a enero del 2018.

Delimitacion social

La presente investigacion beneficiara a pequefios y grandes
productores en el manejo de sus cultivos, asi como en la reduccion de
los efectos negativos que causan los agroquimicos en el
medioambiente y la salud de las personas.

Delimitacion conceptual

La investigacion se enfoca en el aislamiento y enfrentamiento
antagonico de dos microorganismos; el hongo Trichoderma y la
bacteria Pseudomonas, que se utilizaran para combatir al hongo

fitopatogeno Lasiodiplodia sp.
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2.4.

JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION

24.1.

24.2.

JUSTIFICACION

Las enfermedades causadas por Lasiodiplodia sp. se perciben en
diversos cultivos alrededor del mundo, afectando a pequefios y grandes
productores. A lo largo de los afios, se han investigado y evaluado
distintos métodos de control bioldgicos, que sean efectivos y que, a su
vez, no comprometan el medio ambiente. Regularmente, se emplea un
solo microorganismo antagonista, sin embargo, se requiere evaluar si el
efecto de combinar dos antagonistas 0 mas muestran mayor efectividad
frente a una 0 mas enfermedades, disminuyendo asi las dosis y
minimizando el empleo de productos quimicos. Actualmente existen
diversos productos biolégicos cuya composicion son hongos y bacterias
para combatir diversas enfermedades. El aislamiento de cepas nativas
en nuestro pais motiva la creacion y desarrollo de empresas
especializadas en la produccion y comercializacion de nuevos
productos bioldgicos. Por lo que, es necesario encontrar cepas nativas
que cuenten con la misma capacidad antagonica que las cepas
comerciales actualmente a la venta, de tal manera que puedan ser de

utilidad en la misma region del cual fueron aisladas.

IMPORTANCIA

La importancia de esta investigacion esta orientada a la busqueda de
nuevos microorganismos antagonistas como biocontroladores que

puedan inhibir el desarrollo del fitopatogeno Lasiodiplodia sp.
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2.5.

causante de pérdidas econdmicas en el sector agricola. El uso de
biocontroladores genera un menor gasto en su uso y contribuye a la
proteccion del medio ambiente, ya que no elimina la microbiota
autdctona del suelo a diferencia de insumos quimicos utilizados. Los
resultados de la presente investigacion podran ser difundidos
aportando nuevos conocimientos de libre acceso a la comunidad
cientifica, quienes se veran beneficiados y motivados a realizar mas
investigaciones sobre controladores biol6gicos y su efectividad frente
a Lasiodiplodia sp. y otros fitopatdgenos. Se dard importancia a
realizar aislamientos de cultivos autdctonos del Perd, obteniendo
cepas nativas; de esta manera se ayudard a promover, implementar y
desarrollar nuevas estrategias de actuacion frente a plagas y

enfermedades con microorganismos propios de nuestro pais.

OBJETIVOS DE INVESTIGACION.

2.5.1.

2.5.2.

OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto antagénico in vitro de Trichoderma sp. y
Pseudomonas sp. frente a Lasiodiplodia sp., Ica, agosto 2017 - enero
2018.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
O.E.1. Aislar e identificar parcialmente cepas de Trichoderma sp. y
Pseudomonas sp. de diversos suelos de cultivo agricola de la provincia
de Icay Ayacucho, agosto 2017 - enero 2018.
O.E.2. Determinar el efecto antagonico in vitro de Trichoderma sp.

frente a Lasiodiplodia sp., Ica, agosto 2017 - enero 2018.
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O.E.3. Determinar el efecto antagonico in vitro de Pseudomonas sp.

frente a Lasiodiplodia sp., Ica, agosto 2017 - enero 2018.

O.E.4. Determinar el efecto antagonico in vitro al combinar una cepa
aislada de Trichoderma sp. y Pseudomonas sp. frente a

Lasiodiplodia sp., Ica, agosto 2017 - enero 2018.

O.E.5. Determinar si existe diferencia significativa entre los
tratamientos de efecto antagdnico in vitro frente a Lasiodiplodia sp.,

Ica, agosto 2017 - enero 2018.

2.6. HIPOTESIS DE INVESTIGACION.

2.6.1.

2.6.2.

HIPOTESIS GENERAL

Trichoderma sp. y Pseudomonas sp. presentan efecto antagonico

in vitro frente a Lasiodiplodia sp., Ica, agosto 2017 - enero 2018.
HIPOTESIS ESPECIFICAS

H.E.1. Las cepas de Trichoderma sp. y Pseudomonas sp. son aisladas e
identificadas parcialmente, encontrandose presentes en los suelos de
cultivos agricolas de la provincia de Ica y Ayacucho, agosto 2017 -

enero 2018.

H.E.2. Las cepas de Trichoderma sp. presentan efecto antagonico

in vitro frente a Lasiodiplodia sp., Ica, agosto 2017 - enero 2018.

H.E.3. Las cepas de Pseudomonas sp. presentan efecto antagénico

in vitro frente a Lasiodiplodia sp., Ica, agosto 2017 - enero 2018.
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H.E.4. La combinacion de una cepa aislada de Trichoderma sp. y
Pseudomonas sp. presenta efecto antagdnico in vitro frente a

Lasiodiplodia sp., Ica, agosto 2017 - enero 2018.

H.E.5. Existe diferencia significativa entre los tratamientos de efecto
antagoénico in vitro realizados frente a Lasiodiplodia sp., Ica, agosto

2017 - enero 2018.
2.7. VARIABLES DE INVESTIGACION.
2.7.1. IDENTIFICACION DE VARIABLES

Variable independiente: Efecto antagonico in vitro de cepas de

Trichoderma sp. y Pseudomonas sp.

Variable dependiente: Lasiodiplodia sp.
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2.7.2. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLES

DIMENSIONES

INDICADORES

V.1. INDEPENDIENTE
Efecto antag6nico in vitro de
cepas de Trichoderma sp. y
Pseudomonas sp.

D.G

1.G

Determinar el efecto antagonico de Trichoderma sp y
Pseudomonas sp frente a Lasiodiplodia sp. y
determinar el mejor tratamiento.

Observacion macroscopica y microscopica segun
Barnett y Hunter (32) y Akintui et al. (46) segun el
manual de Bergey. Medicion de inhibicion de
crecimiento micelial expresado en cm.

D.E

IL.LE

D.E.1. Aislar e identificar cepas de Trichoderma sp. y
Pseudomonas sp entre los microorganismos presentes en
los suelos de cultivos agricolas de la provincia de Ica y
Ayacucho.

I.E.1. Observacion macroscépica y microscopica de
Trichoderma segln Barnett y Hunter (32) y
Pseudomonas, por Akintui et al. (46) segun el manual
de Bergey.

D.E.2. Determinar el efecto antagonico de
Trichoderma sp frente a Lasiodiplodia sp. y determinar
cudl es el mejor tratamiento.

I.E.2. Medicion de inhibicién de crecimiento micelial
expresado en cm. y andlisis de varianza.

V.2. DEPENDIENTE
Lasiodiplodia sp.

D.E.3. Determinar el efecto antagonico de
Pseudomonas sp frente a Lasiodiplodia sp. y determinar
cudl es el mejor tratamiento.

1.E.3. Medicién de inhibicion de crecimiento micelial
expresado en cm. y andlisis de varianza.

D.E.4. Determinar el efecto antagdnico de Trichoderma sp
y Pseudomonas sp frente a Lasiodiplodia sp.

I.E.4. Medicion de inhibicién de crecimiento micelial
expresado en cm. y andlisis de varianza.

H.E.5. Determinar el mejor tratamiento de -efecto
antagonico in vitro realizado frente a Lasiodiplodia sp.

I.E.5. Andlisis de varianza y Comparativo de Duncan.
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3.1.

3.2.

I1l. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

TIPO, NIVEL Y DISENO DE INVESTIGACION.

3.1.1.

3.1.2.

3.1.3.

TIPO DE INVESTIGACION:

BASICA: Busca determinar el efecto antagonico in vitro de
Trichoderma sp. y Pseudomonas sp. frente a Lasiodiplodia sp. en la
provincia de Ica.

NIVEL DE INVESTIGACION

DESCRIPTIVO: Los investigadores aislan, identifican y evalUan
in vitro si existe efecto antagonico de Trichoderma sp. y
Pseudomonas sp. frente a Lasiodiplodia sp. en la provincia de Ica.
DISENO DE INVESTIGACION

EXPERIMENTAL.: Se investiga in vitro si existe efecto antagénico
de las cepas de Trichoderma sp. y Pseudomonas sp. frente a
Lasiodiplodia sp. en la provincia de Ica, aplicando diferentes

tratamientos.

POBLACION Y MUESTRA MATERIA DE INVESTIGACION.

3.2.1.

POBLACION DE ESTUDIO

Cepas nativas de Trichoderma sp. y Pseudomonas sp. aisladas de suelos
de cultivo agricola y cepa de Lasiodiplodia sp. donada por la facultad
de Agronomia de la Universidad Nacional San Luis Gonzaga de Ica que

fue preservada en refrigeracion.
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3.2.2. MUESTRA DE ESTUDIO
La muestra para el presente trabajo de investigacion es universal. Es
decir, se consideraron el total de cepas obtenidas descritas

anteriormente.
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IV. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE INVESTIGACION

4.1. TECNICAS DE RECOLECCION DE DATOS.

4.1.1. MATERIALES

4.1.1.1. Cepas fungicas

a. Cepa comercial de Trichoderma viride nombrada como:
CCBLA103, donada de la coleccion de cepas del
proyecto UVASANA del CITEagroindustrial Ica

(Figura 1).

b. Cepa de Lasiodiplodia sp. nombrada como: LS-2817,
perteneciente al cepario de la Facultad de Agronomia de
la Universidad Nacional San Luis Gonzaga de Ica

(Figura 2).

4.1.1.2.  Suelos de cultivos agricolas.

4.1.2. METODOS
4.1.2.1. Aislamiento e identificacion parcial de cepas de
Trichoderma
4.1.2.1.1. Aislamiento en muestras de suelo
Se colectaron 8 muestras de suelos de cultivo
agricola de Ica (vid) y Ayacucho (habas), sin
antecedentes de aplicaciones de insecticidas

quimicos. Los datos de las muestras fueron
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recogidos en las fichas de muestreo de suelo
agricola para el aislamiento de Trichoderma sp.

(Figura 3).

En cada punto de muestreo, se realizaron
excavaciones de 30 cm de profundidad cercanas a
la raiz de la planta con ayuda de una pala limpia,
libre de Oxido y agroquimicos. EI muestreo fue
realizado al azar, iniciando de una esquina de la
parcela y avanzando hacia la parte contraria en
forma diagonal tratando de cubrir todo el campo.
En total fueron 5 puntos de muestreo por cada
parcela, de cada punto se obtuvieron submuestras
de un volumen similar (200 g aprox.); las que
fueron homogenizadas a la vez que se procedian a
desmenuzar los terrones; el peso de cada bolsa
muestreada fue de 1 kg en total, el cual fue
rotulado segun la procedencia, fecha y hora;
posteriormente fueron llevadas al laboratorio para

su proceso (47).

Todas las bolsas con muestras de 1 kg fueron
homogenizadas y cernidas en tamices Endecotts
LTD de 18 mm de apertura, de tal manera que se

pudo eliminar todo residuo presente en el suelo. Se
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41.2.1.2.

pesd 10 g de cada muestra en envases descartables
en una balanza analitica.

Dentro de la cabina de flujo laminar, se agrego la
muestra de suelo de 10 g a 90 mL de caldo
peptonado, obteniéndose la diluciéon 10, luego,
con ayuda de una micropipeta se llevé 1 mL de
esta dilucion a un tubo con 9 mL de caldo
peptonado y asi sucesivamente hasta obtener la
dilucion 107°. Se sembrd por superficie a partir de
la dilucion 102 en placas Petri con medio de
cultivo PDA para el crecimiento de hongos, al cual
se le afiadi6 cloranfenicol para evitar el
crecimiento de bacterias. Se colocaron las placas
en una incubadora a 25°C de temperatura por 3
dias (48) (Figura 4, Figura5a., b.y c).

Se seleccionaron colonias con caracteristicas
macroscopicas de Trichoderma para su posterior
identificacion.

Aislamiento colocando trampas de arroz

Se colectaron también 20 muestras de trampas de
arroz, colocadas en suelo de cultivo de vid y en el
bosque relicto de huarango del CITEagroindustrial
Ica. Los datos de las muestras fueron recogidos en

las fichas de muestreo de trampa de arroz en suelo
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agricola para el aislamiento de Trichoderma sp.
(Figura 6).
Para el colocado de trampas de arroz se procedio

con el siguiente protocolo:
a. Selavo 1,5 kg de arroz con agua corriente.

b. Se colocd en wuna olla previamente
desinfectada, el arroz lavado, se afiadié agua
en proporcion 1:1, y se llevdo a fuego

moderado hasta la pre-coccion del arroz.

c. Se elaboraron los envases trampa, usando
vasos de plastico de ¥4 kg y tela tul cortada en
base a los vasos, estos fueron usados como

cubierta.

d. Se coloco el arroz pre-cocido en los envases
de plastico dejando unos 5 cm de espacio para
favorecer el crecimiento del micelio, paso
seguido se colocé como cubierta la tela tul y
Se aseguraron con cinta masking tape de 1" x

40 m.

e. Unavez listas las trampas de arroz se llevaron
a campo para colocarlos en el cultivo
realizando el mismo procedimiento de latoma

de muestras de suelo.
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41.2.1.3.

f.  Transcurridos 5 dias, se colectaron las
trampas y se llevaron al laboratorio para su
proceso (49).

Se observo el crecimiento de colonias en la

superficie del sustrato, sospechandose la presencia

de Trichoderma debido a la aparicion del
crecimiento de algunas colonias de color blanco
verdoso a verde amarillento. Con ayuda de una
pinza previamente desinfectada se separaron las
pequefias porciones de colonias con caracteristicas
de Trichoderma en envases de plastico para su

posterior identificacion (Figura 7 y Figura 8 a., b.

y C.).

Identificacion parcial de las cepas de

Trichoderma

Con ayuda del asa bacterioldgica se tomd una

asada del micelio en cuestion hacia una placa Petri

con medio de cultivo PDA,; se incub0 por 3 dias a

una temperatura de 25°C (Figura 9).

Se observaron las caracteristicas macroscopicas de

la colonia sembrada y con ayuda de la técnica de

la cinta scotch se corroboré las caracteristicas
microscopicas, confirmando la presencia de

Trichoderma sp. (Figura 10). Se consideraron
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41.2.2.

como colonias de Trichoderma aquellas de
morfologia  macroscopica 'y  microscopica
caracteristica, segun Barnett y Hunter (32). Se

Ileg6 a identificar sélo hasta el género (Tabla 1).

Las cepas de Trichoderma aisladas tanto de suelo como de
trampas de arroz fueron codificadas mediante letras segun

género y nimeros segun lugar de muestreo.

Una vez confirmada la identificacion del género se procedio
a realizar el aislamiento de la cepa, tomando una parte de la
coloniay sembrandola por puncién en tubos con medio PDA,
que se incubaron a 25°C por 5 dias. Posteriormente, se

refrigeraron a 9°C.

Aislamiento e identificacion parcial de cepas de

Pseudomonas
4.1.2.2.1. Aislamiento en muestras de suelo

Se colectaron 06 muestras de suelo cultivable del
distrito de Ica. Los datos de las muestras fueron
recogidos en las fichas de muestreo de suelo
agricola para el aislamiento de Pseudomonas sp.
(Figura 11).

De las muestras de suelo se realizaron diluciones
en caldo peptonado hasta 10° que fueron

sembradas por superficie en medio de cultivo
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4.1.2.22.

selectivo agar Cetrimide y se incubaron a 30°C por
48 horas (Figura 4).

Identificacién parcial de cepas de Pseudomonas
Las colonias bacterianas que crecieron en medio
Cetrimide fueron sometidas a una identificacion
parcial utilizando coloracion Gram, morfologia
microscopica caracteristica, motilidad y pruebas
bioguimicas: TSI, LIA, SIM, Citrato de Simmons
(Figura 9). Se consideraron como cepas del género
Pseudomonas  aquellas  que  presentaron
caracteristicas descritas por Akintui et al. (46)
segun el Manual de Bergey de bacteriologia
sistémica (Figura 12 y Figura 13). Se llegd a

identificar solo hasta el género (Tabla 2).

Las cepas de Pseudomonas aisladas fueron codificadas

mediante letras segin el género y nimeros segin lugar de

muestreo.

Una vez confirmada la identificacion del género se procedio

a realizar el aislamiento de la cepa, tomando una parte de la

colonia y sembrandola por agotamiento y estria en placas

Petri con medio Cetrimide, que se incubaron a 30°C por 48

horas. Posteriormente, se refrigeraron a 9°C.
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4.1.2.3.

4.1.2.4.

4.1.25.

Reactivacion de la cepa de Lasiodiplodia sp.

La cepa de Lasiodiplodia sp., conservada en agar PDA en
refrigeracion, fue sembrada por puntura en placas Petri con
medio de cultivo PDAy se colocaron en la incubadoraa 25°C
por 7 dias en oscuridad. Posteriormente, se llevaron a la
camara de cultivo Fitotron a la misma temperatura y bajo
condiciones de luz por un periodo de 10 dias, para estimular

la formacion de picnidios.
Reactivacion de la cepa de Trichoderma viride

La cepa de Trichoderma viride, conservada en agar PDA a
temperatura ambiente, fue sembrada por puntura en placas
Petri con medio de cultivo PDA y se colocaron en la

incubadora a 25°C por 7 dias.

Ensayos de enfrentamiento antagdénico segun
Bhadra et al., 2014 modificado por Navarrete y Tello,

2018

Para evaluar el enfrentamiento antagénico de las cepas
aisladas de Trichoderma y Pseudomonas frente al hongo
fitopatdgeno Lasiodiplodia sp. se empled la técnica de
cultivo dual para observar la inhibicion de crecimiento radial
que consiste en colocar un disco con el antagonista y en el
extremo opuesto un disco de Lasiodiplodia sp., ambos discos

de 0,5 cm. y posicionados al borde de la placa Petri:
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41.25.1.

41.25.2.

Enfrentamientos antagonicos de
Trichoderma sp. frente a Lasiodiplodia sp.

Se evalud la actividad antagénica de 6 cepas de
Trichoderma sp. y Lasiodiplodia sp. obtenidas del
aislamiento de suelo de cultivos y trampas de
arroz. Se reactivaron las 6 cepas en placas con
medio de cultivo PDA a 25°C por 7 dias y se
realiz6 el procedimiento antagénico. Para el
enfrentamiento antagdnico se utilizé agar PDA, se
realizaron 5 repeticiones y se incubaron a 25°C por
un periodo de 20 dias (Figura 14, Figura 15).

Para los monitoreos, se midieron cada 24 horas los
halos de crecimiento de ambos microorganismos
con ayuda de una regla milimetrada (Figura 16 y
Figura 17). Pasado el tiempo de monitoreo, se
eligio la cepa con mejor actividad antagénica de
acuerdo a los datos obtenidos  del
crecimiento (cm.) del antagonista (Tabla 3).

Enfrentamientos antagonicos de
Pseudomonas sp. frente a Lasiodiplodia sp.

Se evalud la actividad antagonica de 6 cepas de
Pseudomonas sp. obtenidas del aislamiento de
suelo de cultivos. Se reactivaron las 6 cepas en

placas con medio de cultivo agar Cetrimide a 30°C
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4.1.253.

por 48 horas. Para el enfrentamiento antagonico se
usé el medio de cultivo PDA mas medio de cultivo
agar Nutritivo. Se realizaron 5 repeticiones y se
incubaron por 3 dias a 28°C con el fin de brindar
una temperatura de crecimiento tanto a la bacteria
como al hongo patoégeno (Figura 14, Figura 15).
Los monitoreos fueron realizados cada 24 horas
midiendo los halos de cada microorganismo con la
ayuda de una regla milimetrada (Figura 16).
Pasado el tiempo de monitoreo, se eligid la cepa
con mejor actividad antagdnica de acuerdo a los
datos obtenidos del crecimiento (cm.) del
antagonista (Tabla 4).

Enfrentamientos antag6nicos conjuntos de
Trichoderma sp. (T1) y Pseudomonas sp. (P2)
frente a Lasiodiplodia sp.

Se realizaron pruebas de compatibilidad para
detectar la inhibicion de crecimiento entre los
microorganismos antagonistas elegidos, para ello,
se coloco un disco de Trichoderma sp. (T1) alcm
del borde de la placa, del lado opuesto, se colocd
un disco de Pseudomonas sp. (P2) a1 cm del borde
la placa, se incub6 a 28°C por 4 dias.

Posteriormente, se evidencio la compatibilidad al

36



observarse la ausencia del halo de inhibicion entre
los microorganismos antagonistas.

Luego de detectar la compatibilidad entre los
antagonistas, se evalud la actividad antagdnica de
las cepas ganadoras de Trichoderma sp (T1). y
Pseudomonas sp. (P2) enfrentandolas en conjunto
a Lasiodiplodia sp. Para ello se reactivaron las
cepas en placas con medio de cultivo PDA para la
cepa Trichoderma sp. (T1) a 25°C y agar
Cetrimide para la cepa de Pseudomonas sp. (P2) a
30°C por 5 dias y 48 horas respectivamente. Se
realizd6 el enfrentamiento en cultivo dual,
colocando un disco micelial del patégeno
Lasiodiplodia sp. de 7 dias de incubacion y en el
lado opuesto un disco de papel filtro lento de 0,5
cm de diametro al que se adiciond 1,5 pl del
antagonista fangico (Trichoderma sp. a 73 x 10°)
y 15 pul del antagonista bacteriano
(Pseudomonas sp. 11 x 10%), para el control
positivo se realizo el mismo procedimiento
empleando 1,5 pl de la cepa comercial de
Trichoderma viride (10 x 108).

Para las concentraciones de los antagonistas, se

procedio a realizar el siguiente procedimiento:
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e Para las concentraciones de los hongos

antagonistas, se obtuvo una suspension de
conidias de las placas esporuladas por 7 dias de
las cepas: Trichoderma sp. (T1) elegida en el
primer ensayo y la cepa comercial de
Trichoderma viride, a las que se agregaron
1 mL de Tween 80 al 0,1% y con ayuda de la
espatula de Drigalski se llevé el contenido en
un tubo Falcon estéril. Se realizaron cuatro
diluciones de las suspensiones, luego se
procedio al conteo de conidias con ayuda de la
camara de Neubauer en 5 cuadrantes
(4 cuadrantes ubicados en las esquinasy 1 en el
centro) del cuadrante medio central; terminado
el conteo se realiz6 el calculo respectivo
(Figura 18 y Figura 19).

Para la concentracion de la bacteria antagonista,
se procedio a reactivar la cepa elegida de
Pseudomonas sp. (P2) del segundo ensayo y se
Ilevo una asada a un tubo con caldo nutritivo,
posteriormente, se incubd a 30°C por 48 horas.
Trascurrido el tiempo de incubacion se
realizaron 4 diluciones en solucion salina
fisioldgica, se realizo el conteo en la camara de
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Neubauer con la misma metodologia usada en
para el conteo de conidias y UFC se realiz0 el
calculo respectivo.

Para hallar la concentracion de los antagonistas se

utilizo la férmula del recuento directo de conidias

(6):

N° conidias o UFC/mL=x.5.10%.1D

Donde:

5= N° de cuadrados contados en el cuadrante
central.

X = Promedio de conidias contadas.

ID= Inversa de la dilucion empleada.

Se realizaron 5 repeticiones de cada tratamiento,
los que fueron incubados a 28°C por un periodo de
20 dias para los tratamientos 1, 2, C-y C+,y 2 dias
para el tratamiento 3 (Figura 15, Figura 18).

Los monitoreos se realizaron cada 24 horas,
midiendo los halos de crecimiento del tratamiento
como del fitopatdogeno con ayuda de una regla
milimetrada (Tabla 5, Figura 16, Figura 20 y

Figura 21).
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4.2.

INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS.

4.2.1. Fichas de toma de muestras

4.2.2.

En la fase de campo los datos de las muestras fueron recogidos en las
fichas de muestreo de suelo agricola para el aislamiento de
Trichoderma sp. (Figura 3), fichas de muestreo de trampas de arroz para
el aislamiento de Trichoderma sp. (Figura 6) y fichas de muestreo de

suelo agricola para el aislamiento de Pseudomonas sp. (Figura 11).
Disefio experimental — Técnica de cultivos duales

En fase de laboratorio para la recoleccion de datos de los
enfrentamientos se utilizaron los disefios experimentales, en base a la
técnica de cultivos duales de los siguientes tratamientos y repeticiones

descritos a continuacion:

Para el ensayo del enfrentamiento de Trichoderma frente a
Lasiodiplodia sp. se realizaron 6 tratamientos, cada uno con 5

repeticiones.

TRATAMIENTO CLAVE DESCRIPCION
) Cepa de Trichoderma sp. 1 frente a
Tratamiento 1 T1 Lasiodiplodia sp.
Cepa de Trichoderma sp. 2 frente a
Tratamiento 2 T2 Lasiodiplodia sp.
) Cepa de Trichoderma sp. 3 frente a
Tratamiento 3 T3 Lasiodiplodia sp.
Cepa de Trichoderma sp. 4 frente a
Tratamiento 4 T4

Lasiodiplodia sp.
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) Cepa de Trichoderma sp. 5 frente a
Tratamiento 5 T5 Lasiodiplodia sp.
Cepa de Trichoderma sp. 6 frente a

Tratamiento 6 T6  Lasiodiplodia sp.

Cepa de Lasiodiplodia sp.
Control negativo C- Cepas de Trichoderma sp. 1, 2, 3, 4,
5Yy6.

Para el ensayo del enfrentamiento de Pseudomonas frente a
Lasiodiplodia sp. se realizaron 6 tratamientos, cada uno con 5

repeticiones.

TRATAMIENTO CLAVE DESCRIPCION
Cepa de Pseudomonas sp. 1 frente a

Tratamiento 1 P1 Lasiodiplodia sp.
) Cepa de Pseudomonas sp. 2 frente a
Tratamiento 2 P2 Lasiodiplodia sp.
) Cepa de Pseudomonas sp. 3 frente a
Tratamiento 3 P3 Lasiodiplodia sp.
) Cepa de Pseudomonas sp. 4 frente a
Tratamiento 4 P4 LaSiOdip|0dia sp.
) Cepa de Pseudomonas sp. 5 frente a
Tratamiento 5 P5 Lasiodiplodia sp.
) Cepa de Pseudomonas sp. 6 frente a
Tratamiento 6 P6 LaSiOdip|0dia sp.
Cepa de Lasiodiplodia sp.
Control negativo C- Cepas de Pseudomonas Sp. 1, 2, 3, 4,

5Yy6.
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Para el ensayo del enfrentamiento de Trichoderma sp vy
Pseudomonas sp. frente a Lasiodiplodia sp. se realizaron 3

tratamientos, cada uno con 5 repeticiones.

TRATAMIENTO CLAVE DESCRIPCION

Cepa de Trichoderma sp. vy

Tratamiento 1*  T1P2 Pseudomonas sp. seleccionadas
frente  a  Lasiodiplodia  sp.
(colocadas en disco).

Tratamiento 2* T1 Cepa de  Trichoderma  sp.
seleccionada frente a
Lasiodiplodia sp.

Tratamiento 3** P2 Cepa de Pseudomonas  sp.
seleccionada frente a
Lasiodiplodia sp.

Cepa de Lasiodiplodia sp.*

Cepa de Trichoderma viride*

Cepa de Trichoderma sp.*

Cepa de Pseudomonas sp.**

Cepa combinada Trichoderma sp.*
méas Pseudomonas sp.* (colocadas
en el disco).

Control negativo  C-

Cepa de Trichoderma viride frente a

Control positivo* C+ . .
Lasiodiplodia sp.

*Tratamientos incubados a 28°C por 20 dias.
** Tratamiento incubado a 28°C por 48 horas.
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43. TECNICAS DE PROCESAMIENTO DE DATOS, ANALISIS E

INTERPRETACION DE RESULTADOS.

4.3.1.

4.3.2.

TECNICAS DE PROCESAMIENTO DE DATOS

Se organizaron los datos obtenidos de Inhibicion de crecimiento radial
micelial en cm. de cada una de las 6 cepas aisladas de Trichoderma sp.
y Pseudomonas sp. respectivamente para poder elegir la mejor cepa de
acuerdo a los siguientes criterios de los investigadores:

e Mayor medida de Inhibicidn de crecimiento radial micelial en cm.

e Mejores caracteristicas de crecimiento.

Los datos obtenidos se ingresaron a una tabla de doble entrada en
Microsoft Excel considerando los tratamientos y repeticiones de cada

ensayo.

REPETICIONES

TRATAMIENTO 1 2 3 4 5
Tratamiento 1
Tratamiento 2

ANALISIS ESTADISTICO
Se empled el software estadistico InfoStat para determinar la
distribucion normal, andlisis de varianza y la comparacion de medias de

Duncan.
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V. PRESENTACION, INTERPRETACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1. PRESENTACION E INTERPRETACION DE RESULTADOS.

Tabla 1. Aislamiento e identificacion parcial de cepas de Trichoderma sp. a partir de muestras de suelo y trampas de arroz en

cultivos de las provincias de Ica y Puquio.

) Caracteristicas Caracteristicas
GENERO Cepa Muestra Procedencia - . -
macroscépicas microscépicas
Conididforos hialinos,
T1  Suelo de cultivo de vid San Juan Bautista Colonias algodonosas de  muy ramificado, no
T2  Suelo de cultivo de vid San Juan Bautista color banco verdoso y verticilado, fialides
. . . tonalidades amarillas unitarias o en grupos,
T3  Suelo de cultivo de vid Ocucaje
Trichoderma formando anilllos conidia (fialospora)
T4 Trampa de arroz de cultivo de vid Ica concéntricos, revés hialina, con formas
T5 Trampa de arroz de bosque relicto de |Ca incoloro. De féC” y OVOides que nacen en
huarango rapido crecimiento. pequefios grupos
T6  Suelo de cultivo de haba Puquio terminales.

44



Tabla 2. Aislamiento e identificacion parcial de cepas de Pseudomonas sp. a partir de muestras de suelo cultivable del distrito de Ica.

GENERO Cepa Muestra Procedencia Caracter!st'lcas Ca'racter}st'lcas TSI LIA  SIM Cl_trato de
macroscopicas microscopicas Simmons
py  Sulodecultvode KIK-H- KIKIH- + +
platano
i En medio selectivo
pp ~ Suelodecultivode - _ KK~ KIKIH-  + ¥
vid Agar Cetrimide las Bacilos Gram
Suelo de cultivo de colonias se negativos, con gran
P P3 . Ica . K/K/-I- KIK/-/- + +
seudomonas higuera presentan de color motilidad en
Suelo de cultivo de . verde cremoso con preparado en fresco.
P4 _ud wiv Ocucaje prep KIKI--  KIKI-- + +
vi bordes irregulares.
ps  oulodeculvode KIKH-  KIKIH- +
noni
P6 Suelo de chirimoya  Ica KIKI--  KIKI--  + +
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Tabla 3. Prueba comparativa de Duncan de las medias de crecimiento radial de las

cepas de Trichoderma y Lasiodiplodia sp., primer ensayo.

Medias de crecimiento Medias de crecimiento
TRATAMIENTO

) radial de Trichoderma sp. radial de Lasiodiplodia sp.
Trichoderma

(cm) (cm)®
T1 2,28 510 A
T2 2,02 470 A
T3 2,04 4,60 A
T4 2,18 4,88 A
T5 2,10 4,80 A
T6 1,62 5,46 A
C- - 9,00 B
@ pvalor < 0,0001 Medias con letra comun no son significativamente diferentes (p < 0,01)

Tabla 4. Prueba comparativa de Duncan de las medias de crecimiento radial de las

cepas de Pseudomonas y Lasiodiplodia sp., segundo ensayo.

TRATAMIENTO Medias de crecimiento radial Medias de crecimiento radial

Pseudomonas de Pseudomonas sp. (cm) de Lasiodiplodia sp. (cm)®
P1 0,64 550 A
P2 0,41 4,80 A
P3 0,52 522 A
P4 0,42 5,28 A
P5 0,54 534 A
P6 0,72 534 A
C- - 7,00 B
@ P valor < 0,0001 Medias con letra comdn no son significativamente diferentes (p < 0,01)
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Tabla 5. Prueba comparativa de Duncan de las medias de crecimiento radial de las

cepas de Trichoderma sp. (T1) més Pseudomonas sp. (P2) (T1P2), Trichoderma sp.

(T1), Pseudomonas sp. (P2) y Trichoderma viride (C+), tercer ensayo.

Medias de crecimiento radial Medias de crecimiento radial

TRATAMIENTO

de antagonistas (cm) de Lasiodiplodia sp. (cm)®
T1P2 1,82 5,18 B
T1 2,08 486 A B
P2 0,34 8,00 C
C+ 2,79 456 A
C- - 9,00 D
@ pvalor < 0,0001 Medias con letra comdn no son significativamente diferentes (p < 0,01)

5.2.

DISCUSION DE RESULTADOS

De todas las muestras obtenidas procedentes de suelos de cultivo agricola y
trampas de arroz, se pudieron aislar e identificar 6 cepas pertenecientes al
género Trichoderma de acuerdo a las caracteristicas macroscopicas Yy
microscopicas segun Barnett y Hunter (32) y de las muestras obtenidas
procedentes de suelos de cultivo agricola, se pudieron aislar e identificar 6
cepas pertenecientes al género Pseudomonas segun las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas descritas por Akintui et al. (46) segun el
Manual de Bergey de bacteriologia sistémica, mostrando que, ambos
microorganismos fueron exitosamente aislados en los diferentes cultivos

procesados, esto afirma que las cepas de Trichoderma y Pseudomonas, se
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encuentran comunmente presentes en los suelos en forma nativa. Martinez et
al. (1), mencionan que, las especies de Trichoderma, habitan en casi todos los
suelos agricolas por su crecimiento répido, debido a la abundante produccién
de conidias y una extensa cantidad de enzimas, encontrandosela especialmente
en aquellos suelos que presentan materia orgénica y desechos vegetales en
descomposicion. Asi también Bhattacharyya y Jha (50), afirman que se ha
encontrado al género Pseudomonas como una de las bacterias colonizadoras de
la rizosfera mas ampliamente estudiadas, actuando como promotor de
crecimiento celular para las plantas.

Al evaluar las diferentes cepas de Trichoderma a los 20 dias de crecimiento, se
determina que existe efecto antagonico de las 6 cepas aisladas de suelos de
cultivo y trampas de arroz de acuerdo al P valor obtenido estadisticamente
mediante el analisis de varianza, sin embargo, la prueba comparativa de
Duncan indica que no existe diferencia significativa entre ellas.

Se observd que 5 cepas esporularon sobre su competidor Lasiodiplodia, siendo
la cepa T1 la que mostr6 un mayor efecto inhibitorio con 2,28 cm de
crecimiento radial sobre Lasiodiplodia sp. (Tabla 3) y que desarrollo
esporulacién en mayor area sobre la colonia del fitopatogeno; fue la que mostro
comportamiento morfologico resaltante al crecer sobre Lasiodiplodia sp.,
degradando lentamente a su competidor, sin embargo, la cepa T6 no mostro
esporulacién sobre el fitopatdgeno.

Trichoderma tiene la particularidad de competir frente a patégenos por recursos
limitados, como nutrientes y espacios, adicionalmente a ello realizan la

produccion de siderdforos que funcionan como elementos biostaticos. La cepa
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T1 fue obtenida de suelo de cultivo cuya parcela no recibid tratamiento quimico
meses anteriores, ademas de estar rodeada de flora acompafante que pudo
proporcionar un mejor desarrollo a esta cepa para ejercer un mayor control
frente al fitopatdgeno. Los datos resultantes obtenidos de la cepa T1 se asemeja
a lo obtenido por Supanta et al. (21), quienes reportaron un crecimiento radial
de Lasiodiplodia theobromae de 4,58 cm bajo actividad antagonica de la cepa
Trichoderma spp., mostrando asi efecto antagdnico. Adicionalmente,
reportaron la competencia por espacio Yy nutrientes ejercida por
Trichoderma spp., sin embargo, no mencionan la produccidn de esporas sobre
su competidor, lo que si fue evidenciado en la presente investigacion.

La Tabla 3 muestra un rango de crecimiento radial entre 4,60 cm y 5,46 cm en
las cepas de Lasiodiplodia sp. bajo actividad antagénica de las cepas T3y T6
respectivamente, siendo la cepa T6 la que obtuvo un menor crecimiento radial.
Esto se podria explicar debido a que un gran porcentaje de especies de
Trichoderma son eficaces en inhibir el crecimiento de diversos fitopatégenos,
Ordoriez (48) citado por Rodriguez y Veneros (18), sefialan que “T. harzianum
produce sustancias como trichodermina, dermina, sesquiterpeno, suzukacilia,
alamethicina, rochotoxina y acetaldehido, todas con propiedades antifingicas
y antibacteriales; asi como, las enzimas -1-3 glucanasas, quitinasas y celulasa,
las cuales facilitan la habilidad del antagonista para atacar un amplio rango de
fitopatogenos, ejerciendo su efecto sobre las paredes celulares”. Gracias a estos
componentes todas las cepas aisladas fueron capaces de inhibir el crecimiento
de Lasiodiplodia sp. Con respecto al rango de crecimiento, se encontraron

resultados similares en el trabajo presentado por Latha et al. (15), quienes
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probaron la eficacia de diferentes aislados de Trichoderma, siendo la cepa Tv1,
la que mostré mejor resultado con 3,22 cm de crecimiento radial de
Lasiodiplodia theobromae. Por el contrario, el rango menor de eficacia la
obtuvo Tv-Co con crecimiento radial de 6,28 cm de Lasiodiplodia theobromae,
evidenciando que el rango de eficacia de las cepas aisladas en la presente
investigacion, estan dentro de los resultados de los autores mencionados.

Los resultados obtenidos en el segundo ensayo (Tabla 4) determinaron que las
cepas de Pseudomonas aisladas en el presente trabajo mostraron efecto
antagonico sobre el hongo fitopatégeno Lasiodiplodia sp., tal como muestra la
cepa P2 que obtuvo 0,41 cm. sobre el fitopatdgeno; de acuerdo al P valor
obtenido del andlisis de varianzas, sin embargo, la prueba comparativa de
Duncan mostré que las cepas no tienen diferencia significativa entre si.

El efecto antag6nico observado fue posiblemente por medio de la produccion
de siderdforos. Esto se vio contrastado al comparar los resultados obtenidos
con Latha et al. (15), que aislaron cepas de Pseudomonas fluorescens, las
cuales, mostraron un efecto antagénico superior a las cepas evaluadas con
crecimiento radial de Lasiodiplodia theobromae en rangos de 4,2 cm a 7,2 cm.
Los P valor obtenidos del analisis de varianzas del tercer ensayo (Tabla 5)
indican que existe efecto antagonico en todos los tratamientos probados y el
comparativo de Duncan indico que si existe diferencia significativa entre los
tratamientos Trichoderma sp. (T1) méas Pseudomonas sp. (P2) (T1P2),
Pseudomonas sp. (P2) y la cepa comercial Trichoderma viride, sin embargo, la
cepa Tl es estadisticamente igual de efectiva que la cepa comercial

Trichoderma viride.
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Se observa crecimiento radial de 4,86 cm, 518 cm y 456 cm en
Lasiodiplodia sp. para los tratamientos con T1, T1P2 y el control positivo (C+)
respectivamente. En la investigacion realizada por Latha et al. (15),
combinaron 2 agentes de biocontrol compuestos por: T. viride, P. fluorescens,
enmiendas organicas y micronutrientes. Mostraron un crecimiento radial de
6,72 cm en Lasiodiplodia theobromae. Lo cual, evidencia que mezclar dos
agentes de biocontrol, disminuyen la efectividad antagonica, como en el caso

de las cepas de Trichoderma y Pseudomonas.
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6.1.

6.2.

VI. COMPROBACION DE HIPOTESIS

CONTRASTACION DE HIPOTESIS GENERAL

Se aislaron cepas de Trichodermay Pseudomonas de suelos de cultivo agricola,

todas con actividad antagonica frente a Lasiodiplodia sp., en Ica, agosto 2017

- enero 2018, por tanto, se corrobora y acepta el enunciado de la hipotesis

general indicada en la seccidn 2.6.1. de acuerdo al andlisis de varianza.

CONTRASTACION DE HIPOTESIS ESPECIFICAS

6.2.1. H.E.1l. Se aislaron e identificaron parcialmente cepas de
Trichoderma sp. y Pseudomonas sp de diversos suelos de cultivo
agricola, segun el manual de Barnett y Hunter (32) y Akintui et al. (46)
segun el Manual de Bergey, por lo que la hipotesis especifica 1 es
aceptada.

6.2.2. H.E.2. Se determina que las cepas aisladas de Trichoderma sp.
presentan efecto antagdnico in vitro frente a Lasiodiplodia sp. de
acuerdo al andlisis de varianza.

6.2.3. H.E.3. Se determina que las cepas aisladas de Pseudomonas sp.
presentan efecto antagonico in vitro frente a Lasiodiplodia sp. de
acuerdo al analisis de varianza.

6.2.4. H.E.4. Se demuestra que la combinacidn in vitro de una cepa aislada de
Trichoderma sp. (T1) mas Pseudomonas sp. (P2) presenta efecto
antagonico frente a Lasiodiplodia sp., de acuerdo al analisis de

varianza.
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6.2.5. Se demuestra que la cepa aislada de Trichoderma sp. (T1) presenta el
mismo efecto antagdnico in vitro frente a Lasiodiplodia sp., que la cepa

comercial Trichoderma viride de acuerdo al comparativo de Duncan.
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CONCLUSIONES

Se aislaron 6 cepas de Trichoderma y 6 cepas de Pseudomonas procedentes de
suelos de cultivo agricola.

De las 6 cepas aisladas de Trichoderma de los diferentes suelos de cultivo, se
determina que todas presentan efecto antagonico, siendo la cepa T1 la que mostro
mayor actividad antagénica frente al hongo fitopatdgeno Lasiodiplodia sp.
mediante el analisis de varianza, sin embargo, entre las cepas no hay diferencia
significativa.

Las 6 cepas de Pseudomonas evaluadas mostraron efecto antagonico frente al
hongo Lasiodiplodia sp. mediante el anlisis de varianza, sin embargo, entre las
cepas no hay diferencia significativa.

Los tratamientos Trichoderma sp. (T1) mas Pseudomonas sp. (P2) (T1P2),
Trichoderma sp. (T1), Pseudomonas sp. (P2) y Trichoderma viride presentan
efecto antagonico frente Lasiodiplodia sp. y se observa diferencia significativa
entre los tratamientos, teniendo mejor efecto antagdnico la cepa Trichoderma sp.

(T1) y Trichoderma viride.
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RECOMENDACIONES

Continuar con la investigacion de la cepa de Trichoderma sp. (T1) para identificar
la especie.

Evaluar la efectividad in vitro de Trichoderma sp. (T1) frente a otros hongos
fitopatdgenos.

Evaluar la efectividad in vivo de Trichoderma sp. (T1) frente a Lasiodiplodia sp.
y otros hongos fitopatdgenos.

Evaluar el efecto antagénico de Trichoderma viride (comercial) mas
Trichoderma sp. (T1) frente a Lasiodiplodia sp. y otros hongos fitopatdgenos
in vitro e in vivo.

Evaluar la cepa de Pseudomonas sp. (P2) como promotor de crecimiento celular.
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ANEXOS

Figura 1. Cepa comercial de Trichoderma viride (CCBLAL03): Caracteristica macroscopicas.
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Figura 2. Cepa de Lasiodiplodia sp. (LS-2817): a. Caracteristica macroscépica, b. Caracteristica microscépica 400x.
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FICHA N° 01
TOMA DE MUESTRA DE SUELO AGRICOLA PARA EL AISLAMIENTO DE
Trichoderma sp.
DATOS RECOLECTADOS

LT 1 LT2N | R ——

FECHA DE MUESTREO: ..o s eamsrann

DEPARTAMENTO: e certsn v s snnnm

LUGAR: .

TIPO DE CULTIVO: ............

OBSERVACIONES ADICIONALES: ..o ceeaeses etsns cesmsssss et smssan s smsans s s smsas sesnas sas resanssss s ans smanns sasnns samnnas

Figura 3. Ficha de toma de muestra de suelo agricola para el aislamiento de

Trichoderma sp.

70



tamlzar

Pesar
(Tamiz de 18 mm)

Muestra de suelo Muestra de suelo Muestra de suelo
1kg tamizada 10g

/ -/ é

N
Muestra de suelo ~—
10g
—~
Caldo peptonado
90 mL
-1
1mL 10
l| 1mL H 1mL H 1mL l
Caldo peptonado Caldo peptonado Caldo peptonado Caldo peptonado
9mL 9mL 9mL 9mL
102 1073 10* 10°

A/super\A

Agar Cetrimide Agar PDA
Incubar a 30°C/48h Incubar a 25°C/3 dias

Figura 4. Flujograma para el aislamiento de microorganismos antagonistas de muestra

de suelo.
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Figura 5. Toma de muestra de suelo

a. Muestras de suelo en bolsas, b. Cernido de suelo en tamiz,

c. Suelo cernido

72



FICHA N° 03
TOMA DE MUESTRA DE TRAMPA DE ARROZ EN SUELO AGRICOLA PARA
EL AISLAMIENTO DE Trichoderma sp.
DATOS RECOLECTADOS

LTI 1 LTLN R ——

DEPARTAMENTO:

OBSERVACIONES ADICIOMALES? w.ooeieinssetes e snsssssranmsses semassses smsass vesamsass sesasmsss sessss oot mrnatas s snssesansmsnnen

Figura 6. Ficha de toma de muestra de trampa de arroz en suelo agricola para el

aislamiento de Trichoderma sp.
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Pesar10 g

\_/

Muestra de arroz
250g

Muestra de arroz con colonias
con coloracién caracteristica

Siembra por puntura

- —

Agar PDA
Incubar a 25°C/3 dias

Técnica de cinta scotch

Cinta Scotch

Agregar azul de lactofenol

N
N

\

\

~

Observar en microscopio
400X

Figura 7. Flujograma para el aislamiento de microorganismos antagonistas de trampa

de arroz.
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Figura 8. Toma de muestra de trampas de arroz

a. Procesamiento de trampas de suelo colectadas de campo, b. Separacion
de porciones con presencia de micelios caracteristicos de Trichoderma,

c. Muestras de trampa de arroz

75



=

Cepa aislada de posible
Trichoderma sp.

l

Observacién
macroscopica

|

L=

Procedimiento
de la cinta
Scotch
Observacién
microscopica.

Cepa aislada de posible
Pseudomonas sp.

l

PRUEBAS BIOQUIMICAS

R

L= /[ =

Gram Deteccion

i
;

SIM Citrato
de
Simmons

dl_ X [«
N

LIA

Figura 9. Flujograma para la identificacion de cepas de Trichoderma y Pseudomonas.
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Figura 10. Cepa de Trichoderma sp : a. Observacion macroscopica, b. Observacion microscopica a 400x
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FICHA N° 02
TOMA DE MUESTRA DE SUELO AGRICOLA PARA EL AISLAMIENTO DE
Pseudomonas sp.
DATOS RECOLECTADOS

MUESTRA N eam s

TIPO DE CULTIVO: e v

OBSERVACIONES ADICIONALES: w.comieces s reanssescrnam s nns san s am st e snns s sesmen s sas st ass sepamss s samans sannssssnan

Figura 11. Ficha de toma de muestra de suelo agricola para el aislamiento de

Pseudomonas sp.
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Figura 12. Cepa de Pseudomonas sp.: a. Caracteristicas macroscopica, b. Caracteristicas microscépica bacilos gran negativos 1000x.
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Citrato de
B
,ﬂ'

TSI
£ 3

Figura 13. Pruebas bioquimicas realizadas a cepas de Pseudomonas sp.:
a. TSI: No fermentativo, b. LIA: Lisina descarboxilasa negativo,

c. Citrato de Simmons: Degradacion de citrato, d. SIM: Movilidad.
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Cepa Cepa
Trichoderma sp. / Pseudomonas sp. Lasiodiplodia sp.
Extraer un disco Extraer un disco
’ p //'1 ,r”’/"
v 4 v /
Cepa Cepa
Trichoderma sp. / Pseudomonas sp. Lasiodiplodia sp.

Colocar un disco Colocar un disco
A1 cm del borde A 1 cm del borde

Agar PDA
Incubar a 25°C/20 dias (Enfrentamientos con Trichoderma sp.)
Incubar a 28°C/2 dias (Enfrentamientos con Pseudomonas sp.)

Figura 14. Flujograma de los dos primeros ensayos correspondientes a los
enfrentamientos antagénicos de Trichoderma sp. frente a Lasiodiplodia sp. y

Pseudomonas sp. frente a Lasiodiplodia sp.

81



Figura 15. Extraccion de discos miceliales del patdgenos Lasiodiplodia sp. para

enfrentamiento antagonico.

Figura 16. Procedimiento de monitoreo, medicién de radio de la colonia.
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Figura 17. Ensayo 1 de cultivo dual con cepas de Trichoderma frente a

Lasiodiplodia sp. a. Cepa T1, b. Cepa T4.
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48 horas de
incubacion
—

> Caldo nutritivo
Suspension de conidias de
cultivo esporulado de
Trichoderma sp. Cepa 1mL
1mL

Pseudomonas sp.
ImL 1mL 1mL

ERE CTU

S.S.F.

Tween 80

al 0,1%
9mL9mL 9mL 9mL

l
] [

I9mLO9mL 9mL 9mL

l
[ [H

v

Pl

A
i i

Colocar discos de 0,5 mm de
Lasiodiplodia sp.

Figura 18. Flujograma del tercer ensayo correspondiente al enfrentamiento conjunto de Trichoderma sp. y Pseudomonas sp. frente a

Lasiodiplodia sp.
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Figura 19. Conteo de conidias en camara de Neubauer bajo el microscopio compuesto.
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Figura 20. Enfrentamiento de cepas antagonistas frente a Lasiodiplodia sp. en el tercer
ensayo a los 5 dias de evaluacion. a. Trichoderma viride (C+), b. Trichoderma sp.
(T1), c. Trichoderma sp. (T1) mas Pseudomonas sp. (P2) (T1P2), d. Pseudomonas sp.

(P2).
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Figura 21. Enfrentamiento de cepas antagonistas frente a Lasiodiplodia sp. en el tercer
ensayo a los 20 dias de evaluacion. a. Trichoderma viride (C+), b. Trichoderma sp.

(T1), c. Trichoderma sp. (T1) + Pseudomonas sp. (P2), d. Pseudomonas sp. (P2).
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