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RESUMEN

La presente investigacion busco determinar el efecto antagénico de Trichoderma
viride y Beauveria peruviensis contra Sclerotinia sclerotiorum en condiciones in
vitro. Se realizaron ensayos de enfrentamiento dual entre micelios de antagonistas y
patégeno, aspersion de conidios sobre micelio y esclerocio del patégeno. En el
primer experimento se observo diferencias significativas (p < 0.0001), destacando el
T3(eSs/mTv) con 81.63% y T1(mSs/mTv) con 80.98% de inhibicién. En la aspersion
de conidios de antagonistas sobre micelio del patégeno el T5(mSs/acTv), mostrd
parasitismo mediante haustorios, degradando la pared celular del patdégeno; mientras
que el T6(mSs/acBp) el antagonista actué por competencia y leve hiperparasitismo. En
la evaluacion sobre aspersion de conidios de antagonistas sobre esclerocios, el
T7(eSs/acTv) mostro 92% de inhibicion y el T8(eSs/acBp) 90%; concluyendo que T.
viride deteriora esclerocios y limita el desarrollo de hifas, mientras que B. peruviensis

solo limita el desarrollo de hifas en la superficie del esclerocio de S. sclerotiorum.

Palabras claves: Trichoderma viride, Beauveria peruviensis, Sclerotinia sclerotiorum,

micelio, esclerocio, antagonismo, competencia, parasitismo, antibiosis.
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ABSTRAC

The present research sought to determine the antagonistic effect of Trichoderma
viride and Beauveria peruviensis against Sclerotinia sclerotiorum under in vitro
conditions. Dual confrontation assays were performed between antagonist and
pathogen mycelia, and conidial sprays were applied on the pathogen’s mycelium
and sclerotia. In the first experiment, significant differences were observed (p <
0.0001), with treatment T3((eSs/mTv) showing 81.63% and T1(mSs/mTv) 80.98%
inhibition. In the conidial spray assay on the pathogen’s mycelium, treatment
T5(mSs/acTv) showed parasitism through haustoria, degrading the pathogen’s cell
wall, while in T6(mSs/acBp) the antagonist acted by competition and mild
hyperparasitism. In the evaluation of conidia spraying of antagonists on sclerotia,
T7(eSs/acTv) showed 92% inhibition and T8(eSs/acBp) 90%; concluding that
T. viride deteriorates the sclerotia and limits hyphal development, while
B. peruviensis only limits hyphal development on the surface of the sclerotium of

S. sclerotiorum sclerotia.

Keywords: Trichoderma viride, Beauveria peruviensis, Sclerotinia sclerotiorum,

mycelium, sclerotia, antagonism, competition, parasitism, antibiosis.
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CAPITILO |

INTRODUCCION

A partir de las ultimas decadas del siglo anterior, se ha intensificado el
interés por la conservacion del ambiente, por lo que se hace indispensable mantener
en equilibrio los ecosistemas en beneficio de las futuras generaciones, una de las
actividades que ha generado el desorden ecoldégico mundial, es el manejo de
fitoenfermedades, utilizando agroquimicos, con consecuencias irreversibles para las

diferentes formas de vida (Mondino & Vero, 2006).

En la agricultura mundial se estan estableciendo nuevas actividades agricolas
producto de la investigacion cientifica; como el uso de hongos, bacterias y virus con
propiedades antagénicas contra los fitopatdgenos comunes; asi mismo se utilizan

insectos paréasitos, para reducir la poblacion de plagas (Guédez et al., 2009).

El hongo polifago Sclerotinia sclerotiorum, se presenta en cultivos semestrales y
anuales (Roncal, 2004), los efectos en cada uno de ellos ocasionan pérdidas econémicas
de consideracion (Madloo et al., s.f.); su control se hace dificultoso debido a que forma
un conglomerado de hifas en condiciones adversas, llamados esclerocios o estructuras de
conservacion que se mantienen viables por varios afos, tanto en el suelo como en restos
del cultivo (Orddfiez-Valencia et al., 2018). Este patdgeno se caracteriza por tener hifas
hialinas, septadas, ramificadas y multinucleadas; el micelio es de color blanco a
bronceado, no produce conidios (Bolton et al., 2006); es capaz de infectar mas de 400
especies de plantas, alterando significativamente el rendimiento (Dilantha Fernando et

al., 2004).

La finalidad de la investigacion es determinar el efecto antagénico que ejerce

T. viride y B. peruviensis contra S. sclerotiorum en condiciones in vitro.
1



1.1.  Descripcion del problema

El Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA) y sus centros experimentales
como la Estacion Experimental Agraria Bafios del Inca y el Programa de Recursos
Genéticos, estan desarrollando investigaciones de mantenimiento y conservacion de
diversos cultivos andinos, dentro de los cuales destacan la kiwicha (Amaranthus spp.),
yacon = llacén (Smallanthus sonchifolius), arracacha (Arracacia xanthorrhiza), chago =
mauka (Mirabilis expansa) y achica (Canna indica). En cada ensayo y de acuerdo a las

condiciones ambientales, muestran susceptibilidad a diferentes patdégenos.

El cultivo de kiwicha es afectado por Sclerotinia sclerotiorum; cuya patogénesis
depende del periodo vegetativo de la planta; las infecciones en plantas en emergencia
presentan chupadera; en estado vegetativo y reproductivo, este patdgeno tiende a

establecerse en el tejido esponjoso del tallo, causando caida de panoja y granos.

Para el control, el agricultor recurre al uso de productos quimicos; sin embargo,
estos han demostrado ser poco efectivos, generando efectos adversos. Como
consecuencia, se observa un incremento del indculo del hongo en cada campafia
agricola; lo que favorece el incremente de la poblacién de S. sclerotiorum, afectando a
otros cultivos, debido a que el patdgeno es omnivoro. Frente a ello se ha visto necesario
emplear alternativas sostenibles de manejo integrado de fitoenfermedades, como el uso

de hongos antagdnicos capaces de inhibir el desarrollo de S. sclerotiorum.

1.2. Formulacién del problema

¢Trichoderma viride y Beauveria peruviensis, tienen efecto antagonico sobre

Sclerotinia sclerotiorum en condiciones in vitro?



1.3. Justificacion

La investigacion se justifica por la necesidad de encontrar alternativas bioldgicas
sostenibles para el manejo de Sclerotinia sclerotiorum, hongo que ocasiona pérdidas
econOmicas de consideracion en diversos cultivos agricolas y con la finalidad de evitar
el uso de agroquimicos, que cientificamente se ha demostrado que afecta el medio
ambiente (agua, aire, suelo, flora y fauna) y la salud del hombre, se hace indispensable
investigar el tratamiento de diferentes fitopatégenos con microorganismos antagénicos
(Trichoderma viride y Beauveria peruviensis), debido a sus mecanismos de accion, entre
ellos el micoparasitismo, la competencia por espacio y nutrientes y la induccién a

resistencia.

En el Area de Sanidad Vegetal de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad Nacional de Cajamarca, se desarroll6 la presente investigacion con el fin de
determinar el efecto antagonico de Trichoderma viride y Beauveria peruviensis, contra
Sclerotinia sclerotiorum en condiciones in vitro, con el prop6sito de generar
conocimientos que contribuyan al desarrollo de estrategias de manejo biol6gico y a

futuras investigaciones orientadas al control sostenible de enfermedades fungosas.

1.4.  Objetivo general

Determinar el efecto antagénico de Trichoderma viride y Beauveria peruviensis

contra Sclerotinia sclerotiorum bajo condiciones in vitro.

1.5. Hipotesis de la investigacion

Trichoderma viride y Beauveria peruviensis inhiben el brotamiento de esclerocios,
crecimiento y desarrollo del micelio de Sclerotinia sclerotiorum en condiciones in

vitro.



CAPITULO 11

REVISION DE LITERATURA

2.1.  Antecedentes de la investigacion

Bae & Knudsen (2007) realizaron estudios en campo durante dos temporadas
demostrando que la eficacia de Trichoderma spp. en la colonizacion de esclerocios de
S. sclerotiorum se ve influenciado por el patron espacial de los esclerocios, la densidad
del agente de biocontrol y los aditivos en formulacion. La aplicacion de T. harzianum
encapsulado en pellets de alginato con aditivos como salvado o polietilenglicol,
incrementd la colonizacion de esclerocios, aunque sin diferencias entre aditivos.
Determinando que la mayor densidad de pellets (200 pellets/m2 frente a 40
pellets/m2) permitid el aumentd de colonizacién en una temporada;, Ademas, los
esclerocios dispuestos de manera altamente agregada fueron colonizados en mayor

proporcién que los dispuestos aleatoriamente.

Abdullah et al. (2008) en su investigacion de control biolégico de Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary con Trichoderma harzianum y Bacillus amyloliquefaciens;
evaluaron un aislado de Trichoderma harzianum y dos de Bacillus amyloliquefaciens en
condiciones in vitro e in vivo. Concluido el trabajo se determiné que ambos hongos
antagonistas inhiben el crecimiento de micelios y la formacion de esclerocios.
T. harzianum mostré micoparasitismo, mientras que las cepas de B. amyloliquefaciens
actuaron a través de antibiosis. En pruebas in vivo, estos antagonistas protegieron mas

del 80% de las plantulas de tomate, calabaza y berenjena inoculadas con S. sclerotiorum.



Ibarra-Medina et al. (2010) investigaron la capacidad micoparasitica de 71 cepas
de Trichoderma (IBA), aislados de suelos agricolas y forestales, contra
Sclerotinia sclerotiorum y S. minor; esta investigacion se condujo en cultivos duales “in
vitro”, utilizando micelio y esclerocios de los patdgenos. Los aislamientos IBA-3, IBA-
4, IBA-38 e IBA-54 mostraron méas del 90% de colonizacién sobre ambos patdgenos,
cuya agresividad en la parasitacion y degradacion de esclerocios fue notable en varios
aislamientos, especialmente con IBA-3, IBA-4, IBA-23, IBA-38, IBA-46, IBA-54 e
IBA-56. Cuatro de los aislamientos mas destacados fueron identificados como T. viride
(IBA-4), T. pseudokoningii (IBA-23), T. harzianum (IBA-38) y T. virens (IBA-46), los

cuales tienen un alto potencial como antagonistas de S. sclerotiorum y S. minor.

Ordofiez Valencia (2014) evalud la accion antagonista de Trichoderma viride
frente a S. sclerotiorum y su interaccion con los agentes quimicos iprodione y
bicarbonato de potasio (KHCO3z). En condiciones in vitro se observé que T. viride
presentd la mayor capacidad inhibitoria sobre el crecimiento micelial y formacion de
esclerocios, a través de la produccion de enzimas hidroliticas. Mediante microscopia
Optica y electronica de barrido se comprob6 que T. viride destruye las estructuras
internas de los esclerocios tras un periodo prolongado de interaccion. Ademas, este
antagonista fue mas tolerante a KHCOs. Concluyendo que T. viride y KHCOs en

combinacion tienen mejor control que el fungicida Iprodione.

Martinez-Martinez et al. (2020) en su investigacion de “Antagonismo de
Trichoderma harzianum contra la fusariosis del garbanzo y su efecto biofertilizante,
determinaron que la necrosis del hospedero no solo es causada por Fusarium oxysporum,
F. solani, sino también por Macrophomina phaseolina y Sclerotium rolfsii, por tanto,
evaluaron el antagonismo que ejercen dos cepas de Trichoderma harzianum (T1y T2).

Concluida la investigacion determinaron que ambas cepas de Trichoderma son
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antagonicas en diferentes grados a estos fitopatdgenos. Ademas, se demostro el efecto
biofertilizante, obteniendo plantas vigorosas, con incremento de flores (30%), vainas
(24%), altura (3%), didametro del tallo (3.5%), longitud de la raiz (13%) y el rendimiento

de grano (23%).

Michel-Aceves et al. (2019) evaluaron la capacidad antagonica de Trichoderma
spp. nativa, contra Phytophthora parasitica y Fusarium oxysporum aislados de cultivos
de Jamaica. Determinando que cinco cepas de Trichoderma sobrecrecieron, cubriendo el
100% de micelio de P. parasitica; mientras que contra F. oxysporum, el crecimiento fue
del 66%. Las cepas de Trichoderma spp., de mejor comportamiento antagénico contra F.
oxysporum, fueron T. inhamatum (cepa 14) con 95% de inhibicion, seguido por las cepas
Til4 y Tal0. Resultados que conducen a utilizar cepas de Trichoderma spp., para

controlar “Pata Prieta”.

Ezziyyani et al. (2004) en su estudio sobre “Trichoderma harzianum como
biofungicida para el biocontrol de Phytophthora capsici en plantas de pimiento
(Capsicum annuum L.)”; determiné que Trichoderma harzianum, desarrollado en Agua-
Avena-Vermiculita, utilizado en condiciones “in vitro”, contra el patdgeno, se demostrd
el efecto de enzimas hidroliticas, competencia por nutrientes y micoparasitismo,
reduciendo significativamente la colonia del patdgeno. Este mismo principio ocurri6 en
condiciones “in vivo”; las plantas tratadas con T. harzianum mostraron mayor peso seco

y una reduccién del 65% de la enfermedad.

En el trabajo de Romero-Cortes et al. (2016) denominada modelado cinético del
micoparasitismo por Trichoderma harzianum contra Cladosporium cladosporioides
aislado de frutos de cacao (Theobroma cacao), se demostr6 que la cepa de Trichoderma

harzianum VSL291, a los siete dias del enfrentamiento contra el patdégeno, mostro



76.29% de inhibicion, por accion de enzimas proteoliticas: B-1,3 glucanasas, quitinasas,

lipasas, proteasas y xilanasas, contra el patdégeno principal y otras cepas fungosas.

Duarte-Leal et al. (2018) evaluando antagonismo in vitro de aislamientos de
Trichoderma asperellum Samuels, Lieckfeldt & Nirenberg frente a Sclerotium rolfsii
Sacc., aislado de frijol (Phaseolus vulgaris); utilizando el método de cultivo dual,
determinaron el efecto de antibiosis, competencia por nutrientes y micoparasitismo. En
la mayoria de las cepas antagénicas se evalu6 el grado 2 en la escala de Bell, siendo la
cepa Ta.1l7 la Unica con grado 5. Las cepas Ta.28, Ta.13 y Ta.90 mostraron el mayor
efecto inhibitorio sobre el crecimiento de S. rolfsii. La cepa Ta.28 destacd en
competencia por nutrientes; la Ta.90 mostré mejor capacidad de micoparasitismo.
Concluyendo que las cepas Ta.13, Ta.28 y Ta.90 son prometedoras para el biocontrol de

S. rolfsii en cultivos de frijol.

Gonzélez Rodriguez et al. (2005) evaluaron la efectividad de Trichoderma spp.
para el control de hongos patdgenos de la semilla y el suelo en el cultivo del frijol. Se
utilizo cepas de Trichoderma harzianum (A-34), Trichoderma viride (C-66) y un testigo
sin biopreparado; en ensayos in vitro y campo; reportando que las cepas de Trichoderma
inhiben el crecimiento y desarrollo de Rhizoctonia solani hasta el 99%, mientras que
T. viride (C-66) mostr6 efectividad contra Macrophomina phaseoli en el orden de
97,4%. En campo, el tratamiento C-66 aplicado al suelo en siembra y dos veces mas

cada 15 dias fue el mas efectivo.

Hoyos-Carvajal et al. (2008) estudiaron la actividad micoparasitica de 73
aislamientos de Trichoderma spp., contra tres aislamientos de Sclerotinia spp. y dos de
Rhizoctonia spp. La investigacion se realizd en condiciones “in vitro”, dispuestos en

cultivos duales; analizando los resultados con la prueba de Kruskall-Wallis. Reportan



que T. asperellum T51 y T. harzianum T53, combatieron a los fitopatdgenos. En cambio

T. harzianum T21 mostr6 un bajo grado de antagonismo.

Echeverry Prieto et al. (2020) investigando el efecto de tres cepas de Trichoderma
spp. (B, D, F), y tres cepas de Aspergillus spp (A, C, E) para controlar Sclerotinia sp.,
causante del 50% de pudricion blanca en lechuga, en Colombia, reportan que el efecto
de las cepas antagonicas en forma individual y en consorcio tienen efecto antagénico
contra el patdgeno. Asi los consorcios A+C+B, A+C+D y A+C+F mostraron inhibicion,
siendo A+C+D el més eficaz con un 85% de inhibicion. La cepa de “D” de Trichoderma

y la cepa “A” de Aspergillus lograron un 96% de inhibicion de Sclerotinia sp.

Gonzalez-Chingaté et al. (2019) en la Universidad de Cundinamarca, evaluaron la
efectividad antagonica de Trichoderma sp., contra hongos fitopatégenos en el cultivo de
maiz (Zea mays)”; destacando roya, asi como también Alternaria sp., Cladiosporum sp.,
Verticillium sp. y actinomicetos causantes de pudricion blanda. La roya se mostré con
alta incidencia y severidad, alcanzando 100%. La efectividad de Trichoderma sp., fue

contra Verticillium sp., con 49% de antagonismo.

Jaimes Suarez et al. (2009) realizaron un trabajo de “Induccion de resistencia
sistémica contra Fusarium oxysporum en tomate por Trichoderma koningiopsis Th003”;
determinando que existe eficacia de control de la cepa antagdnica contra el patogeno. El
proceso de la investigacion consistio en inocular T. koningiopsis Th003, en una porcién
de raices de tomate, 96 horas antes de inocular F. oxysporum, este método permitid
reconocer que T. koningiopsis Th003, genera respuestas sistémicas de defensa en la

planta de tomate.

Garrido Rondoy & Nasstie Vilela (2019) evaluaron la capacidad antagénica de

Trichoderma harzianum frente a Rhizoctonia spp., Nakatea sigmoidea y Sclerotium
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rolfsii y su efecto en cepas nativas de Trichoderma spp., aisladas de cultivos de arroz. La
cepa de T. harzianum, mostro actividad antagonica e hiperparasitica contra Rhizoctonia
spp. con enrollamiento y penetracion de hifas; contra N. sigmoidea mostro solo
enrrollamiento y nulo efecto contra S. rolfsii. Referente al efecto de la cepa antagonica
comercial, contra 14 cepas nativas de Trichoderma spp., se evidencié que la cepa
comercial no afecta a las cepas nativas; pero si supera en la produccion de indculo en

29.53%.

Segun el estudio de Leon Ttacca et al. (2018) Peronospora variabilis, es la
principal enfermedad que afecta a la quinua en el altiplano peruano, reduciendo su
rendimiento hasta en un 99%. Utilizaron 10 cepas de Trichoderma spp., contra
Peronospora variabilis Gaum., causante del mildiu en quinua, variedad Salcedo INIA,
reportando que la cepa T10, tubo 60% de parasitismo endofitico, sequido por la cepa T3,
con 56.67% y T2 con 43.33%. Los tratamientos tratados con las cepas T1, T3y T2
mostraron menor severidad de mildiu y mayores rendimientos de grano (3127.30,

3029.12 y 2866.57 kg/ha) en comparacion con el testigo (1141.27 kg/ha).

Pérez & Garcia-Godos (2019) realizaron un estudio titulado Identificacion del
agente causal del marchitamiento en Caesalpinia spinosa “tara” y el efecto antagonico
de aislados de Bacillus spp. y Trichoderma sp., con el objetivo de identificar el patégeno
responsable del marchitamiento vascular en tara y evaluar microorganismos antagonistas
para su control. Se colectaron 27 cepas de hongos filamentosos mediante el método de
Pitt. Los ensayos in vitro enfrentaron cepas de Fusarium spp. con dos cepas de
Trichoderma sp. y 18 de Bacillus spp. Reportando que las cepas de Bacillus spp. (TBa 4,
TBa 6, TBa 9, TBa 11 y TBa 18), en contacto directo contra el patdgeno tuvieron
comportamiento inhibitorio de 88.9% a 93.3%. Mientras que, en cultivo dual, los

tratamientos con Bacillus sp., (TBa 4, TBa 6, TBa 11 y TBa 18); inhibieron a Fusarium
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spp., en el orden de 90.0% a 92.2%. Las cepas de Trichoderma sp., inhibieron al

patogeno en el orden de 74.4% a 77.8%.

Montoya et al. (2016) en su investigacion, referente a la expresion de la enzima -
1,3-Glucanasas del hongo Beauveria bassiana; cultivado en extractos de Peronospora
variabilis y Fusarium oxysporum; se determind que la enzima en mencion tiene mayor

capacidad inhibitoria contra F. oxysporum y menor contra P. variabilis.

Rios Da Silva et al. (2020) en su trabajo de investigacion bajo disefio estadistico
(DCA), de eficacia de los entomopatogenos Beauveria bassiana y Metarhizium
anisopliae, contra insectos plaga de col y lechuga, cultivados en sistema acuapénicos, en
tanques con el pez cachama roja (Piaractus brachypomus); se determind que la
aplicacién de los entomopatégenos en combinacion, causaron la muerte de 73% y 79%
de Bemisia tabaci, en haz y envés de lechuga respectivamente y B. bassiana en forma
individual caus6 la muerte de 84% de Brevicoryne brassicae, en col y M. anisopliae

causo la muerte de 88% de B. brassicae.

Pariona et al. (2007) aislaron y caracterizaron cuatro cepas de Beauveria sp.
(ABvPrll, ABvPr8, ABvVPr3 y ABvSr4) de langostas (Schistocerca piceifrons
peruviana) procedentes de Huamanga — Ayacucho. Las cuatro cepas de Beauveria
sometidas en concentracion de 108 conidios por mililitro mostraron 100% de mortalidad
entre 12, 14 y 16 dias; destacando la cepa ABvPrll con 90% de mortandad; la ABvSr4,

con 74%; la ABvPr8 con 72% y ABVPr3 con 64.6%.

Valbuena Puentes et al. (2021) evaluaron el efecto de Beauveria bassiana
(Balsamo) Vuillemin, contra el parasito conocido como oveja ked o falsa garrapata
(Melophagus ovinus); se disefi® un ensayo con tres tratamientos T1 (3.2 x 108

conidios/ml), T2 (3.2 x 108 conidios/ml + 5% de azlcar) y T control (agua destilada).
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Concluida la investigacion se determino que, a partir de los 14 dias ocurre la mortandad

del parasito en un 90%.

El estudio realizado por Chaccara (2021) utilizando Trichoderma harzianum y
Bacillus subtilis, contra Sclerotinia sclerotiorum en alcachofa, se determind que ambos
microorganismos tuvieron comportamiento antagonico, disminuyendo la severidad en el

orden de 10 y 12.5% respectivamente.

2.2. Bases Teoricas
2.2.1. Mecanismos de accién de hongos antagénicos

Howell (2003), menciona que los microorganismos antagonicos utilizan diversos
mecanismos de accién contra el agente etiolégico patogénico. Los mecanismos
utilizados para dicho fin son la competencia por espacio, nutrientes, produccion de
metabolitos antibidticos, micoparasitismo e induccién de resistencia a la planta

(Ezziyyani et al., 2004; Howell, 2003).

a) Competencia
La competencia entre antagonista y patégeno se da por espacio y nutrientes
(Chavez, 2006); compitiendo por hierro (Fe), nitrégeno (N) y potasio (K) (Jensen
y Lumsden, 1999, citado por Ordofiez, 2014). Al tratarse de espacio, el patdgeno
tiene dificultad para instalarse en el tejido vegetal, debido a la poblacién del

antagonista (Howell, 2003).

b) Antibiosis
Esta actividad ocurre cuando hay produccion de metabolitos inhibidores (toxinas
y enzimas), que intervienen impidiendo el crecimiento y desarrollo del

fitopatégeno (Roncal, 2004; Martinez et al., 2013).

Howell y Stipanovic (1995), citado por Quiroz-Sarmiento et al. (2008) reportan
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que en el suelo existen diversos microorganismos que poseen capacidad

antagonica, contra fitopatogenos, destacando Trichoderma spp.

Los microorganismos antagonicos, para utilizar a los fitopatdgenos, como
alimento, utilizan enzimas que degradan sus paredes celulares, destacando las
enzimas quitinasas, celulasa, B-1,3-glucanasa y proteasa, las cuales se encargan
de romper las estructuras del patdgeno para asi poder parasitarlo. (Ezziyyani et

al., 2004; Montoya et al., 2016).

Micoparasitismo

Fendmeno en el que un hongo coloniza a otro. Para que ocurra este principio el
micoparasitico reconoce a células especiales del hospedero para iniciar el ataque
y posterior penetracion, provocando la muerte del hospedero (Benitez et al.,
2004). Este proceso ocurre a través de enzimas generadas por el antagonista
(Mukherjee y col, 2004), destacando las glucanasas y quitinasas, para degradar a
los compuestos de las paredes celulares como los B — glucanos y quitina (Howell,

2003).

Martinez et al. (2013) reportan que, en el proceso de interaccion entre el
antagonista y patégeno ocurren etapas bien definidas. La primera comprende el
crecimiento de la hifa a través del quimiotrofismo (el antagonista detecta a
distancia a sus posibles hospederos, de acuerdo al componente quimico que
requiere como alimento); la segunda fase corresponde al reconocimiento de
estructuras somaticas del patégeno que utilizard como alimento; la tercera fase
comprende la adhesion y enrollamiento (ocurre por la deteccion de un azlcar en
la pared celular del antagonista con una lectina presente en la pared del
patdgeno) y la cuarta fase, es la actividad litica (degradacidn de paredes celulares

del patégeno por accién de enzimas liticas extracelulares como las quitinasas,
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glucanasas y proteasas; posibilitando la penetracién de hifas del antagonista).

d) Induccion de resistencia
La induccién a resistencia a infecciones estd relacionada con mecanismos de
defensa intrinsecos, debido a que se activan moléculas activadoras de defensa
(Howell, 2003), como proteinas, péptidos y compuestos de bajo peso molecular

(Viterbo et al., 2007, citado en Ordofiez, 2014).

Martinez et al. (2013) reporta que las cepas de Trichoderma spp., mediante la
produccion de metabolitos, potencian los mecanismos de defensa de las plantas
ante el ataque de diferentes agentes etioldgicos, haciéndolas resistentes a

enfermedades.

Diferentes especies de Trichoderma spp., son capaces de producir auxinas y
giberelinas, fitohormonas que intervienen en diversos procesos de crecimiento y

desarrollo de los cultivos (Andrade-hoyos et al., 2023).

2.2.2. Generalidades de Trichoderma viride

Este microorganismo fungoso, probablemente existe en nuestro planeta hace diez
millones de afios, siendo reconocido su bondad antagdnica en la década de los afios
setenta del siglo XX (Gupta et al., 2014). El habitat natural de las diferentes especies de
Trichoderma spp., se encuentran en bosques y suelos agricolas bajo temperaturas de 25 a

30°C, ademas tienen bajo requerimiento nutricional (Sandle, 2014).

TaxonOomicamente integra la clase forma Deuteromycetes, orden forma Moniliales,
familia forma Moniliaceae, género Trichoderma (Barnett y Hunter, 1998); destacan las
especies T. harzianum, T. viride, T. virens, T. martiale, T. asperellum, T. lignorum.

(GOmez et al., 2013).
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2.2.2.1.Caracteristicas macroscopicas de Trichoderma viride

Inicialmente el micelio de las colonias en medio de cultivo sintético se observa de
color blanco, posteriormente se torna de verde amarillento, terminando de color verde

(Barnett & Hunter, 1998).

Las colonias en medio de cultivo PDA (Andrade et al., 2019), conpH de4a7e
incubados entre 20 a 30°C, a los cinco dias muestran micelio algodonoso (Akiyama,
2017), observandose el reverso de las placas de Petri, incolora, beige, amarillo ambar o
amarillo verdoso (Gams et al., 1998, citado en Howell, 2003); la produccién de conidios

en el medio de cultivo se aprecia en forma de anillos concéntricos (Arango et al., 1988).

2.2.2.2. Caracteristicas microscopicas de Trichoderma viride

Morfoldgicamente, presentar hifas septadas, de estas se diferencian células que
dan origen a conidiéforos ramificados, cada rama da origen a fialides, en cuya parte
terminal se diferencia y desarrolla conidios unicelulares, que se mantienen agrupados en

una substancia gelatinosa (Barnett & Hunter, 1998).

- Los Conidioforos: erectos, hialinos, con ramificacion piramidal, no
verticilados, estas ramificaciones terminan en fialides solitarios o en grupos

(Barnett & Hunter, 1998).

- Conidios: unicelulares, ovoides, hialinos, lisos; agrupados en cabezuelas en la
porcion terminal de la fialide; que a medida que maduran se tifien de verde

claro (Barnett & Hunter, 1998).

- Fialide: en forma de botella, pueden ser unicas o0 en grupos, verticiladas y
algunas especies poseen apendices terminales en el extremo del conidioforo

(Barnett & Hunter, 1998).
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Trichoderma spp., tiene la particularidad de secretar enzimas exdgenas que le
permiten actuar como biopesticidas (Acurio & Espafia, 2017), ademas de producir
enzimas promotoras de crecimiento vegetal y compuestos volatiles (Hernandez-Melchor

etal., 2019).

La actividad antagdnica de Trichoderma involucran mecanismos de accion como
micoparasitismo, antibiosis, competencia por nutrientes, desactivacion de enzimas del
patogeno, resistencia inducida, etc. (Chiriboga et al., 2015; Herndndez-Melchor et al.,
2019; Infante et al., 2009). Ademas, otorga a las plantas resistencia sistémica ante las
enfermedades, mejorando su desarrollo de la planta (Ghazanfar et al., 2018; Guzman-

Guzman et al., 2019, citado en Michel-Aceves et al., 2019).

Trichoderma es considerado uno de los hongos mas importantes como controlador
bioldgico, por actuar eficientemente en un amplio rango de hongos fitopatogenos;
cuando se aplica al suelo, coloniza el sistema radicular, alimentandose de exudados,
formando de esta manera una capa protectora tipo simbiosis; ademas por la forma de
alimentarse del hongo patdgeno, se tipifica como hiperparasito; compite por nutrientes a
través de la produccion de metabolitos antifingicos y enzimas hidroliticas produciendo
sustancias promotoras de crecimiento celular (Navarrete Ramos & Tello Gonzales,

2018).

Trichoderma produce enzimas como: quitinasas, glucanasas Yy proteasas
encargadas de la degradacion de la pared celular del hospedante (Haran et al., 1996),
posibilitando que las hifas de Trichoderma se adhieren a las hifas del hospedante,
enrollandose para luego penetrar y crecer dentro del micelio, dejando a las hifas del
hospedante vacuoladas; generando la reduccion, colapso y desintegracion de las mismas

(Chet et al., 1981).
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2.2.3. Generalidades de Beauveria peruviensis

En el control bioldgico los hongos entomopatégenos constituyen un grupo muy
importante; debido a que la mayoria de insectos son susceptibles a estos.
Aproximadamente se conoce 100 géneros y 700 especies de hongos entomopatogenos,
entre los cuales sobresale Beauveria (Monzon, 2001). EI género Beauveria, como
hongo imperfecto, es capaz de infectar mas de 200 especies de insectos; en medio de

cultivo tiene apariencia polvosa de color blanco o amarillo cremoso (INTAGRI, 2016).

La especie Beauveria peruviensis fue aislada de la broca de café, encontrandose en
frutos de plantaciones de café de la regién amazdnica en el noreste del Per( y solo se
encontrd la etapa asexual; esta especie morfolégicamente es muy similar a Beauveria

bassiana, pero difieren en la relacion filogenética hermana (Bustamante et al., 2019).

El micelio de Beauveria peruviensis se encuentra muy adherido a la superficie de
agar, teniendo 3.5 mm de espesor, de color blanco cambiando a blanco amarillento
conforme va envejeciendo; los conidios se encuentran en racimos esféricos de 0.1 mm,

con hifas septadas, ramificadas hialinas y de paredes lisas (Bustamante et al., 2019).

2.2.3.1. Caracteristicas macroscopicas de Beauveria peruviensis

Este hongo crece en medio de cultivo especifico (PDA) formando una estructura
algodonosa conocida como muscardina blanca y cuando la colonia va envejeciendo se
torna de color crema amarillenta. Cuando el hongo esté en crecimiento el centro es de

color rojizo y amarillo alrededor (Chiriboga et al., 2015).

2.2.3.2. Caracteristicas microscopicas de Beauveria peruviensis

Morfol6gicamente se caracteriza por presentar micelio blanco, hifas septadas,

conidioforos simples en forma de botella, en cuya parte terminal desarrolla una
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estructura filiforme de crecimiento indefinido en zigzag, debido a la diferenciacion,

crecimiento y desarrollo de conidios unicelulares ovoides, en forma secuencial (Barnett

& Hunter, 1998). Las hifas tienen de 1 a 2 um de diametro, conidios esféricos y ovoides

de 2 a 3 um insertas en una estructura especial denominada raquis (Chiriboga et al.,

2015).

En informacion difundida por INTAGRI (2016) se menciona que Beauveria tiene

vida patogénica y saprofita, capaz de infectar mas de 200 especies de insectos. El

comportamiento patogénico, de Beauveria spp., ocurre en etapas:

a)

b)

d)

f)

Adhesién: contacto del conidio con el integumento del insecto.

Germinacion del conidio: para que ocurra la germinacion, el conidio requiere
de 92 % de humedad relativa y 23 a 25 °C; posterior a este proceso ocurre la

formacion del apresorio u 6rgano sujetador.

Penetracién: el tubo germinativo gracias al apresorio, crece y desarrolla,
invadiendo los tejidos blandos del hospedero; principio que ocurre por accion

enzimatica, destacando las proteasas, lipasas y quitinasas.

Produccion de toxinas: las hifas que han invadido el tejido blando del insecto
producen toxinas como la Beauvericina, que afecta el sistema inmunoldgico del
insecto; asi también las beauvericin, beauverolides, bassianolide, isarolides,
acido oxdalico y los pigmentos tenellina y bassianina; que tienen

propiedades insecticidas.

Muerte del hospedero: el hongo al colonizar a los diferentes 6rganos vitales;

ocasiona la muerte del insecto.

Multiplicacion y crecimiento del entomopatdgeno: después de la muerte del
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insecto, el hongo sigue creciendo y desarrollando, produciendo indculo,

facilmente diseminado por el viento (INTAGRI, 2016).

2.2.4. Generalidades de Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary

Sclerotinia sclerotiorum, hongo necrotrofo, de la familia Sclerotiniaceae; afecta
diversos cultivos (Bolton et al., 2006); se han determinado 250 especies, del género
Sclerotinia, cuyas infecciones causan pérdidas econdémicas de consideracion (Saharan &
Mehta, 2008); como hongo polifago, se estima que infecta a mas de 400 especies
cultivadas, de preferencia dicotiledoneas (Bolton et al., 2006). La fitoenfermedad es
conocida como moho blanco, podredumbre blanda acuosa, podredumbre algodonosa,
pudricién por Sclerotinia (Bolton et al., 2006; Roncal, 2014); en condiciones adversas
forman estructuras de conservacion llamadas esclerocios, indculo que se mantiene viable

en el suelo por varios afios (Bolton et al., 2006; Ordofiez-Valencia et al., 2018).

2.2.4.1. Taxonomia de Sclerotinia sclerotiorum

En estado teleomorfo se ubica en el reyno Hongos, phylum Ascomycota, clase
Discomycetes, orden Helotiales, familia Sclerotiniaceae, género Sclerotinia y especie
Sclerotinia sclerotiorum (Bolton et al., 2006) y en la fase anamorfa pertenece a la clase
forma Deuteromycetes, orden forma Micelio Esteril o Agonomycetales, familia forma

Agonomycetaceae y género Sclerotinia = Wetzelinia (Roncal, 2004).

2.2.4.2. Colonizacion y fases patogénicas de Sclerotinia sclerotiorum

El principal inoculo son los esclerocios, que en condiciones de humedad relativa
superior al 75% y temperatura variable de 8 a 25°C, brotan siempre y cuando encuentres
organos susceptibles de los diferentes cultivos. El inicio de las infecciones ocurre,
cuando la célula terminal de la hifa somatica, penetra el tejido del hospedero, por accion

de un complejo de enzimas del orden de las poligalacturonasas, quienes degradan el
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acido galacturonico, componente de las paredes celulares del hospedero, generando
agua; de alli el sintoma de pudricion acuosa (Roncal, 2004); el tejido macerado, es el
substrato fuente de alimento del hongo (Hegedus & Rimmer, 2005); caracteristica que

permite categorizarlo como necrofago (Roncal, 2004).

S. sclerotiorum, como patdégeno omnivoro, afecta al hospedero en sus diferentes
estados fenologicos (Zivkovié et al., 2016). En las primeras infecciones el hongo se
alimenta de los tejidos degradados, por lo que se considera que tiene comportamiento
saprofito. Con la formacion de micelio, desarrollo y crecimiento de hifas en forma intra
e intercelular en los tejidos que conforman los 6rganos del hospedero, genera acido
oxalico, moléculas de oligo-galacturonidos y péptidos, limitando de esta manera la
sintesis de metabolitos de defensa de la planta; posterior a este proceso, interviene el
complejo enzimatico conformado por enzimas del orden de las poligalacturonasas
(SSPG1) y proteasa (ASPS), degradando de esta manera paredes y membranas celulares

(Hegedus & Rimmer, 2005).

En la fase saprofita, la fisiologia del hongo se altera y disminuye los niveles de
Adenosin monofosfato ciclico (AMPc, cAMP), como glucosa; de esta manera se reprime
la sintesis de enzimas hidroliticas, generando un ambiente acido debido a la secrecion de
acido oxalico promoviendo el desarrollo de las estructuras de conservacién del patdgeno

(esclerocios) (Hegedus & Rimmer, 2005).

2.2.4.3. Ciclo de vida de Sclerotinia sclerotiorum

Cuando el hongo cumple la fase patogénica en el hospedero, por falta de alimento;
las hifas se agrupan desordenadamente, formando un tejido plectenquimatico compacto,
denominado esclerocio, cubierto de melanina (Roncal, 2004), estructuras que por

naturaleza se quedan en el suelo por afios (Madloo et al., s.f.), que bajo condiciones de
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humedad, temperatura y hospedero susceptible, brotan hifas, formando micelio
algodonoso de color blanco (Roncal, 2004); éstas en contacto de 6rganos del hospedero,
inician la infeccion seguido por el proceso caracteristico de la patogénesis (Marques et

al., 2016, citado en Chaccara, 2021).

La fase teleomorfa de S. sclerotiorum, ain no se reporta en Peru; posiblemente
también ocurra en los paises vecinos; en cambio en Europa y en el Hemisferio
Norte, si es factible observar a los ascocarpos en apotecios pedunculados, emergiendo de
los esclerocios; el himenio de cada apotecio estd constituido por miles de ascas, con
ocho ascosporas (Roncal, 2004); calculando en diez millones de unidades por cuerpo
fructifero (Madloo et al., s.f.), constituyendo inéculo de facil diseminacién, por el

viento, agua, el hombre y animales (Marques et al., 2016, citado en Chaccara, 2021).

2.2.4.4. Estructuras de conservaciéon de Sclerotinia sclerotiorum

La estructura de conservacion son esclerocios, de consistencia dura y resistente
(Martinez, 2008), constituyen el indculo ideal de menor vulnerabilidad en condiciones

adversas, permaneciendo viable por varios afios, en el suelo (Lépez, 2010).

Christias y Lockwood (1973), como se cit6 en Peluffo (2010), menciona que los
esclerocios en su desarrollo se caracterizan por presentar 3 estadios: a) Iniciacion, etapa
en la que las hifas forman masas algodonosas, b) Desarrollo, periodo de crecimiento y
ramificacion de hifas y ¢) Maduracién, delimitacion superficial, consolidacion interna y

melanizacién celular.

2.2.4.5. Sintomas causados por Sclerotinia sclerotiorum

Las infecciones ocurren desde el proceso de germinacion de semillas, causando el

sintoma denominado chupadera fungosa pre y post emergente; a nivel de planta los
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organos vulnerables son raices, ramificaciones y cuello de la planta, quienes se muestran

acuosos por accion de enzimas de orden de las poligalacturonasas (Roncal, 2004).

Hojas y frutos que prosperan a nivel del suelo son afectados, mostrandose
macerados; las infecciones progresan a los pedunculos, llegando a comprometer al tallo
principal, cuyas necrosis se tifien de color marron claro a oscuro, que en corte transversal
deja ver el micelio, formando masas algodonosas y dentro de estas la formacién

paulatina de esclerocios multiformes de color negro (Bolton et al., 2006).

2.3. Definicion de términos
Antagonismo: relacion entre diferentes organismos, en la que uno inhibe parcial o
totalmente el crecimiento del otro (Gasparotho et al., 2012).
Apresorio: 6rgano aplanado, hifal, a partir del cual crece un pequefio boton de infeccion,
que entra en la célula epidérmica del huésped (Alexopoulos & Mims, 1985). Extremo
hinchado de una hifa o tubo germinativo que facilita la fijacion y penetracion de un
hongo en su hospedante (Agrios, 2005).
Asca: célula en forma de saco de una hifa que pasa por meiosis y que contiene a las
ascosporas (por lo comun, ocho) (Agrios, 2005).
Ascocarpo: cuerpo fructifero que contiene ascas (Alexopoulos & Mims, 1985).
Ascospora: espora que se produce sexualmente en un asca (Agrios, 2005).
Conidio: espora asexual no movil, que suele formarse en el apice o en el lado de una
célula espordgena; en algunos casos una célula hifal preexistente puede convertirse en un
conidio (Alexopoulos & Mims, 1985).
Conididforo: hifa especializada sobre la cual se forman uno o mas conidios (Agrios,
2005).
Control bioldgico de enfermedades: destruccion parcial o total de las poblaciones del

patégeno por medio de otros organismos (Agrios, 2005).
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Diagnosis fitopatologica: proceso mediante el cual se identifica y determina la causa
de una enfermedad en los cultivos (Roncal, 2004).

Enfrentamiento dual: Técnica utilizada para evaluar la interaccion directa entre un
organismo antagonista y un patdégeno en condiciones controladas, generalmente en un
medio de cultivo.

Esclerocio: cuerpo de resistencia, duro, resistente a condiciones desfavorables, que
puede permanecer en reposo durante periodos de tiempo largos y germinar al volver
las condiciones favorables (Alexopoulos & Mims, 1985).

Fialide: tipo de célula conididgena que puede produce conidios blasticos de una
manera basipeta, sin un aumento detectable de su longitud (Alexopoulos & Mims,
1985).

Fitoenfermedad: es la alteracion que causa un patégeno en las células de los
organos de la planta, desequilibrando las cadenas fisiologicas, se dice que este
proceso no utiliza la energia fisica (Roncal, 2004).

Haustorio: érgano de absorcion que se origina en una hifa del parasito y penetra en una
célula del huésped (Alexopoulos & Mims, 1985).

Hifa: unidad estructural de la mayoria de hongos; es un filamento tubuloso
(Alexopoulos & Mims, 1985).

Hipertrofia: agrandamiento excesivo de las células (Alexopoulos & Mims, 1985).
Micelio: masa de hifas que constituyen el cuerpo vegetativo del hongo (Alexopoulos
& Mims, 1985).

PDA: medio de cultivo, constituido por papa, dextrosa y agar.

Patdgeno: seres vivos, macro y microscopicos, conformados por hongos, bacterias,
liquenes, faner6gamas, algas, micoplasmas, nematodos, parasitos y particulas virus

gue viven a expensas de un hospedero ocasionandoles dafio (Roncal, 2004).
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Septo: pared trasversal de una hifa (Alexopoulos & Mims, 1985).

Sintoma: es el dafio que ocasiona un patdgeno a los diferentes 6rganos de su
hospedero, los sintomas pueden ser generalizados o localizados, externos o internos,
macroscopicos o microscépicos (Roncal, 2004).

Susceptibilidad: incapacidad de una planta para resistir el efecto de un patdégeno u
otro factor perjudicial (Agrios, 2005).

Tubo germinativo: crecimiento inicial del micelio debido a la germinacién de las

esporas de un hongo (Agrios, 2005).
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1.  Ubicacion geografica del trabajo de investigacion

El trabajo de investigacion se desarrollé principalmente en el laboratorio de
Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de
Cajamarca, donde se realizo el aislamiento, purificacion y multiplicacion de Sclerotinia
sclerotiorum; ademas del enfrentamiento dual entre los hongos antagonistas
(Trichoderma viride, Beauveria peruviensis) y el patégeno (S. sclerotiorum). Este
laboratorio se encuentra situado a 2700 m de altitud y a 3.5 km distante de la ciudad de
Cajamarca, carretera Bafios del Inca, 7° 10’ 48’ de latitud sur y 78° 06’ 48’ de longitud

oeste.

En campo, se colectaron muestras de tallos con sintomas de
Sclerotinia sclerotiorum que se obtuvieron del cultivo de kiwicha, perteneciente al banco
nacional de germoplasma de kiwicha de la Estacion Experimental Agraria Bafios del
Inca del Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA) que se encuentra ubicada en el
Anexo Experimental Cochamarca, distrito de Gregorio Pita, provincia de San Marcos,
departamento de Cajamarca. La parcela se encuentra situada a 46 km y 800 m de la
ciudad de Cajamarca, teniendo como caracteristicas geograficas: altitud 2820 m s. n. m.

7°16" 57 de latitud sury 78° 13" 09" de longitud este.

La presente investigacion es de tipo experimental, ya que se realizd la

manipulacion de variables de manera controlada.
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3.2. Materiales

3.2.1. Material bioldgico

Cepas de hongos antagonistas: Trichoderma viride y Beauveria peruviensis.
Cepa del hongo fitopatdgeno: Sclerotinia sclerotiorum

Plantas enfermas de kiwicha (Amaranthus spp.).

3.2.2. Materiales y equipos de campo

Libreta de apunte, etiquetas de identificacion, plumén indeleble, bolsas ziploc de 5x7,

cinta de embalaje, cutter, tijera de podar.

3.2.3. Materiales y equipos de laboratorio

3.2.3.1. Equipos de medida, esterilizacion y asepsia

Autoclave, estufa, incubadora, cdmara de flujo laminar, balanza digital, cocina eléctrica
encendedor, cdmaras humedas de plastico de 1000 CC., 500 CC. y 250 CC. mecheros,

pulverizador manual.

3.2.3.2. Equipo optico

Lupa, estereoscopio, microscopio compuesto y camara fotogréafica.

3.2.3.3. Materiales de vidrio

Laminas porta y cubre objetos, tubos de ensayo de diferente capacidad, placas Petri,
matraz Erlenmeyer de diferente capacidad.

3.2.3.4. Desinfectantes

Alcohol etilico al 70 %, y 90 %, hipoclorito de sodio al 2 %.

3.2.3.5. Medio de cultivo

Papa, dextrosa, agar (PDA).
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3.2.3.6. Otros materiales

Franela, papel toalla, papel de aluminio, agua destilada estéril, tijeras, navajas, agujas
hipodérmicas N° 25, agujas MRO (modificacion del asa de siembra), pinzas, sorbetes de
plastico, algodon, félderes, papel bond A4, lapiceros, perforador, regla graduada, cinta

masking y cinta adhesiva.

3.3.  Metodologia

3.3.1. Trabajo en campo

Se colectaron tallos de kiwicha, que mostraban micelio y esclerocios de color
negro; dichos tallos se dispusieron en depositos asépticos de plastico de 250 ml y bolsas

ziploc para ser trasportados al Laboratorio de Fitopatologia y realizar los aislamientos.

3.3.2. Trabajo en laboratorio

3.3.2.1. Preparacion de camaras humedas

En el Laboratorio de Fitopatologia se realizé6 camaras humedas, que consiste en la
utilizacion de frascos de plastico de 50 ml, colocando al fondo algodén himedo con
agua destilada estéril y sobre este se dispuso papel bond, con la finalidad que el tejido
enfermo no esté en contacto con el algoddn, facilitando de esta manera el desarrollo del

micelio de S. sclerotiorum.

3.3.2.2. Aislamiento, purificacion y conservacion de Sclerotinia sclerotiorum,

Trichoderma viride y Beauveria peruviensis

Bajo condiciones asépticas, se extrajeron porciones de micelio de S. sclerotiorum
las cuales prosperaron en la cadmara humeda, para ser observadas a través del
microscopio visualizando las hifas del hongo. Posteriormente con la ayuda de agujas

hipodérmicas N°25 se procedi6 a realizar la siembra en placas de Petri con medio PDA,;
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del mismo modo se procedid con la desinfestacion de esclerocios con hipoclorito de

sodio al 2%. Para calcular el volumen en la dilucion se utilizo la siguiente formula:

V1= (V2xC2)/C1

Donde:

V1= Es el volumen de hipoclorito de sodio que se requiere para preparar la solucion de
este producto al 2%.

V2= Es el volumen de la solucion final de hipoclorito de sodio que se preparo, para

desinfestar a los esclerocios.
C1=Es la concentracion de hipoclorito de sodio que contiene la solucién original.

C2=Es la concentracion de la solucion final de hipoclorito de sodio que se preparo.

- 100 ml X 0.5%
- 4%

= 12.5ml de hipoclorito de sodio

100 ml -12.5ml = 87.5 ml de agua destilada

La cepa del hongo antagonista Beauveria peruviensis fue donada por el personal
responsable del Laboratorio de Fitopatologia de la Universidad Toribio Rodriguez de
Mendoza y la cepa de Trichoderma viride fue donada por SENASA (Servicio Nacional
de Sanidad Agraria) sucursal Cajamarca, dichas cepas se multiplicaron en medio PDA y

se conservaron en tubos de ensayo.
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Figura 1

Esclerocios de Sclerotinia sclerotiorum en medio PDA

3.3.3. Ensayos de antagonismo.

3.3.3.1. Protocolo de antagonismo en cultivos duales.

Para determinar el efecto antagdnico se utilizo la técnica de “cultivos duales”. En
cajas de Petri, con 17 ml de PDA, se realiz6 el proceso de confrontacién de Trichoderma
viride y Beauveria peruviensis contra Sclerotinia sclerotiorum. Porciones de micelio de
3 mm de didmetro de los hongos a confrontarse se dispusieron a 01 cm del margen de la
caja Petri; inmediatamente se incub6 entre 18 y 22°C. Realizadndose las evaluaciones
cada 24 horas durante siete dias. Para identificar si hay o no porcentaje de inhibicion del
crecimiento radial del micelio, se utiliz6 la formula propuesta por Skidmore y Dickinson

(1976):

PIC = [(c1- c2/c1) x 100]

Leyenda:
PI1C= porcentaje de inhibicién de crecimiento radial.
cl = Crecimiento radial del testigo (fitopatdgeno sin antagonista).

c2 = Crecimiento radial del patdégeno, en orientacion directa al crecimiento del
28



antagonista (cultivo dual).

Figura 2
Enfrentamiento dual de patdgeno y antagonista

Siembra dual Placa control

Medio PDA

[ Hongo Patégeno } [ Hongo Antagonista } [ Hongo Patégeno }

3.3.3.2.Ensayo de antagonismo de Trichoderma viride y Beauveria peruviensis

contra Sclerotinia sclerotiorum en condiciones “in vitro”.

En esta investigacion se tubo nueve tratamientos (T0, T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7y
T8) y 5 repeticiones. La unidad experimental consisti6 en una placa Petri. En los
tratamientos T1, T2, T3, T4 se utilizd el Disefio Completo al Azar (DCA), donde se
determind el porcentaje de inhibicion del micelio y esclerocios del patégeno por
hiperparasitismo de los antagonicos. Para el T5 y T6 se dejo desarrollar micelio de S.
sclerotiorum en medio de cultivo PDA, antes de la formacion de esclerocios se asperjo
conidios de los hongos antagonicos y se incubo entre 18 — 22°C durante 30 dias, con el
propoésito de apreciar el proceso de hiperparasitismo; las observaciones se realizaron
cada 24 horas, a través del estereoscopio y microscopio. Para el T7 y T8 se utilizo el
Disefio Completo al Azar (DCA), con tres tratamientos (TO, T7, T8) y cinco

repeticiones, en cada repeticion se utilizd 5 esclerocios. La unidad experimental
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consistio en una placa Petri. Este ensayo tuvo el objetivo de determinar el porcentaje de

deterioro del esclerocio e inhibicion de brotamiento de hifas del patégeno.

En la presente investigacion se evaluaron las siguientes variables: variable
independiente (hongos antagonistas como Trichoderma viride y Beauveria peruviensis),
variable dependiente (efecto antagonico frente a Sclerotinia sclerotiorum, medido a
través del porcentaje de inhibicion de crecimiento micelial, tipo de interaccion
antagonica y deterioro de esclerocios) y variables controladas ( medio de cultivo PDA,
condiciones de incubacidn, cantidad de indculo y disposicion de tratamientos bajo un

disefio completo al azar).

Tabla 1
Tratamientos de antagonismo de micelio Trichoderma viride y Beauveria peruviensis

frente a micelio y esclerocio de Sclerotinia sclerotiorum en condiciones in vitro.

Tratamiento Clave Descripcion
TO Testigo  Micelio de Sclerotinia sclerotiorum, sin antagonista
Micelio de Sclerotinia sclerotiorum frente a micelio de
T1 mSs/mTv

Trichoderma viride
Micelio de Sclerotinia sclerotiorum frente a micelio de

T2 mSs/mBp Beauveria peruviensis
T3 eSs/mTyv Esclerocio de Sclerotinia sclerotiorum frente a micelio
de Trichoderma viride
T4 eSs/mB Esclerocio de Sclerotinia sclerotiorum frente a micelio
P de Beauveria peruviensis
Micelio de Sclerotinia sclerotiorum asperjado con
™ mSs/actv conidios de Trichoderma viride
T6 MSs/acB Micelio de Sclerotinia sclerotiorum asperjado con
P conidios de Beauveria peruviensis
Esclerocio de Sclerotinia sclerotiorum asperjado con
7 eSsfacTv conidios de Trichoderma viride
T8 eSs/acBp Esclerocio de Sclerotinia sclerotiorum asperjado con

conidios de Beauveria peruviensis
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Tabla 2
Escala de evaluacién de deterioro e inhibicién de brotamiento de hifas de esclerocios de
Sclerotinia  sclerotiorum asperjado con conidios de Trichoderma viride vy

Beauveria peruviensis.

Escala Capacidad antagonica
0 0% de brotamiento de hifas del esclerocio
1 1% al 25% de formacion de micelio del antagonista en la superficie

del esclerocio

5 26% al 50% de formacion de micelio del antagonista en la superficie
del esclerocio

3 51% al 75% de formacidn de micelio del antagonista en la superficie
del esclerocio

4 76% al 100% de formacion de micelio del antagonista en la
superficie del esclerocio
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Evaluaciones de porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PIC) del T1
(mSs/mTv), T2 (mSs/mBp), T3 (eSs/mTv) y T4 (eSs/mBp) en condiciones “in vitro”
Tabla 3

Porcentaje de inhibicion de crecimiento radial de micelio de S. sclerotiorum frente a

micelio de T. viride y B. peruviensis.

RIT T1 T2 T3 T4
R1 77.00 39.96 80.35 31.74
R2 82.70 39.13 92.00 29.11
R3 82.07 36.96 77.00 45.17
R4 82.24 41.39 80.09 33.70
R5 80.89 41.48 78.72 30.39
Promedio % 80.98 39.78 81.63 34.02

4.2. Antagonismo de Trichoderma viride y Beauveria peruviensis contra Sclerotinia

sclerotiorum en condiciones “in vitro”.

La Tabla 4, presenta los resultados del andlisis de varianza (ANOVA) utilizados
para evaluar el porcentaje de inhibicion del crecimiento de Sclerotinia sclerotiorum bajo
el efecto de Trichoderma viride y Beauveria peruviensis. Para los tratamientos se
encontro significacion estadistica, dado que el valor de significacion (p-valor = 0.0001)
es menor al 0.05. Este resultado indica que existen diferencias significativas entre los
efectos de los tratamientos sobre la inhibicion del crecimiento de
Sclerotinia sclerotiorum; es decir, al menos uno de los tratamientos aplicados, que
incluyen T. viride y B. peruviensis, tanto frente a micelio como a esclerocio de
Sclerotinia sclerotiorum, tiene un impacto distinto en la inhibicion del crecimiento del

patogeno (T1y T3).
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El coeficiente de variacion de 6.43 %, indica que existe baja variabilidad en las
mediciones de la inhibicidn, que ejerce T. viride contra micelio de S. sclerotiorum, bajo

condiciones de enfrentamiento dual en medio de cultivo PDA.

Segun la prueba de Tukey (Tabla 5), con el tratamiento T3 (eSs/mTv), se obtuvo el
mayor porcentaje de inhibicion, alcanzando un 81.63 %. Estos resultados coinciden
parcialmente con lo reportado por Ibarra-Medina et al. (2010) quienes observaron que
sus aislamientos de Trichoderma colonizan méas del 90 % parasitando y degradando
esclerocios. Similarmente, el tratamiento T1 (mSs/mTv), mostré eficacia de inhibicion

del 80.98 %. Resultado que coincide con lo reportado por Pérez & Garcia-Godos (2019).

Ambos tratamientos, T1 y T3, se agrupan (A), lo que significa que no existe
diferencias significativas entre ellos en cuanto a su capacidad para inhibir el crecimiento
del patdgeno. Esto indica que Trichoderma viride es eficaz para inhibir el desarrollo de
micelio y esclerocio del patdgeno; ademas se evidencid que T. viride; no permite mucha
multiplicacidn de esclerocios (3 esclerocios), a diferencia del testigo que superaban a 20
esclerocios por cada repeticion. Resultados similares fueron reportados por Abdullah et
al. (2008) quienes determinaron que Trichoderma inhibe el crecimiento de micelio y la

formacion de esclerocios.

Por otro lado, el tratamiento T2 (mSs/mBp), logré una inhibicién del 39.78 %,
mientras que el tratamiento T4 (eSs/mBp), alcanz6 una inhibicion del 34.02 %. Ambos
tratamientos estan en el grupo B, lo que indica que son menos efectivos en comparacion
con los tratamientos T1 y T3. Estos resultados destacan la superioridad de Trichoderma
viride en la inhibicién de Sclerotinia sclerotiorum, siendo mas eficaz en comparacion

con Beauveria peruviensis.
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Tabla 4
Analisis de varianza (ANOVA) para la inhibicion de micelio y esclerocio de

Sclerotinia sclerotiorum

Fuentesde  Sumade Grados Cuadrado F
L de . p-valor
variacion cuadrados . medio Calculado
libertad
Tratamientos  1.1354 3 0.3785 115.8336  <0.0001
Error 0.0523 16 0.0033
Total 1.1877 19
CV=643%

Tabla 5
Prueba de Tukey para la inhibicion de micelio y esclerocio de Sclerotinia

sclerotiorum

Inhibicion

Tratamientos (%) Agrupacién
T3 81.63 A
Tl 80.98 A
T2 39.78 B
T4 34.02 B

Figura 3

Porcentaje de inhibicion de micelio y esclerocio de Sclerotinia sclerotiorum
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Figura 4
Inhibicion de Sclerotinia sclerotiorum en relacion del tiempo
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La Figura 3 y 4, muestran la inhibicion de micelio y esclerocio de Sclerotinia
sclerotiorum en relacion con el tiempo y los tratamientos, los cuales revelan que
Trichoderma viride (T1 y T3) muestra una eficacia superior en el control del patégeno
en comparacion con Beauveria peruviensis (T2 y T4). A las 48 horas, T3 alcanza una
inhibicion del 100 %, mientras que T1 también muestra una eficacia con un 80.98 % de
inhibicion. A medida que avanza el tiempo, T1 y T3 contintan siendo los tratamientos
mas efectivos, con inhibiciones que se mantienen altas y estables hasta las 168 horas,
alcanzando 80.98 % y 81.63 %, respectivamente. Resultados que concuerdan con los
estudios realizados por Duarte-Leal et al. (2018) y Chaccara (2021) quienes reportan que

Trichoderma muestran antagonismo sobre Sclerotinia.

Por otro lado, los tratamientos T2 y T4 presentan una menor eficacia, con
inhibiciones que son mas bajas en comparacion con T1 y T3. Aunque ambos
tratamientos muestran un aumento en la inhibicion con el tiempo, sus valores no superan
el 39.78 % para T2 y el 34.02 % para T4, incluso después de 168 horas. Esto indica que

Trichoderma viride es claramente mas efectivo en la inhibiciéon del crecimiento de
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Sclerotinia sclerotiorum en las condiciones experimentales evaluadas.

Figura 5
Enfrentamiento dual entre micelio de Trichoderma viride y micelio de Sclerotinia

sclerotiorum (mSs/mTv) (A) y Testigo (B) a 72 horas.

En la figura 5A, se observa el inicio del enfrentamiento dual entre micelio de T.

viride y micelio de S. sclerotiorum a las 72 horas, mostrando un crecimiento
rapido del antagonista hacia el patégeno y en la 5B se aprecia un crecimiento del

patdgeno sin antagonista.

Figura 6
Enfrentamiento dual entre micelio de Trichoderma viride y micelio de Sclerotinia

sclerotiorum (mSs/mTv) (A) y Testigo (B) a 168 horas.
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En la figura 6A se aprecia el enfrentamiento dual entre micelio de T. viride y
micelio de S. sclerotiorum a las 168 horas, observandose conidios del
antagonista sobre el micelio del patdgeno, ademas de una coloracion amarilla del
micelio del patégeno debido al uso de enzimas y toxinas de T. viride. En la
figura 6B se aprecia un crecimiento del patdgeno sin antagonista, mostrando la

formacion de esclerocios.

Figura 7
Enfrentamiento dual entre micelio Beauveria peruviensis y micelio de Sclerotinia

sclerotiorum (mSs/mBp) (A) y Testigo (B) a 72 horas.

37



La figura 7A muestra el inicio del enfrentamiento dual entre micelio de B.
peruviensis y micelio de S. sclerotiorum a las 72 horas, apreciandose el rapido
crecimiento del micelio del patogeno a diferencia del antagonico y la figura 7B

muestra micelio S. sclerotiorum sin antagonista.

Figura 8

Enfrentamiento dual entre micelio de Beauveria peruviensis y micelio de Sclerotinia

sclerotiorum (mSs/mBp) (A) y Testigo (B) a 168 horas.

La figura 8A muestra el enfrentamiento dual entre micelio de B. peruviensis y
micelio de S. sclerotiorum a las 168 horas, apreciandose el antagonismo y la
poca produccion de esclerocios del patdgeno a diferencia del testigo. La figura
8B muestra micelio S. sclerotiorum sin antagonista, con abundante produccién

de estructuras de conservacion (esclerocios).

Figura 9
Enfrentamiento dual entre micelio de Trichoderma viride y esclerocio de Sclerotinia

sclerotiorum (eSs/mTv) (A) y Testigo (B) a 72 horas.
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La figura 9A muestra el inicio del enfrentamiento dual entre micelio T. viride y
esclerocio de S. sclerotiorum a las 72 horas, apreciandose el rapido crecimiento del
antagonista. La figura 9B muestra la germinacién del esclerocio de S. sclerotiorum

sin antagonista.

Figura 10
Enfrentamiento dual entre micelio de Trichoderma viride y esclerocio de Sclerotinia

sclerotiorum (eSs/mTv) (A) y Testigo (B) a 168 horas.

La figura 10A muestra el enfrentamiento dual entre micelio T. viride y esclerocio de

S. sclerotiorum a las 168 horas, donde se aprecia la invasion del antagonista hacia el
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micelio del patdgeno, generando la destruccion de hifas y evitando el desarrollo de
esclerocios. Este efecto refleja la capacidad micoparasitica del antagonista, que
limita el desarrollo del hongo fitopatogeno mediante la competencia por espacio y
nutrientes, asi como la accion enzimatica. La figura 10B muestra al tratamiento
testigo, donde se aprecia el crecimiento normal de S. sclerotiorum y la formacion
abundante de esclerocios. En este caso no hay accion del antagonista por lo que el

patdgeno completa su ciclo.

Figura 11

Enfrentamiento dual entre micelio de Beauveria peruviensis y esclerocio de Sclerotinia

sclerotiorum (eSs/mBp) (A) y Testigo (B) a 72 horas.

La figura 11A muestra el enfrentamiento dual entre micelio de B. peruviensis y
esclerocio de S. sclerotiorum a 72 horas, observandose el crecimiento predominante

del patégeno. En la figura 11B se aprecia a S. sclerotiorum sin antagonista.

40



Figura 12

Enfrentamiento dual entre micelio de Beauveria peruviensis y esclerocio de Sclerotinia

sclerotiorum (eSs/mBp) (A) y Testigo (B) a 168 horas.

La figura 12A muestra el enfrentamiento dual entre micelio de B. peruviensis y
esclerocio de S. sclerotiorum a las 168 horas, se observa el crecimiento
predominante del patdgeno, que cubre la mayor parte del medio de cultivo. El
crecimiento del antagonista se limita en una pequefia zona de la placa, sin
evidenciar una inhibicion marcada del patégeno. La figura 12B corresponde al
tratamiento testigo donde S. sclerotiorum crece libremente sin llegar afectar su

crecimiento ni produccion de esclerocios.

4.3. Antagonismo por aspersién de conidios de Trichoderma viride y Beauveria
peruviensis sobre micelio de Sclerotinia sclerotiorum en condiciones in vitro (T5 y
T6).

Conidios de T. viride y B. peruviensis, en concentracion de 10° conidios/mL,
asperjados sobre micelio de S. sclerotiorum mostraron efecto antagénico de diferente

magnitud; las observaciones microscopicas de este ensayo se realizaron cada 24 horas
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durante 10 dias.

El efecto antagonico de T. viride (T5= mSs/acTv), se mostrd a partir de las 24
horas, los conidios del antagonista mostraron los tubos de germinacion en la superficie
de hifas del patégeno; transcurrido el tiempo el tubo germinativo del microorganismo
antagonico rotura la pared celular del patdégeno, por accién enziméatica como lo
mencionan Ezziyyani et al. (2004) y Montoya et al. 2(016). En cuanto a la degradacién
de la membrana celular, no fue posible apreciarlo microscopicamente; por lo que
presume que T. viride, succiona el contenido citoplasmatico de las células de la hifa del
hongo patogeno a través de haustorios, o directamente por osmosis; de esta manera se
consolida el antagonismo por el principio de hiperparasitismo (Sanchez-Garcia et al.,

2017).

Las células de las hifas de S. sclerotiorum, invadidas por el haustorio de T. viride,
se modifican, aumentando su volumen; la hifa del antagénico avanza sobre la superficie
de la hifa del patdgeno, hasta encontrar otra célula donde penetra otro haustorio; de esta
manera se degrada la pared celular del hongo invadido hasta desaparecer por completo.
Resultados gue concuerdan con lo reportado por Henis et al. (1983) y Goldman et al.

(1994).

Otra forma de la accion antagonica de T. viride sobre S. sclerotiorum, es el
recorrido en espiral de la hifa del antagonista, causando estrangulamiento a la hifa del
patdgeno, como se muestra en la figura 14. Estos procesos de antagonismo también lo

reportan Garrido Rondoy & Nasstie Vilela (2019) y Chet et al. (1981).
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Figura 13
Efecto antagonico de Trichoderma viride, en hifas de Sclerotinia sclerotiorum; donde

se aprecia el incremento de volumen de células del patégeno (mSs/acTv).
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Figura 14
Destruccion de hifas de Sclerotinia sclerotiorum por efecto de estrangulamiento de

hifas de Trichoderma viride (mSs/acTv).

A medida que ocurre el proceso de destruccion de las hifas de S. sclerotiorum, se
incrementa las hifas del antagonista, mostrandose el micelio de color amarillo claro que

cambia progresivamente a color verde, como consecuencia de la diferenciacion y
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crecimiento de conidioforos y conidios del antagonista.

Figura 15

Incremento de micelio de Trichoderma viride; desaparicion paulatina de hifas de

Sclerotinia sclerotiorum (mSs/acTv).

El efecto antagdnico de Beauveria peruviensis contra el micelio de S. sclerotiorum
(T6 = mSs/acBp); es menos notorio que la accion de T. viride; este principio antagonico
se debe a competencia por alimento y espacio, seguido de hiperparasitismo leve; mas no

existe accion por antibiosis. Caracteristicas que se aprecian en la figura 16.

Los conidios de B. peruviensis, al germinar producen un tubo germinativo que a
través de enzimas roturan a las paredes celulares para alimentase del contenido
citoplasmatico de las hifas del patdgeno; en este proceso se aprecia el incremento de
volumen de estas células; incluso desaparece los septos; las hifas del antagonista
contintian su crecimiento y desarrollo atravesando las células del patégeno y en algunos

casos crecen en el interior de las hifas de S. sclerotiorum, hasta desaparecerlos.
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Figura 16

Hifa de Beauveria peruviensis parasitando células de hifas de Sclerotinia sclerotiorum

(mSs/acBp).

4.4. Evaluaciones de antagonismo por aspersion conidios de Trichoderma viride (T7
= eSs/acTv) y Beauveria peruviensis (T8 = eSs/acBp) sobre esclerocios de Sclerotinia

sclerotiorum en condiciones in vitro.

Tabla 6
Porcentaje de afectacion a esclerocios de S. sclerotiorum asperjado de conidios de T.

viride y B. peruviensis.

RIT T7 T8 Testigo
R1 90 90 0
R2 87 85 0
R3 95 90 0
R4 93 95 0
R5 95 90 0
Promedio % 92 90 0
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4.5. Antagonismo por aspersion de conidios de Trichoderma viride y Beauveria
peruviensis sobre esclerocios de Sclerotinia sclerotiorum en condiciones in vitro (T7
y T8).

En el andlisis de varianza realizado para evaluar el efecto antagonico de conidios
de Trichoderma viride (T7= eSs/acTv) y Beauveria peruviensis (T8= eSs/acBp),
aplicados sobre los esclerocios de Sclerotinia sclerotiorum y el comportamiento de
permitir o0 no, el brotamiento de hifas se observd que la fuente de variacion asociada a

los tratamientos presenta un valor de significacion (p-valor = 0.0001) menor al 0.05.

El coeficiente de variacion fue de 4.71 %, el cual indica que hubo una baja
variabilidad en las mediciones de la inhibicion entre las diferentes muestras analizadas

por cada tratamiento (Tabla 7).

La prueba de Tukey (Tabla 8) realizada para evaluar la inhibicion del brotamiento
de hifas del esclerocio de Sclerotinia sclerotiorum, se observa que Trichoderma viride
inhibe 92% del esclerocio y Beauveria peruviensis el 90 % del esclerocio, se agrupan en
el mismo (A). Esto indica que no existe diferencia significativa entre ambos tratamientos
en términos de su capacidad para inhibir el brotamiento de hifas del esclerocio, por lo

que se les considera inhibidores efectivos.

En contraste, el testigo, que presenta una inhibicion del 0%, se diferencia
significativamente de los tratamientos con Trichoderma viride y Beauveria peruviensis.
Esto indica que ambos tratamientos tienen un efecto significativo en la inhibicion del
esclerocio de Sclerotinia sclerotiorum en comparacion con el testigo, donde no se

observa ninguna inhibicion.
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Tabla 7

Analisis de varianza (ANOVA) para la afectacion de esclerocios de Sclerotinia

sclerotiorum

Fuentes de Sumade Gradosde Cuadrado F _valor
variacion  cuadrados libertad medio Calculado P
Tratamientos 27613.33 2 13806.67 1690.61 <0.0001
Error 98 12 8.17
Total 27711.33 14
CV=471%
Tabla 8

Prueba de Tukey para la afectacion de esclerocios de Sclerotinia sclerotiorum

Tratamientos z&t])'b'c'on Agrupacion
Trichoderma viride 92 A
Beauveria peruviensis 90 A
Testigo 0 B

Figura 17
Afectacion de esclerocios de Sclerotinia sclerotiorum en relacion del tiempo
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La Figura 17, presenta el comportamiento de la inhibicion del esclerocio de
Sclerotinia sclerotiorum en funcién del tiempo, evaluando el efecto de los tratamientos

con Trichoderma viride y Beauveria peruviensis a lo largo de diez dias.

En el primer dia, en ambos tratamientos no se diferencio inhibicion. Sin embargo,
a medida que transcurrieron los dias, se evidencid crecimiento y desarrollo del micelio
en la superficie del esclerocio. El antagonismo se evalué a través del estereoscopio,

observando el desarrollo del micelio del antagonista, en la superficie del esclerocio.

A partir del tercer dia, ambos tratamientos mostraron inhibicion del brotamiento
del esclerocio. Al séptimo dia, Trichoderma viride ocupa el 55% de la superficie del
esclerocio y Beauveria peruviensis llegd al 54%; reflejando en eficacia el deterioro de
esclerocios al octavo dia causado por la poblacion micelial de 67.4% de T. viride; esta
estructura ademas se muestra de consistencia gelatinosa; en cambio el micelio de
Beauveria peruviensis, ocupa el 67% de la superficie del esclerocio, no permite el

brotamiento de hifas del patégeno, con ligera flacidez.

Al finalizar el experimento, en el décimo dia, Trichoderma viride mostré 92% de
inhibicion 'y Beauveria peruviensis alcanz6 el 90 %. Concluyendo que
Trichoderma viride deteriora esclerocios y limita el desarrollo de hifas (Ibarra-Medina et
al., 2010); mientras que Beauveria peruviensis solo limita el desarrollo de hifas en la

superficie del esclerocio de Sclerotinia sclerotiorum.
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Figura 18

de conidios de Trichoderma viride sobre esclerocios de
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Antagonismo por aspersi

esclerocio de Sclerotinia sclerotiorum mostrando hifas y conidios de Trichoderma

La figura 18A muestra el desarrollo de Trichoderma viride sobre esclerocio de
Sclerotinia sclerotiorum (eSs/acTv). La figura 18B muestra el corte transversal del

Antagonismo por aspersion de conidios de Trichoderma viride sobre esclerocios

Sclerotinia sclerotiorum a 120 horas.
de Sclerotinia sclerotiorum a 240 horas.

viride.
Figura 19
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En la figura 19A se aprecia el corte transversal de esclerocio de Sclerotinia
sclerotiorum, afectado por Trichoderma viride (eSs/acTv), mostrando un
esclerocio de consistencia flacida. La figura 19B muestra hifas y conidios de
Trichoderma viride, en el tejido interior del esclerocio de Sclerotinia

sclerotiorum.

Figura 20
Antagonismo por aspersion de conidios de Beauveria peruviensis sobre esclerocios de

Sclerotinia sclerotiorum a 120 horas.
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En la figura 20 se aprecia el desarrollo de Beauveria peruviensis sobre esclerocio de
Sclerotinia sclerotiorum (eSs/acBp). En la figura 20B se muestra el corte transversal del
esclerocio de Sclerotinia sclerotiorum mostrando minima cantidad de conidios de

Beauveria peruviensis.
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Figura 21

Antagonismo por aspersion de conidios de Beauveria peruviensis sobre esclerocios de

Sclerotinia sclerotiorum a 240 horas.

En la figura 21A se muestra el desarrollo de Beauveria peruviensis sobre esclerocio de
Sclerotinia sclerotiorum (eSs/acBp), afectando la germinacion de hifas del patogeno. La
figura 21B muestra hifas y conidios de B. peruviensis, presentes en la superficie del

esclerocio Sclerotinia sclerotiorum.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. Conclusiones
- Bajo la técnica de cultivos duales, el efecto antagénico de Trichoderma viride en
condiciones in vitro tanto en micelio como esclerocio de Sclerotinia sclerotiorum
alcanzd un porcentaje maximo de 80.98% (T1 = mSs/mTv) y 81.63% (T3 = eSs/mTv),
lo que demuestra su alta capacidad de parasitismo y antibiosis.
- El efecto antagbnico de Beauveria peruviensis contra micelio de
Sclerotinia sclerotiorum; es por competencia y parasitismo obteniendo un 39.78% de
inhibicién en micelio y un 34.01% en esclerocio.
- En el efecto antagonico por aspersion de conidios de los antagonistas sobre
esclerocio de Sclerotinia sclerotiorum; se mostré6 con mayor eficacia Trichoderma
viride con 92% (T7= eSs/acTv) y Beauveria peruviensis con el 90 % (T8= eSs/acBp);

debido a la desnaturalizacion e inhibicidn del desarrollo de hifas del esclerocio.

5.2. Recomendaciones

- Se recomienda seguir realizando ensayos de antagonismo en condiciones in vitro y en
campo, para confirmar la eficacia de Trichoderma viride frente a Sclerotinia
sclerotiorum.

- Se recomienda seguir realizando investigaciones de antagonismo fangico con
Beauveria peruviensis.

- Promover el uso de Trichoderma viride como una alternativa ecoldgica en
programas de manejo integrado de enfermedades, contribuyendo a la reduccion del

uso de fungicidas.
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ANEXOS

Antagonismo de micelio de Trichoderma viride y Beauveria peruviensis
frente a micelio de Sclerotinia sclerotiorum a 168 horas en 5 repeticiones.

Figura 22

Cultivo dual a 168 horas de evaluacion, micelio de Trichoderma viride frente a

micelio de Sclerotinia sclerotiorum.




Figura 23

Cultivo dual a 168 horas de evaluacion, micelio de Beauveria peruviensis frente

a micelio de Sclerotinia sclerotiorum.
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2. Antagonismo de micelio de Trichoderma viride y Beauveria peruviensis
contra esclerocio de Sclerotinia sclerotiorum a 168 horas en 5 repeticiones.
Figura 24
Cultivo dual a 168 horas de evaluacion, micelio de Trichoderma viride frente a

esclerocio de Sclerotinia sclerotiorum.




Figura 25

Cultivo dual a 168 horas de evaluacién, micelio de Beauveria peruviensis frente

a esclerocio de Sclerotinia sclerotiorum.
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3. Antagonismo por aspersién de conidios de Trichoderma viride y
Beauveria peruviensis contra micelio de Sclerotinia sclerotiorum en 5
repeticiones y su testigo.

Figura 26

Instalaciéon del experimento por aspersion de conidios de Trichoderma

viride y Beauveria peruviensis sobre micelio de Sclerotinia sclerotiorum.
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4. Antagonismo por aspersion de conidios de Trichoderma viride y
Beauveria peruviensis contra esclerocio de Sclerotinia sclerotiorum en 5
repeticiones.

Figura 27
Antagonismo por aspersion de conidios de Trichoderma viride sobre esclerocios

de Sclerotinia sclerotiorum a 240 horas.




Figura 28
Antagonismo por aspersion de conidios de Beauveria peruviensis sobre

esclerocios de Sclerotinia sclerotiorum a 240 horas.
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5. Evaluaciones de porcentaje de inhibicién de crecimiento radial (PIC) en
condiciones in vitro durante 7 dias (168 horas).
Tabla 9

Promedios del porcentaje de inhibicion de crecimiento radial durante 168 horas

H/T Tl T2 T3 T4

24 -27.59 -27.59 0.00 0.00
48 0.98 11.76 100.00 38.93
78 7.32 13.86 78.29 13.45
96 22.29 18.61 72.78 37.39
120 52.92 16.62 63.27 46.60
144 74.66 31.02 73.14 34.34
168 80.98 39.78 81.63 34.02

6. Trabajos realizados en el laboratorio de Fitopatologia

Figura 29
Colecta de esclerocios para los ensayos de antagonismo (A), Desinfeccion de

esclerocios (B).
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Figura 30
Desprendimiento de conidios de los hongos antagdnicos mediante el agitador (A),

Observacion de muestras en el microscopio (B).

72



	PORTADA ARACELI.pdf (p.1)
	TESIS ARACELI 2025 FINAL antagonismo - 03-02-26.pdf (p.2-83)

