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RESUMEN

El presente estudio trata sobre la evaluacién de aislados de Trichoderma spp., sobre el crecimiento
de colonias de Alternaria sp., para seleccionar aislados con capacidad de biocontrol a Alternaria
sp., mediante pruebas de confrontacion en condiciones in vitro. Se realizd la evaluacion de 30
aislados del género Trichoderma y seis medios de cultivo, asi mismo se aislé Alternaria sp. de
pencas de pitahaya, que mostraron sintomas de la enfermedad. Se emple6 un disefio
completamente al azar con tres repeticiones en la variable capacidad antagonica de Trichoderma
spp. Yy cinco repeticiones en la evaluacion de los medios de cultivo. En los ensayos se evaluaron
las variables crecimiento, medios de cultivos y nimero de conidios de Alternaria sp.; porcentaje
de inhibicion y capacidad antagonica que presentan los aislados de Trichoderma spp. Para el
analisis estadistico se utilizaron modelos lineales generales y mixtos. Con base en los resultados
obtenidos el medio de cultivo agar mas frijol (T1), presento un crecimiento de colonia de
Alternaria de 3,02cm y nimero de conidios de 284, evaluados en los dias 5, 7, 10 y 13; el cual
difiere del resto de tratamientos. En la variable capacidad antagénica los aislados de Trichoderma
spp. evaluados al quinto dia, presentaron micoparasitismo los aislados T14, T21 y T26 con el
100% de colonizacion del patdgeno in vitro; concluyendo que al menos tres aislados de
Trichoderma spp. tienen capacidad de biocontrol sobre la colonia de Alternaria sp. Se recomienda

evaluar las pruebas de inhibicion y parasitismo en invernadero y campo.

Palabras clave: <HONGO (Trichoderma sp.)>, <HONGO (Alternaria sp.)>, <CONIDIOS>,
<CAPACIDAD ANTAGONICA>, <PATOGENO>, < PITAHAYA (Selenicereus sp.)>,
<MEDIOS DE CULTIVO>.
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ABSTRACT

The present study deals with the evaluation of Trichoderma isolates spp. on the growth of
Alternaria sp. colonies, to select isolates with biocontrol capacity against Alternaria sp. of
Alternaria sp. colonies, to select isolates with biocontrol capacity to Alternaria sp. sp., by means
of confrontation tests under in vitro conditions. The evaluation of 30 isolates of the genus
Trichoderma spp. isolates of the genus Trichoderma and six culture media were evaluated.
Alternaria sp. was isolated from pitahaya stalks, which showed symptoms of the disease. A
completely randomized design with three was used a completely randomized design with three
replicates in the variable antagonistic capacity of Trichoderma spp. and five replicates in the
evaluation of the culture media. In the trials, the following variables were evaluated the variables
growth, culture media and number of Alternaria sp. conidia; percentage of inhibition and
antagonistic of inhibition and antagonistic capacity presented by the isolates of Trichoderma spp.
were evaluated. general linear and mixed models were used for the statistical analysis. Based on
the results obtained the medium of culture agar plus bean (T1), presented a growth of colony of
Alternaria of 3.02cm and of 3.02 cm and number of conidia of 284, evaluated on days 5, 7, 10
and 13, which differed from the rest of the treatments. differed from the rest of the treatments. In
the variable antagonistic capacity, the isolates of Trichoderma spp. evaluated on the fifth day of
the treatment. spp. evaluated at the fifth day, presented mycoparasitism the isolates T14, T21 and
T26 with 100% of colonization of the pathogen. 100% of colonization of the pathogen in vitro;
concluding that at least three isolates of Trichoderma spp. Trichoderma spp. have biocontrol
capacity on the Alternaria sp. colony. to evaluate the inhibition and parasitism tests in greenhouse
and field.

Key words: <FUNGI (Trichoderma sp.)>, <FUNGI (Alternaria sp.)>, <CONIDIA>,
<ANTAGONIC CAPACITY>, <PATHOGEN>, <PITAHAYA (Selenicereus sp.)>,
<CULTURE MEDIA>.
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INTRODUCCION

La produccién de pitahaya a nivel mundial, aumentado en los Gltimos afios, con un estimado de
10 345 ha, reflejandose en los paises asiaticos (Tailandia y Vietnam) y América Latina (Ecuador,
México, Nicaragua y Colombia) (Mufioz, 2014, p. 8; FAO, 2012, p. 2). En Latinoamérica, Colombia es
uno de los paises pionero en la exportacién y produccién de pitahaya, sequido de Ecuador y
México (Mufioz, 2018, p. 7). Las provincias productoras en Ecuador son: Pastaza, Pichincha, Loja,
Los Rios y Morona Santiago; con una produccién de 344 Tm, siendo el cantén Palora la principal
zona de cultivo (Huachi et al., 2015, p. 52; PRO ECUADOR, 20186, p. 5).

En el Canton Palora la pitahaya es exportada a la Union Europea, Asia y Estados Unidos, referente
a la informacién obtenida por el Ministerio de Agricultura y ganaderia (MAG, 2018, parr. 2), en dicho
afio se exporto una cantidad de 7 499 t de fruta, lo que ha permitido el desarrollo social y
econémico de este sector. La alta demanda de pitahaya a nivel mundial y el aumento de
enfermedades causadas por diversos hongos; siendo uno de estos el patdgeno Alternaria sp. que
altera la morfologia de varios cultivos, ha ocasionado que el sector agricola aplique cantidades
exageradas de insecticidas y funguicidas, con el propdsito de evadir perdidas y obtener mayor
produccion.

Entre los fitopatogenos existentes en el cultivo de pitahaya que ocasionan perdidas en su
produccién, se encuentra el hongo Alternaria sp, responsable de la presencia de manchas de color
café rojizo que se convierte en sarna, tanto en pencas y frutos, por medio del bloqueo en el
crecimiento de estructuras de aristas y aureolas, en cuanto al fruto se presenta con un aspecto de
cubierta por toda la corteza de la fruta, perjudicando a su exportacidn (Suérez, Pico y Delgado, 2019,
p. 53).

La alteracion de ecosistemas y el impacto ambiental originario por el control quimico, ha
generado la residualidad en frutas y hortalizas, perjudicando la salud del ser humano a largo plazo.
Dicha problemaética ha llevado el uso de alternativas bioldgicas existentes en la naturaleza,
teniendo como funcidn controlar la enfermedad, esté control es amigable con el ambiente;
encontrandose el género Trichoderma que posee capacidad de ejercer micoparasitismos en una
gran variedad de hongos patgenos, como lo es Alternaria sp., asi mismo, tiene gran adaptabilidad
en diversos ambientes, medios de cultivo y produce metabolitos, que le permiten ejercer
biocontrol (Martinez, Infante y Reyes, 2013, p. 2; Chauca, 2018, p. 1).

Con el proposito de dotar informacion referente al uso de control bioldgico, el Departamente de
Proteccion Vegetal, de la Estacion Central de la Amazonia (INIAP), aisl6 hongos del género
Trichoderma in vitro, procedentes de plantaciones de pitahaya del canton Palora, con posible
capacidad antagénica de Alternaria spp (sarna en pencas y frutos). A partir de estos aislados, el

objetivo del presente estudio es evaluar aislados de Trichoderma spp., con capacidad de

1



biocontrol para inhibir y controlar colonias de Alternaria sp., mediante pruebas de confrontacion

en condiciones in vitro.

Problema

Menciona Esquivel and Quesada (2012, p. 114), que a nivel mundial el cultivo de pitahaya ha
logrado alcanzar gran importancia econémica por el valor nutricional que posee su fruta. Pavon
et al. (2012, p. 1773), sostienen que el género Alternaria produce fitotoxinas que perjudican dicho
cultivo durante su ciclo vegetativo, afectando el rendimiento en su cosecha y causando enormes
pérdidas econémicas. En Latino América dicha enfermedad Alternaria ha afectado en las
exportaciones. En Ecuador el cultivo de pitahaya se ha convertido en un producto, que ha
aumentado en la Gltima década su produccién y exportacion en los mercados internacionales, sin
embargo, no esta libre de la agresividad del hongo Alternaria sp. en pencas y frutos que ha
ocasionado la presencia de 10° conidias con un dafio de 4.44 cm en la fruta perjudicando la
comercializacion de este producto (Valencia et al., 2016, p. 813).

En el Cantdn Palora se calcula que en un area de 10 000 m? de cultivo de pitahaya se obtiene por
afio 30 000 kg de produccién. En dicha zona el cultivo presenta una alta incidencia de la
enfermedad sarna cuyo agente causal es Alternaria sp., originando la obstruccién en el
crecimiento de nuevas vainas; no obstante en un bajo manejo el patégeno puede ocasionar un
80% de dafios en el cultivo (Pico et al., 2019, p. 66; Vargas, Pico y Caicedo, 2019, p. 40). Asi mismo, la falta
de informacién sobre la enfermedad de sarna por Alternaria sp., ha ocasionado la utilizacion a
gran escala de agroquimicos en el sector agricola, contribuyendo el aumento de problemas
fitosanitarios en el cultivo de pitahaya, provocando la adaptacion del patdgeno vy el deterioro de
enemigos naturales, los cuales cumplen con la funcién de contrarrestar el ataque del agente
patégeno (Suarez, Pico y Delgado, 2019, p. 53).

En la regidn Amazonica existen pocos estudios sobre el uso de Trichoderma spp. como control
bioldgico para ciertos patégenos y caracteristicas morfométricas de las diferentes cepas existentes
de Trichoderma spp. en pitahaya.

Los medios de cultivos son el ingrediente principal para la reproduccién de Alternaria sp., in
Vvitro, ya que estos compuestos deben poseer nutrientes. Estos nutrientes permiten el crecimiento
de este patdgeno, siendo Alternaria sp, un microorganismo que no se desarrolla en cualquier
medio de cultivo, teniendo un periodo de crecimiento de 15 a 30 dias (Vargas, Pico y Caicedo, 2019, p.
40). Por ello, el presente trabajo pretende buscar el medio de cultivo idéneo para Alternaria sp,
para asi acelerar el crecimiento y evaluar el nivel antagénico de asilados de Trichoderma spp.

frente Alternaria sp. para su control.



Justificacion

El cultivo de pitahaya en Ecuador en el Cantdn Palora es un producto rentable debido a sus
exportaciones hacia la Union Europea y Asia. Este rubro es afectado por varios patdgenos que
perjudican la produccion y calidad de su fruta, ocasionando a nivel local pérdidas significativas
para los productores. Siendo dicha enfermedad la mas desfavorable para este cultivo, la sarna
cuyo agente causal es Alternaria sp., que afecta a pencas y frutos. La escasa informacion de los
agentes con capacidad antagonica procedentes del cultivo de pitahaya en la Amazonia, es aquel
limitante que ha ocasionado el uso indiscriminado de plaguicidas y funguicidas sistémicos cada
8 dias; por lo que, se ha determinado residuos de ciertos productos en la fruta afectando
directamente la exportacion.

En la actualidad el sector agricola enfocado al cultivo de pitahaya debe contar con controles
bioldgico, para que no perjudiquen sus exportaciones, de tal manera que sea viable alcanzar el
objetivo de mitigar o contrarrestar la incidencia de dicha enfermedad y buscar un manejo
integrado en el cultivo de pitahaya.

La investigacion se enfoca en el sector agricola mediante la identificacion de cepas de
Trichoderma spp., que poseen capacidad de biocontrol sobre el crecimiento del patdgeno
Alternaria sp., a través de pruebas de confrontacién in vitro, en el cantdn Joya de los Sachas, que
trata de atenuar la presencia de la enfermedad en el cultivo de pitahaya, con el fin de dotar
informacién al agricultor para mejorar sus exportaciones.

En vista que no existen suficientes estudios a nivel nacional referente al control biol6gico de
Alternaria sp. y el medio especifico para el crecimiento de dicha enfermedad, la presente
investigacion es (til para proporcionar conocimiento sobre la forma que actla en laboratorio la
enfermedad, su estructura y el crecimiento en diferentes medios de cultivo.

Ademas, el presente trabajo favorece a aumentar datos referentes al estudio del nivel antagénico
de Trichoderma spp. sobre Alternaria sp., para verificarlos y constatarlos con otras

investigaciones.



OBJETIVOS

Objetivo general

- Evaluar aislados de Trichoderma spp., con capacidad de biocontrol para inhibir el crecimiento

de colonias de Alternaria sp., mediante pruebas de confrontacion en condiciones in vitro.
Obijetivo especifico

- Analizar diferentes medios de cultivos en condiciones in vitro, para acelerar el crecimiento y
cantidad de conidios en colonias de Alternaria sp.

- Valorar la capacidad antagonica de aislados de Trichoderma spp., sobre colonias de Alternaria
sp., mediante pruebas de confrontacion in vitro.

HIPOTESIS

Ho: Los aislados de Trichoderma spp. no ejercen capacidad antagonica sobre Alternaria sp. en

ningin medio de cultivo.

Hi: Los aislados de Trichoderma spp. ejercen capacidad antag6nica sobre Alternaria sp. en al

menos un medio de cultivo.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Antecedentes de la investigacion

Segun (Caetano, Otélvaro y Mufioz 2010, pp. 102-103;Cafiar, Caetano y Bonilla 2014, pp. 77-78) el cultivo de
pitahaya a nivel mundial es de gran importancia econdmica. La fruta es demandada por su aroma,
sabor y propiedades nutricionales. En el cantén Palora de la Provincia de Morona Santiago,
existen cerca de 1528 hectareas de cultivo de pitahaya con una produccién de 7.6 t/ha (Vargas et
al., 2018, p. 4; MAG, 2019, parr. 4). Encontrandose estas hectareas en manos de 672 agricultores, de las
cuales solo 664 ha se encuentran en produccion; llegando a su maximo nivel de produccion en
los meses de enero, marzo, abril, noviembre y diciembre, aungue a nivel nacional, el 5% de la
produccidn se presenta en junio, el 15% entre septiembre e inicios de octubre, 20% mediado de
noviembre e inicios de diciembre y el 60% de la produccidn ocurre entre febrero y marzo (INIAP,
2018); sin embargo, estd se ve afectada por el ataque de plagas y enfermedades que afectan el
rendimiento y calidad de la fruta (Botin et al., 2004, p. 140-142).

En Palora, la escasa informacion para el manejo de patdgenos en el cultivo de pitahaya ha
ocasionado un excesivo uso de agroguimicos, lo cual genera incrementos en los costos de
produccion. El Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP) en el afio 2019 en el
canton Palora realizd un diagndstico en plantaciones de pitahaya y determind que las
enfermedades que estaban limitando la produccién de la fruta son; pudricion basal del fruto
causada por el hongo Fusarium oxysporum, antracnosis cuyo agente causal es Colletotrichum sp.
y sarna causada por Alternaria sp. que provoca dafio a las pencas ocasionando el blogueo del
desarrollo de brotes nuevos (Murcia et al., 2013, p. 78; INIAP, 2019, p. 48; Suarez, Pico y Delgado, 2019, p.
53). Menciona Botin et al. (2004, pp. 140-142) que dichas enfermedades causan pérdidas
significativas en el cultivo en un 44 %. EI INIAP (2019), realizo la recoleccion de muestras de
suelo para la identificacion de microorganismos con capacidad antagonica del género
Trichoderma con un posible potencial antagdnico. Por esta razon, una alternativa sostenible para
este cultivo de pitahaya seria el uso de controladores bioldgicos que comprende la accion de
enemigos entomopatdgenos y entomofagos sobre plagas y enfermedades (Van Driesche, Hoddle y
Center, 2007, p. 3; Bahena, 2008, p. 21). Debido, que para el control biologico de Alternaria sp.; se
emplean hongos con capacidad antagdnica del género Trichoderma y Gliocladium.

De acuerdo con (Botin etal., 2004, p. 140-142), Trichoderma controla diversas enfermedades
ocasionadas por hongos, a través de varios mecanismos como: competencia de espacio,
nutrientes, produccion de compuestos inhibidores e inactivacidn de enzimas del agente patdgeno.
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Segun Coca, Gakenge y Cabrera (2020, p. 7) las cepas de Trichoderma asperellium expuestas sobre
Alternaria solani, lograron efectos significativos en la disminucidn de las colonias de A solani
posterior al contacto.

Alternaria sp., posee un crecimiento tardio en el medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA),
por lo que expresa Hernandez y Roson (2005, pp. 61-63), sobre la importancia de la composicion de
los medios de cultivos, lo cual ayuda a la esporulacién y desarrollo de los hongos, ya que estos
demandan de nutrientes como azufre, hierro, nitrégeno, potasio, sodio y carbono para su
metabolismo, con la finalidad de construir el protoplasma celular de los microorganismos. Es por
ello en el presente trabajo se plantea el evaluar diferentes medios de cultivos para el crecimiento
de Alternaria sp.

Este analisis previo y debido a que el Laboratorio de Proteccion Vegetal de la Estacion
Experimental Central de la Amazonia (EECA), cuenta con una coleccion de 108 aislados del
género Trichoderma. Se plantea el presente estudio donde se evaluara la capacidad antagdnica de
30 aislados del género Trichoderma, lo cual permitira seleccionar aislados que ejerzan control
sobre Alternaria sp.

1.2.  Pitahaya (Selenicereus sp.)

Es una planta perenne con particularidades propias de su especie, forma externa e interna del fruto
con cascara amarilla con espinas y pulpa blanca llena de semillas de coloracion negra; demanda
de sostén por ser epifita, puesto a que no logra mantenerse por si sola a causa de su arquitectura,
propagacion asexual y sexual, la fructificacion de la pitahaya consta de dos ciclos respecto a las
condiciones climaticas de la zona a la que se encuentre el cultivo, tallo triangular de color verde
y flores hermafroditas (Perea et al., 2010, p. 106; Vargas et al., 2020, p. 10).

El cultivo de pitahaya es de importancia medicinal, alimentaria y econémica, por la existencia del
consumo a gran escala a nivel mundial. EI Banco Central del Ecuador (2012) por medio de la
informacién impartida de manera virtual, menciona que en Ecuador las exportaciones del cultivo
de pitahaya en el afio 2009 hasta 2012, se realizaron a los paises de Asia (Singapur, Hong Kong,
China, Indonesia), Europa (Francia, Paises Bajos, Espafia, Alemania, Suecia, Suiza) y América

del norte (Canada).

1.2.1. Distribucion y origen de la pitahaya

Plantea Jiménez (2011, pp. 3-4) la pitahaya estd conformada por 2000 variedades a nivel mundial,
distribuidas hacia los paises de Asia y América. En el continente asidtico dicho cultivo se

encuentra en Taiwan, Tailandia, Vietnam y Malaysia, la familia Cactacea es procedente de
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Latinoamérica, en dicho continente se encuentra en Honduras, Guatemala, Brasil, Costa Rica,
Ecuador, Colombia y México. En México el rendimiento de la fruta es de gran importancia
econdmica y se han encontrado 850 especies y 55 géneros, sin embargo estudios han demostrado

la baja viabilidad entre especies (Mandujano y Reyes, 2002, pp. 4-5).

1.2.2. Situacion nacional (Ecuador)

El cultivo de pitahaya no posee mucha relevancia en Ecuador, ocasionando la carencia de
informacién en base a su origen, comportamiento y manejo agronémico, sin embargo se han
plantado diversas especies procedentes de Colombia, identificAndose por el Banco Central del
Ecuador (2012), la pitahaya amarilla cuya especies es Cereus sp. nativa del Canton Palora; siendo
una variedad que posee similares particularidades de la pitahaya amarilla de la especies
Hylocereus sp. en las provincias de Morona Santiago, Pichincha y Loja. Por lo que (Huachi et al.,
2015, p. 52) menciona que el cultivo de pitahaya en Ecuador tiene gran acogida en el mercado

internacional.

1.2.3. Taxonomia

Segun Kondo et al. (2013, p. 11) clasifica la pitahaya amarilla en:

- Reino: Plantae

- Subreino: Tracheobionta

- Super divisién: Spermatophyta
- Division: Magnoliophyta

- Clase: Equisetopsida

- Subclase: Magnoliidae

- Suborden: Caryophyllanae

- Orden: Caryophyllales

- Familia: Cactaceae

- Género: Selenicereus

- Especie: Selinicereus sp.



1.2.4. Morfologia de la planta

- Raices

Menciona Kondo et al. (2013, pp. 14-18) las raices de la pitahaya en suelos no compactados ocupan
una area de 5.49 a 6.32 centimetros cuadrados al contorno del tallo a una profundidad de 30 cm.
Por otro lado (OIRSA, 2000, p. 3-6; Calix et al., 2001, p. 8-11) sostienen que el sistema radicular de la
pitahaya esta formada por raices primarias y superficiales con la finalidad de captar fluidos, donde
las raices principales tienen como funcion dar soporte a la planta encontrandose en la superficie
del suelo, en cuanto a las raices adventicias son las que se adhieren al tutor vivo o muerto y se

localizan fuera de la superficie del suelo.

- Tallo o vainas

Segun Kondo et al. (2013, pp. 14-18), los tallos botanicamente son cladodios por lo que remplazan
a las hojas y cumplen la funcién de realizar la fotosintesis, el espesor de las vainas varia a partir
de los 4 a 10 cm dependiendo de la fenologia del cultivo, presencia de luz y condiciones
climaticas.

Presenta el tallo tres lados o aristas encontrandose las areolas caracteristicas de la familia
Cactaceae, no presentan hojas, tallo ramificado, triangular, carnoso y con coloracién verde
distintivo de la especie; las areolas son yemas especializadas donde se localizan los tricomas,
espinas y se encuentran lateralmente, ya que de estas aparecen los tallos vegetativos (OIRSA, 2000,

pp. 3-6; Calix et al., 2001, pp. 8-11; Kiesling y Ferrari, 2005, pp. 9-14).

- Espinas

Expresa Kiesling y Ferrari (2005, pp. 9-14), que las espinas se suscitan en las areolas, estas son un
tejido impregnado, muerto y se cree que son hojas modificadas, sin embargo, en ciertas especies

el agua ingresa por las espinas y se trasporta hacia la parte interna de la planta.

- Flores

Presentan flores hermafroditas, sésiles, forma de trompeta, la fecundacién puede ser por
autofecundacion o cruzada, su antesis la efectian en la noche y se obstruyen en la mafiana, el
receptaculo es de manera de un tubo, con una distancia que varia de 30 y 40 cm, en los extremos

de la flor aparecen los sépalos con una coloracién amarillay pétalos de color blanco; los estambres
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se colocan en la circunferencia en el asiento de la flor con una suma de 300; estigma de varias

divisiones y ovario infero (Kiesling y Ferrari, 2005, pp. 9-14; Kondo et al., 2013, pp. 14-18).

- Fruto

Tanto OIRSA (2000, pp. 3-6), como Calix et al. (2001, pp. 8-11) y Kiesling y Ferrari (2005, pp. 9-14), los
frutos presentan espinas en la corteza, indehiscente, ovoide, en forma de baya, pulpa de tonalidad
blanca, sabor dulce, alargada y estabilidad carnosa; posee una bractea y tiene una gran cantidad

de semillas de coloracién negra.

- Semillas

Segun OIRSA (2000, pp. 3-6), Kiesling y Ferrari (2005, pp. 9-14), posee semillas de tamafio pequefio
entre 2 a4 mm, estas se encuentran esparcida en toda la pulpa de la fruta.

1.25. Plagas y enfermedades

Todo cultivo estd expuesto a la incidencia de enfermedades, las cuales son producidas por
patdgenos que afectan a las plantas en sus funciones vitales, encontrandose los hongos, bacterias,
nematodos, fitoplasmas y virus, aquellos que disminuyen el rendimiento de las plantas e incluso
inducen su muerte (Lastres y Soza, 2009, p. 30).

El cultivo de pitahaya es afectado por plagas y enfermedades, destacandose los patégenos
Alternaria, Antracnosis, pudricion basal, bacteriosis, nematodos fitoparasitos y la plaga
denominada chinche pata de hoja; perjudicando estos problemas fitosanitarios al agricultor una

pérdida econémica del 44% (Botin et al., 2004, p. 140-142).

- Plagas

Segun Suarez, Pico y Delgado (2019, p. 53) y Vargas et al. (2020, pp. 26-30), los insectos plagas de

mayor relevancia son:

- Chinche pata de hoja (Leptoglossus zonatus)
- Zompopas (Atta sp.)
- Hormigas (Solenopsis sp.)

- Trips (Frankliniella occidentalis)



- Enfermedades

Segun Suarez, Pico y Delgado (2019, p. 53) y Vargas et al. (2020, pp. 26-30), las enfermedades que

ocasionan mayores pérdidas en el cultivo de pitahaya son:

Sarna del tallo y fruta (Alternaria sp)

Antracnosis (Colletotrichum sp)

Pudricién basal (Fusarium oxysporum)

Bacteriosis (Pectobacterium carotovora)

Nematodos fitoparasitos (Helicotylenchus y Meloidogyne)

1.3. Hongo Alternaria sp.

Alternaria sp., es un hongo fitopatdégeno distribuido en materia organica en proceso de
descomposicion y el suelo; perjudicando a ciertos cultivos agricolas en su desarrollo fisiol6gico
e inclusive pos-cosecha, afectando tallos, hojas, flores, frutos y semillas de una planta, Dicha
enfermedad se desarrolla en una humedad relativa mayor al 70 %, temperatura de 22-30 °C
induciendo a la presencia de conidios, los cuales pueden trasladarse a través del viento, asi mismo,
la presencia de Alternaria sp. se observa cuando la planta presenta condiciones de estrés y
carencia de nutrientes; sin embargo, las esporas del hongo presentan resistencia a condiciones
extremas, multiplicAndose de forma elevada en condiciones himedas interrumpidas, pero en
zonas con una temperatura maxima habitual que excede los 40 °C no existe la presencia de

Alternaria sp. (Roncal, 2004, p. 218).

1.3.1. Taxonomia del patégeno

Segun Walker (1965, pp. 321-323), clasifica taxondmicamente a Alternaria sp. de la siguiente

manera.

- Reino: Fungi
- Division: Ascomycota
- Subdivision: Pezizomycotina
- Clase: Dothideomycetes
- Orden: Pleosporales
- Familia: Pleosporaceae
- Género: Alternaria
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- Especie: Alternaria sp.

1.3.2. Huésped de Alternaria sp.

Menciona Castellanos (2005, p. 16), Alternaria sp. es un hongo gue se presenta en una gran cantidad
de hospederos, como se muestra en la Tabla 1-1:

Tabla 1-1: Hospederos de Alternaria sp.

NOMBRE COMUN NOMBRE CIENTIFICO
Cebolla Allium cepa.
Ajo porro Allium porrum L.
Acelga Beta vulgaris L.
Colinabo Brassica caulorapa Pasq.
Coliflor Brassica oleracea var. brotytis
Col Brassica oleracea var. capitata
Espinaca Brassica oleracea L.
Col china Brassica pekinensis Rapre
Pimiento Capsicum annum L.
Pepino Cucumis sativum L.
Lechuga Lactuca sativa L.
Tabaco Nicotiana tabacum L.
Habichuela Phaseolus vulgaris L.
Perejil Prestoselium crispum Nym.
Berenjena Solanum melongena L.
Rosas Rosa sp.

Fuente: (Castellanos, 2005, p. 16).

1.3.3. Sintomatologia

Alternaria sp. afecta a diversos cultivos de importancia econémica; en la parte foliar se muestran
manchas circulares de coloracion pardo oscuras con un diametro de 1 a 2 mm en las hojas mas
viejas, en forma de anillos rodeado de un resplandor amarillento, reduciendo la capacidad de
realizar la fotosintesis; los frutos son afectados en estado verde o maduro en el extremo del
pedinculo, visualizdndose con manchas oscuras y secas, que pueden alcanzar a cubrir y
extenderse en todo el fruto; en los tallos muestran manchas necréticas de 0,5 a 1,5 cm (Torres, 2002,
p. 53; Walker, 1965, p. 321-323).

En el cultivo de pitahaya Alternaria sp., afecta a frutos y pencas con manchas café rojizo
convirtiéndose en sarna, ocasionando un abultamiento en la epidermis del tejido infectado,

mediante el bloqueo en el crecimiento de las estructuras de aristas y aureolas; en la fruta ocasiona
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un aspecto de cubierta en todo el fruto, coloracién marrén en forma de grietas y en la pos-cosecha

presenta un moho negro (Suérez, Pico y Delgado, 2019, p. 53).

1.3.4. Morfologia

El micelio de Alternaria sp. es septado presentando una tonalidad verde oscuro, conidios de color
café pardo con cadenas cortas, ovalados y multicelulares, pueden observarse en cadena o solos,
encontrandose el conidio méas joven en el 4pice de la cadena; conidiéforos con tonalidad oscura,
en su totalidad simples, pueden ser alargados o cortos, es decir su estructura estd conformada por
cadenas de conidios (esporas) y conidiéforo, sin embargo en condiciones favorables el hongo
germina en un periodo de 1-3 horas y las esporas pueden diseminarse a través del viento (Thomma,

2003, p. 225-227; Barnett y Hunter, 1998, p. 132-133; Philippi, 2010, p. 1-2).

1.3.5. Caracteristicas microscépicas

En condiciones de laboratorio (in vitro) la temperatura ideal para el desarrollo de micelio de
Alternaria sp., es de 27 °C, en cuanto a la presencia de conidios y conidiéforos deben tener una
temperatura de 19 a 23 °C, en el aislamiento de este hongo presenta cominmente micelio color
verde palido o café de 4 a 8 1 de didmetro, los conidi6foros son erectos que pueden llegar a medir
110 p de largo y de ancho 10 y, los conidios son pluricelulares, dematiaceos, presentan coloracion
oscura, forma cilindrica en cadenas cortas o individuales y septados transversalmente, en cuanto
a las esporas miden 70 p de largo y 17 u de ancho, presentando de 5 a 17 septos transversales. sin
embargo, el desarrollo del conidiéforo en medio de cultivo artificial produce un conidio solitario

(Ellis, 1965, p. 465; Fabrega, Agut y Calvo, 2002, p. 357).
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Figura 1-1: Estructura microscopica de Alternaria sp.

Fuente: (Barnett y Hunter, 1998, p. 132-133).

1.3.6. Ciclo de la enfermedad

El hongo Alternaria sp., habita en tejidos infectados como hojas que se hallan en el suelo,
tubérculos y en plantas hospederas. Los conidios del patégeno germinan y se introducen en las
pencas Y tallos a través del tejido epidérmico, en el fruto por medio del exocarpo o flavedo; en
condiciones propicias de humedad y temperatura inicia la infeccion (manchas) en la parte inferior
de la planta a partir de 2 a 3 dias después de la siembra, seguidamente la presencia de esporas a
los cuatro dias, cuando la mancha tiene un didmetro de 3 mm las esporas y conidios son
dispersadas por el viento infectando plantas safias; en campo se presenta en la etapa de
senescencia de la planta; las lesiones producidas por la enfermedad se fusionan formando &reas
maés grandes en la superficie de las pencas, tallos y frutos, sin embargo esti puede ocasionar

pérdidas significativas en el fruto al mantenerse almacenado en frio a 8 °C (Torres, 2002, p. 54; Jin
et al., 2020, p. 35).
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1.4. Manejo integrado del patégeno

El manejo integrados de plagas y enfermedades, permiten mitigar los dafios que ocasionan los
plaguicidas y funguicidas al ser humano y animales, disminuir el efecto de contaminantes en el
ambiente, reducir costos de produccion, mantener al hongo e insecto en un nivel facil de controlar,
mediante la aplicacion de control fisico, cultural, bioldgico, quimico, etoldgico y genético
(Cisneros, 1995, p. 78).

A continuacion se detallan los controles que se realizan en el cultivo de pitahaya mencionados

por (Torres, 2002, p. 55-56; Vargas et al., 2020, p. 27):

- Control cultural: eliminacién o quema de los residuos de plantas infectadas después de  la
cosecha, ya que, en las lesiones producidas por Alternaria sp., existe la presencia del in6culo,
controlar el exceso de humedad, utilizacién de pencas sanas y la integracion de cultivos
asociados con los sistemas agroforestales.

- Control genético: involucra la produccién de nuevas variedades tolerantes o resistentes al
patdgeno a través del mejoramiento genético.

- Control quimico: aplicacion de funguicidas sistémicos y de contacto como clorotalonil o
mancozeb, con la finalidad de reducir las poblaciones del hongo desde la siembra hasta la
cosecha.

- Control bioldgico: utilizacion de hongos con capacidad de micoparasitismo del género
Trichoderma spp., permitiendo reducir el uso de funguicidas sistémicos, siendo estos quimicos

desfavorables para el ambiente y evitar la residualidad en la fruta de pitahaya.

1.5. Control biolégico

Pérez (2004, p. 127-212), define el control bioldgico al uso de microorganismos naturales, con el fin
de mitigar los efectos de agentes patégenos, beneficiando el desarrollo de microorganismos con
capacidad de biocontrol para las plantas.

Segun Baker y Cook (1977, citado por Garrido, 2016, p. 6-15), el control biolégico lo define como el
descenso de la accion del inéculo (patégeno) que produce una enfermedad, por medio de uno o
mas microorganismos de manera natural o a través de la manipulacién del ambiente antagonista
0 huésped.

Las ventajas del control biolégico difieren de otros controles utilizadas para enfermedades, por lo
que no poseen toxicidad, permanecen por largo tiempo y ocasionan efectos minimos en equilibrio
ecoldgico (Rosells, 2003, p. 30).

En los Gltimos afios la agricultura en base al control bioldgico de plagas y enfermedades ha

alcanzado gran importancia en funcion a los problemas fitosanitarios ocasionados por la
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utilizacién indiscriminada de fungicidas y plaguicidas quimicos en el sector agricola, los cuales
han causado graves problemas de contaminacién y han creado la resistencia tanto en plagas y
enfermedades, también el alto grado de virulencia de microorganismos fitopatdgenos a causa de
la presencia de nuevas especies (Bravo et al., 2006, p. 116).

Un agente con capacidad de biocontrol es el género Trichoderma spp., que posee gran potencial
antagdnico en una gran variedad de microorganismos, siendo las especies de Trichoderma spp.,

las més estudiadas y usadas en el control de enfermedades en plantas (Martinez et al., 2014, p. 107).

1.6. Hongo Trichoderma spp.

Trichoderma spp., s un hongo con capacidad antagonica, presentando caracteristicas como: el
efecto sinérgico en su mecanismo de control, el hébitat de esté es encontrarse en diversos
sustratos, materia organica y suelos, asi mismo tiene gran capacidad para adaptarse y colonizar,
permitiéndole ser un hongo facil de aislar en ambientes sintéticos o naturales (Lopez y Gonzalez,
2004, p. 119).

Las especies del género Trichoderma spp., son hongos saprofitos que pueden encontrarse en un
pH de 5,5 a 8,5, siendo el suelo ideal para la presencia de esté con un pH de 5,5 hasta 6,5
(ligeramente &cido), la activacion del hongo para su desarrollo es la presencia de retencion de
humedad en el suelo del 60%, sin embargo, disminuye la sobrevivencia y colonizacién por la
ausencia de disponibilidad de oxigeno a consecuencia del alto indice de saturacion de suelo (Infante
et al., 2009, p. 3).

Trichoderma spp., como agente con capacidad antago6nica de una gran variedad de patdgenos, se
ha utilizado en el mercado como agentes de biocontrol que conciernen al género Trichoderma
cerca del 50% de los productos, encontrandose las especies como: T. harzianum, T. hamatum, T.
atroviride, T. asperellum, por poseer un alto grado como biocontroladores, caracterizandose por
presentar un crecimiento acelerado, adaptacién, competencia en la rizosfera de las especies
vegetales, altos niveles de esporulacion y ayudan a la degradacion de materia organica (Garrido,
2016, p. 6-15).

1.6.1. Taxonomia de Trichoderma spp.

Segun Alexopoulos, Mims and Blackwell (1996), Trichoderma spp., esté clasificada en:

- Division: Eumycota

- Subdivision: Deuteromycotina

- Clase: Hypomicetes
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- Orden: Hyphales
- Familia: Monilaceae
- Geénero: Trichoderma

- Especies: Harzianum, hamatum, viride, longibranchiatum, entre otras

1.6.2. Morfologia

Trichoderma spp., es aquel hongo amorfo, reproduccion asexual y anaerobio, se caracteriza por
la forma en la que se producen los conidios; su reproduccion sexual es Hypocrena, la mayoria de
especies de esté genero se desarrollan en cultivos artificiales produciendo un extenso nimero de
conidios de color blanca o verde, ubicados al final de los conidiéforos ampliamente ramificadas
(Hermosa et al., 2000, p. 1890).

Macroscépicamente se puede identificar por las tonalidades blanco-verde y amarillo-verdoso, por
presentar escaso micelio y un rapido crecimiento, la mayoria de las especies procrean enormes

clamidosporas en diversos medios de cultivos (Barnett y Hunter, 1998, p. 241-242; Howell, 2003, p. 4-8).

1.6.3. Caracteristicas microscopicas

Las estructuras del género Trichoderma spp., tiene organulos citosol, nicleo definido y sus células
cubiertas por una pared celular rigida. Presentando conidi6foros, filiales, hifas hialinas septadas
y conidios (Yumbay, 2011, p. 13).

- Conidioforos: son hialinos, erectos, se los puede encontrar solitarios o en grupo, forman
anillos concéntricos, presentan coloracion verde y poseen un tamafio de 66 por 3,7 um (Barnett
y Hunter, 1998, p. 241-242; Yumbay, 2011, p. 13).

- Hifas: pueden presentarse de manera ancha, recta o flexibles y son hialinas septadas (Baretty
Hunter, 1998, p. 241-242).

- Fialides: se encuentran en grupo o solas, se presenta como una botella delgada y alargada, se
adhieren por el extremo del angulo recto los conidi6foros, asimétricos y tienen un tamafio de
10 por 3,1 um (Barnett y Hunter, 1998, p. 241-242; Yumbay, 2011, p. 13).

- Conidios: poseen esporas, son unicelulares (una sola célula) subglobosas, lisas de color verde
y sobrevienen en los apices de las fidlides, miden 2,8 por 2,7 um (Barnett y Hunter, 1998, p. 241-
242; Yumbay, 2011, p. 13).

- Clamidosporas: son aquellas estructuras que tienen como funcién la supervivencia de

Trichoderma spp., presentan un tamario entre 12,5 a 10 pm (Yumbay, 2011, p. 13).
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Figura 2-1: Estructura microscépica de Trichoderma spp.
Fuente: (Donati, 2011, p. 41).

1.6.4. Ciclo de Trichoderma spp.

La colonizacion de Trichoderma a los patégenos inicia cuando esté crece y se divide en hifas
fangicas tipicas que llegan a medir un diametro de 5 a 10 p, degradando las hifas, estructuras
reproductivas y pared celular del hongo que ha afectado a la planta, en cuanto a la reproduccién
asexual se da cuando el didametro de las esporas es de 3-5 u liberandose en grandes cantidades,
asi mismo produce este género clamidosporas individuales e intercaladas, que incluso estas se

pueden fusionar convirtiéndose en una sola (Romero et al., 2009, p. 147).
1.6.5. Condiciones de crecimiento

Trichoderma spp., posee la capacidad de desarrollarse en una humedad de 20 y 80%, se limita la
oxidacion cuando la humedad asciende a niveles altos; crece en un intervalo de temperatura de
15 a 35 °C, siendo su optima temperatura de 25 °C; su pH debe estar en un rango de 6 a 6.5 para
su desarrollo, no obstante este hongo puede sobrevivir en rangos elevados, por lo que tiene la
capacidad de acidificar el medio en el que encuentra a través de la secrecidn de acidos organicos;
el monosacarido principal que Trichoderma spp. asimila es la glucosa, por ser la fuente principal
de carbono, la esporulacion se efectta con la rotacion de oscuridad y luz, en medios fermentados,
restos de vegetales, suelos modificados y estériles, esté género forma clamidosporas; en la

germinacion de conidios influye los nutrientes y pH, origindndose los conidios en el dia; sin
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embargo existen combinados quimicas como: Cilcoheximida, Actinomycin, Flouroracil, entre
otros que consiguen inhibir la presencia de conidios (Sénchez, 2009, pp. 11-17; Kurioka, Martirena y

Mulvany, 2013, pp. 23-27; Garrido, 2016, pp. 29-36).

1.6.6. Mecanismos de regulacion biol6gica

Las diferentes especies de Trichoderma se orienta en la correlacion del organismo regulador, el
patdgeno y el medio, utilizdndose para mitigar los problemas fitosanitarios en los cultivos agentes
con capacidad de biocontrol (Trichoderma spp.), donde intervienen los mecanismos directos e
indirectos sobre el patdgeno; caracterizandose de forma directa a la interaccion fisica con el
hospedante e indirectos por transformar sus poblaciones a través de las modificaciones en el
ambiente (Carvajal, 2011, p. 11).

El mecanismo de control biolégico depende de la especie de Trichoderma y condiciones
ambientales, sin embargo al ser activados los diferentes mecanismos de biocontrol involucra la

produccion de enzimas hidroliticas, antibiéticos y metabolitos (Benitez, 2004, p. 250).

Mecanismos directos

- Competencia: especies del género Trichoderma, poseen gran capacidad de exceder los efectos
fungistaticos procedentes de otras especies y plantas, por medio de la presencia de metabolitos
(Benitez, 2004, p. 251-254). Sin embargo, la capacidad de control por nutrientes y espacios, es un
mecanismo indispensable de este género, por ser un hongo heterétrofo con crecimiento rapido,
asi mismo Trichoderma spp., para su viabilidad utiliza al hierro como nutriente, secuestra este
elemento del medio a través de moléculas sideroforo, deteniendo el desarrollo y crecimiento
del patdgeno (Garrido, 2016, p. 29-36; Sanchez, 2009, p. 11-17; Intagri, 2018, p. 1-2). Menciona Chet and
Baker (1981, pp. 286-287), las cepas de Trichoderma spp., al inocularse en el suelo poseen un
buen crecimiento, siendo estas resistentes a compuestos quimicos utilizados en el sector
agricola como: herbicidas, pesticidas y fungicidas.

- Antibiosis: se basa en la interaccion de antibi6ticos que produce Trichoderma spp., inhibiendo
el crecimiento de microorganismos, asi mismo secretan metabolitos toxicos que paralizan la
colonizacion del patdgeno; también producen acidos peptaiboiles, tricholinas, harzianico y
alameticinas (Benitez et al., 2004, p. 251-254; Garrido, 2016, p. 29-36; Intagri, 2018, p. 1-2).

- Micoparasitismo: se define al confrontamiento de dos hongos (Trichoderma spp. -patégeno)
(Chet and Baker, 1981, p. 286-287). Involucra la accion de reconocimento, penetracion, ataque y

muerte al huesped, siendo Trichoderma spp., aquel hongo que puede realizar un control directo
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por el alto nivel de parasitismos, creciendo y detectando la existencia de otro hongo (Martinez,
Infante y Reyes, 2013, p. 2-5).

El micoparasitismo se divide en necrotroficos y biotréficos; los biotroficos son aquellos
antagonistas que producen estructuras especificas en la absorcion de nutrientes de organismos
vivos, siendo una minima parte los que corresponden a este grupo; los necrotréficos sus
principales caracteristicas es el rapido crecimiento, pueden vivir indefinidamente como
saprofitos y poseen agresividad, matando a la célula del patégeno antes y después de invadir,

producen sustancias toxicas y emplean sus nutrientes (Benitez, 2004, p. 251-254).

Segun (Séanchez, 2009, p. 11-17; Garrido, 2016, p. 29-36), el proceso de micoparasitismo se desarrolla en

4 etapas:

Crecimiento quimiotrofico: Trichoderma spp., es atraido por los exudados del patdgeno,
detectandoles a largas distancias.

Reconocimiento: algunas especies de Trichoderma demuestran su efectividad solo a
patogenos especificos, mediante el comportamiento del patégeno.

Adicion y enrollamiento: Trichoderma spp., por medio de sus hifas se adhiere al patégeno,
enrollandolo por todo su alrededor.

Activacion litica: la pared celular del patdégeno es degradada por enzimas liticas como:
proteasas, glucanasas y quitinasa procedentes del antagonista ayudan el ingreso del agente con

capacidad de biocontrol.

Mecanismos indirectos

Promocién del crecimiento vegetal: Trichoderma spp., en el desarrollo de las plantas actia
colonizando sus raices, asi mismo desintegra metabolitos en el proceso de descomposicion de
materia organica, produce acidos organicos que reducen el pH, fitohormonas, el fosforo del
medio lo solubilizan, promoviendo a través de dichas actividades el aumento de germinacion
de semillas, la masa foliar y radicular, la floracion e incita al crecimiento en un 30% (Kurioka,
Martirena y Mulvany, 2013, pp. 23-27; Garrido, 2016, pp. 29-36).

Induccion de resistencia: Trichoderma spp., en la resistencia de plantas hospederas activa
rutas enzimaticas y reprograma el funcionamiento de otros genes; produciendo tres tipos de
compuestos que estimulan la resistencia en las plantas, encontrandose los oligosacaridos y
compuestos de bajo peso molecular, proteinas con funciones enziméaticas y homdlogo de
proteinas codificadas para genes de avirulencia (Avr) (Sanchez, 2009, p. 11-17; Garrido, 2016, p. 29-

36). Referente a las investigaciones en base a la induccion de resistencia por Trichoderma spp.,
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en tomate el hongo incita la activacion de genes concernientes a la produccion de elicitores,
inactivando otros genes (Sanchez, 2009, p. 11-17).

- Degradacion de agrotoxicos: Trichoderma spp., muestra resistencia en agroquimicos, por lo
gue secreta enzimas (hemicelulasa, lignilasa, célulasa) que tienen como funcién desintegrar
moléculas complejas (clorofenoles, hidrocarburos, polisacéaridos, xenobiéticos, plaguicidas)

(Garrido, 2016, p. 29-36).

1.7. Medios de cultivo en microorganismos

Prescott, Harley y Klein (2004, p. 110-115), menciona que en las investigaciones microbianas influye
la habilidad de cultivar y conservar macroorganismos in vitro (laboratorio) a través de la
disponibilidad de los medios de cultivo apropiados, para el desarrollo de estos.

Gutiérrez (2001, p. 1-3), define los medios de cultivo como aquella solucion de nutrientes (macro y
micronutrientes) en cantidades adecuadas, permitiendo asi el desarrollo de microorganismos en
condiciones fisicas Optimas.

En micologia un medio de cultivo debe posee nutrientes (nitrégeno, carbono, oligoelementos,
vitaminas, entre otros) y un pH ligeramente acido de 4 a 6, para la reproduccién y desarrollo de
una diversidad de hongos; siendo estos medios una preparacién liquida o sélida utilizados para
conservar, transportar y cultivar microorganismos, ya que los nutrientes dependen del hongo que
se requiere multiplicar (Cafiedo y Ames, 2004, pp. 18-23).

En medios de cultivo artificiales para que exista presencia y desarrollo de microorganismos, estos
deben tener ciertas condiciones como: grado de acidez, temperatura, esterilidad del medio,
humedad, pH, luz, presencia o ausencia de oxigeno y nutrientes, los cuales intervienen en la

actividad microbiana y en su crecimiento (Casado, Torrico y Medina, 2012, pp. 4-7).

1.7.1. Clasificacion de medios de cultivo

SegUn (Gutiérrez, 2001, p. 1-3) los medios de cultivo de acuerdo con la naturaleza, se clasifican en:

- Medios naturales: compuestos con sustancias complejas de procedencia vegetal o animal,
mediante la integracion de minerales y otras sustancias.
- Medios definidos o sintéticos: son aquellos medios que estan formados por una composicion

quimica especifica cuantitativa y cualitativa.

Segun (Gutiérrez, 2001, pp. 1-3; Prescott, Harley y Klein, 2004, pp. 110-115) los medios de cultivo referente

a su uso, se clasifican en:
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- Medios enriquecidos: ayudan al crecimiento de un microorganismo especifico, favorecen el
aumento de especies originarios de este microrganismo; estos medios son liquido, que estan
constituidos por uno 0 mas compuestos inhibidores en el desarrollo de otros hongos, bacterias,
virus, entre otros, a excepcion del se desea cultivar.

- Medios selectivos: medios sélidos, con la finalidad de aislar microrganismos especificos.

- Medios diferenciales: medios que tienen productos procedentes de la actividad microbiana

de los microorganismos, permitiendo observar caracteristicas fisiologicas de estos.

1.7.2. Requerimientos nutricionales para la germinacién de hongos

Los elementos nutricionales necesarios en la germinacién y crecimiento de hongos, que deben

contener los medios de cultivo, se dividen en macronutrientes encontrandose el hidrogeno,

fosforo, nitrdgeno, potasio, carbono, sulfuro, magnesio y calcio, siendo el carbono el elemento

que mayor proporcion debe tener un medio, compuesto con el nitrégeno, oxigeno e hidrogeno

(Moore, 1996, p. 574-593).

- Nitrogeno: es uno de los elementos que necesitan los hongos para la sintesis de proteinas,
acidos nucleicos y aminoacidos, presentandose el nitrégeno en la célula del hongo en forma
de proteina (Koolman y Rohm, 2004, pp. 160-172).

- Carbono: la fuente principal de carbono es la glucosa, que permite el soporte del crecimiento

mediante la glucolisis formando el acido pirdvico (Koolman y Rohm, 2004, pp. 160-172).

1.7.3. Requerimientos nutricionales para la esporulacion del hongo

La esporulacién en micologia incluye la presencia de esporas asexuales y sexuales, dependiendo

de las condiciones ambientales y la nutricién del medio de cultivo; siendo la temperatura es un

factor imprescindible en la reproduccion de esporas (Moore, 1996, p. 574-593).

- Carbono: los monosacaridos (fructosa o glucosa) ayudan a la reproduccion de esporas
(conidios) (Moore, 1996, p. 574-593).

- Nitrogeno: los compuestos que poseen una gran fuente de nitrégenos en el proceso de

esporulacion es la urea, aminoacidos y los nitratos (Moore, 1996, p. 574-593).

1.8. Medios de cultivo para Alternaria sp.

Hernandez y Ros6n (2005, pp. 61-63), menciona que “la textura de los medios de cultivo inciden

en laesporulacion y crecimiento de los distintos microorganismos, ya que demandan de elementos
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para su metabolismo como: azufre, carbono, nitrégeno, sodio y potasio”. Siendo Alternaria sp.
un microorganismo que muestra un rapido crecimiento en los medios de cultivo de harina de maiz,
agar Sabouraud y papa dextrosa (Rivas, 2014, p. 606).

El estudio realizado por (Mew y Gonzales, 2002, p. 59), refleja la evaluacién de tres medios de cultivo
para Alternaria padwickii, con el fin de evaluar que medio permite el crecimiento del hongo ,
donde el autor obtuvo el mejor resultado en agar extracto de malta (AEM).

Echeverriay Gutiérrez (Echeverriay Gutiérrez, 2015, pp. 69-70), en el trabajo realizado en base al medio
de cultivo idoneo de A. padwickii, en el crecimiento y esporulacion fue el medio Agar frijol ( AP)

a diferencia de los otros tratamiento evaluados.

1.8.1. Medios de cultivo utilizados para Alternaria sp.

- Agar-agar: medio con carencia de nutrientes, donde el hongo presenta solo estructuras,
polisacarido (galactosa) procedente de diferentes especies de algas rojas, tiene como funcion
solidificar el medio de cultivo y un pH 6 a 7 (Cafiedo y Ames, 2004, pp. 18-23).

- Papa dextrosa agar (PDA): Medio utilizado para aislar levaduras y hongos, posee un alto
nivel de nutrientes, ayuda a la esporulacién, crecimiento y estd compuesto por extracto de papa

deshidratada y dextrosa (glucosa) (Cafiedo y Ames, 2004, pp. 18-23).

Tabla 2-1: Férmula del medio papa dextrosa agar (PDA)

Formula g/L

Dextrosa 20,0

Extracto de papa 4,0

Agar 15,0
pH:56+0.2

Fuente: (Rodriguez y Zhurbenko, 2018, p. 99-101).

- Agar Sabouraud: medio que ayuda a la esporulacion y crecimiento de los hongos,
permitiendo visualizar la morfologia de estos; compuesto por elementos como: la glucosa y

peptonas, que ayudan en el crecimiento de micelio del hongo (Cafiedo y Ames, 2004, pp. 18-23).
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Tabla 3-1: Composicion de Agar Sabouraud

Compuestos g

Agar 15,0

Glucosa 40,0

Cloranfenicol 0,05

Peptona 5,0

Tripteina 50
pH: 56 +0,2

Fuente: (Puruncajas, 2013, p. 29).

- Extracto de malta: medio de cultivo que ayuda al crecimiento de hongos y levaduras,
presenta gran cantidad de glacidos y posee nutrientes que permiten el desarrollo de

microrganismaos (Rodriguez y Zhurbenko, 2018, pp. 99-101).

Tabla 4-1: Composicion de medio extracto de malta

Composicion g
Dextrina 2,75
Extracto de malta 12,75
Peptona de gelatina 0,78
Glicerina 2,35
pH: 4,6 £0,2

Fuente: (Rodriguez y Zhurbenko, 2018, pp. 99-101).

- Harina de maiz: medio de cultivo con una composicién simple de agar, agua y harina de
maiz, posee escasos nutrientes para el crecimiento y esporulacion de microorganismos y se

enfoca en preservar hongos por un tiempo determinado (Cafiedo y Ames, 2004, pp. 18-23).

Tabla 5-1: Formulacion del medio de cultivo harina de maiz

Formula g

Agar 20

Harina de maiz 40
pH: 6,0 £0,2

Fuente: (Cafiedo y Ames, 2004, pp. 18-23).

- Extracto de pencas de pitahaya: el estudio realizado por (Vargas, Pico y Caicedo, 2019, p. 40),
refleja mayor crecimiento de Alternaria spp en el extracto de pencas, a comparacion con el

medio (PDA), que estd compuesta por pencas de pitahaya y agua destilada.
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Tabla 6-1: Composicion del extracto de pencas de pitahaya

Composicion (9)/L

Vainas de pitahaya 2500

Fuente: (Vargas, Pico y Caicedo, 2019, p. 40).

Frijol: Herndndez y Roson (2005, p. 61-63), menciona que el medio de cultivo de frijol tiene el
elemento de nitrégeno en un 20 %, encontrandose como proteina, ya que al tener este elemento
como fuente de amino&cidos ayuda en la esporulacién y desarrollo de microorganismos, asi
mismo es rico en nutrientes como: el hierro, magnesio, zinc, calcio, pectina, celulosa, lignina

y hemicelulosa (Ulloa et al., 2011, p. 6).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO
2.1. Caracteristicas del lugar
2.1.1. Localizacion del estudio

La presente investigacion se realizd en la Estacion Experimental Central de la Amazonia del
Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuaria (INIAP), en el laboratorio de Proteccion
Vegetal, ubicada en la parroquia San Carlos, Canton Joya de los Sachas, Provincia de Orellana,

gue se encuentra ubicada a 280 m.s.n.m.
2.1.2. Ubicacion geogréfica
Latitud: 0°21°32” S

Longitud: 76°52°40” W
Altitud: 250 m

2.1.3. Caracteristicas climatoldgicas

Precipitacion media anual: 3100 mm

Temperatura anual: 24 °C

Humedad relativa media anual: 85 %

2.2. Materiales y equipos

Para la investigacion se utilizo los siguientes materiales, los cuales estan distribuidos por equipos,

reactivos y materiales, detallados a continuacion:
- Equipos
Microscopio, computadora, cdmara de flujo laminar, autoclave, cdmara de celular, estufa, balanza

analitica, cocineta eléctrica, licuadora, colador, material bibliogréfico, papel, tijeras, lapices,

borradores, esferos, tablero de oficina, regla, cuaderno.
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- Reactivos

Papa dextrosa agar (PDA), alcohol potable, &cido lactico, cloranfenicol, agar, extracto de malta,

agar Sabouraud, harina de maiz, harina de frijol, azul lactofenol y glicerol.

- Materiales de laboratorio

Micropipeta, puntas para micropipetas, cajas Petri de 90 mm de didmetro, sacabocados de 5 mm,
pinzas, espatula, matraces de 500 ml, porta objeto, cubre objeto, mechero de alcohol, algodon
hidrdfilo, papel aluminio, guantes de nitrilo, mascarillas, mandil, parafilm, vasos de precipitacion
1000 ml.

2.3. Metodologia

2.3.1. Factores en estudio

- FASE I El factor en estudio esta conformado por medios de cultivos, para lo cual se estudiaron
cinco medios de cultivo para acelerar el crecimiento de Alternaria sp.

- FASE II: Esta conformada por los aislados de Trichoderma spp.

2.3.2. Unidad experimental

La unidad experimental estard conformada por una caja Petri de 90 mm.

2.3.3. Tratamientos

- Tratamientos de los medios de cultivo

Se evaluaron cinco medios de cultivo, mas un testigo (consistio el aislado de Alternaria sp. sobre

medios PDA), los mismos que se detallan en la Tabla 7-2.
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Tabla 7-2: Descripcion de los tratamientos de estudio

TRATAMIENTOS DESCRIPCION

T1 Medio de cultivo 1: Agar (20 g) + frijol (30 g) + agua (1000 ml)

T2 Medio de cultivo 2: Agar (20 g) + extracto de malta (25 g) + agua (1000 ml)

3 Medio de cultivo 3: Papa dextrosa agar (39 g/L) + 50 % de extracto de pencas de
pitahaya + Agua (500 ml)
Medio de cultivo 4: Agar (20 g) + harina de maiz (20 g) + extracto de malta (25

™ g) + Agua (1000 ml)

15 Medio de cultivo 5: Agar Sabouraud (65 g) + papa dextrosa agar (39 g) y harina
de maiz (20 g) + Agua (1000 ml)

T6 Testigo: Papa dextrosa agar (PDA) 39g/1000 ml de agua

Fuente: (Echeverria, Gutiérrez y Carmona, 2015, p. 70; Vargas, Pico y Caicedo, 2019, p. 40).

- Tratamientos de los aislados de Trichoderma spp.

Se evaluaron 30 aislados de Trichoderma spp., las mismas que se detallan en la Tabla.

Tabla 8-2: Descripcion de tratamientos de estudio

TRATAMIENTO DESCRIPCION TRATAMIENTO DESCRIPCION
T1 Aislado 1 T16 Aislado 16
T2 Aislado 2 T17 Aislado 17
T3 Aislado 3 T18 Aislado 18
T4 Aislado 4 T19 Aislado 19
T5 Aislado 5 T20 Aislado 20
T6 Aislado 6 T21 Aislado 21
T7 Aislado 7 T22 Aislado 22
T8 Aislado 8 T23 Aislado 23
T9 Aislado 9 T24 Aislado 24
T10 Aislado 10 T25 Aislado 25
T11 Aislado 11 T26 Aislado 26

T12 Aislado 12 T27 Aislado 27
T13 Aislado 13 T28 Aislado 28
T14 Aislado 14 T29 Aislado 29
T15 Aislado 15 T30 Aislado 30

Realizado por: Jiménez, J. 2021.
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2.4, Métodos de evaluacion
FASE I:
- Crecimiento de colonia

Se midid el crecimiento diario de la colonia de Alternaria sp. hasta los 15 dias, se evalud
estimando el didmetro (cm) de cada aislado, mediante el programa Image Tool version 3.0,
desarrollado por Wilcox et al. (2002), con la universidad de Texas. El cual se ejecuta con Windows
7, a través del uso de fotografias.

- NUmero de conidios

Mediante la técnica de observacion directa (impronta), se observo y se contd el nimero de
estructuras de reproduccion asexual presente en los bordes de la circunferencia de cada medio de
cultivo. Las observaciones se realizaron al 5, 7, 10, 13 dias haciendo uso del microscopio (Motic

BA310) lente de 20 X, mediante montaje del material fingico en azul de lactofenol.

FASE II:

- Crecimiento de colonia de Trichoderma

Se midié el didmetro en cm, tomando en cuenta el crecimiento diario de los aislados de
Trichoderma spp. hasta que una de los aislados cubra toda la caja, se lo evalud hasta el dia 3,
empleando el programa Image Tool version 3.0, desarrollado por Wilcox et al. (2002), con la
universidad de Texas., el mismo que usa fotografias para la determinacion.

- Potencial inhibitorio

Se evaluo el potencial inhibitorio micelial al dia 3, donde se calculé los valores para el porcentaje
de inhibicion del crecimiento de Alternaria sp. (PICA), segun la férmula (Suérez y Cabrales, 2008, p.

48).

(Mt-Ma)
PICA=————%*100
Mt
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Donde:
Ma: Micelio de Alternaria sp. inhibido.

Mt: Micelio del crecimiento de Alternaria sp. libre (testigo).

- Capacidad antagonica

Se midi6 el crecimiento del &rea total en cm? de la colonia de Alternaria sp, y el area colonizada
por los aislados de Trichoderma spp.; para estimar el area se emple6 el programa Image Tool
version 3.0, desarrollado por Wilcox et al. (2002), con la universidad de Texas, que procesa
haciendo uso de fotografias. Las mediciones se realizaron cada 24 horas, donde se evalug el dia
5.

2.5. Manejo especifico del experimento

FASE I:

- Aislamiento de Alternaria sp.

Para la realizacién del aislamiento de colonias de Alternaria sp., se colectd tejido de pitahaya
infectada por la enfermedad denominada sarna, el tejido se corté en fragmentos de unos 5 mm,
con parte del tejido sano y parte de tejido con sintomas iniciales, los cuales fueron desinfectados
con hipoclorito de sodio al 3% por dos minutos siendo lavados con tres pasos de agua destilada
estéril y secados con papel estéril. Se coloco 3 secciones en cajas Petri con medio de cultivo agar
papa dextrosa (PDA) acidificado y se incubaron a temperatura entre 25-27°C. Las cajas se
revisaron al microscopio cada 24 horas segin métodos de (Torres y Morton, 2005, p. 38-40),
modificado. Las colonias emergidas fueron identificados a nivel de género, seguin claves
morfoldgicas (Bametty Hunter, 1998, p. 132-133).

En la cAmara de flujo laminar los medios de cultivos estudiados previamente esterilizados se
dispensaron sobre cajas Petri de 90 mm, posteriormente se colocé en el centro de la caja un disco
de 5 mm de la colonia de Alternaria sp., que ha sido sembrada hace ocho dias atras, para este fin

se empled un sacabocado estéril y mediante punta de hifa se movié la colonia.
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FASE I1:

- Activacion de aislados de Trichoderma spp.

Los aislados de Trichoderma son originarios de las plantaciones de pitahaya, del Canton Palora,
donde el Departamento de Proteccion Vegetal en el 2019 conservo los aislados de este género.
Para la activacion de los aislados de Trichoderma spp. conservados en agua estéril bajo
congelacion se utilizé la técnica aplicada por Goral (1973, pp. 542-543), donde se descongeld y en
la cdmara de aislamiento se agitaron micro tubos que contengan al hongo, se tom6 0,3 ml con el
uso de una micropipeta con las puntas previamente esterilizadas y se vertio en el centro de una
caja petri que contenga medio PDA + &cido lactico, estos se incubaron a 27 °C durante el tiempo

en el que se evidencie el crecimiento del hongo.

- Confrontacion de Alternaria sp. y Trichoderma spp.

Para la instalacion del ensayo las cajas Petri fueron marcadas en 2 puntos distantes a 4 cm, con
medio de cultivo seleccionado en el primer ensayo; se tomd discos de 0,5 cm de didmetro micelio
del patdgeno (Alternaria sp.) y se colocé en el interior de las cajas Petri, se dejo crecer la colonia
aproximadamente 3 cm, luego en el extremo opuesto se colocé otro disco de 0,5 cm con micelio

de Trichoderma (Howell, 2003, p. 4-6).

2.6. Disefio experimental

FASE I: Se utilizé un disefio completamente al azar (DCA), en la cual se realizaron 5 repeticiones
por tratamiento.

FASE II: Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA), en la cual se realizaron 3 repeticiones
por tratamiento.

2.7. Andlisis estadistico

Los datos se analizaron con el programa estadistico InfoStat version 2015. Se empled modelos

lineales generales y mixtos (Di Rienzo et al., 2005), bajo el siguiente modelo:

- FASE [: Yijk = g + Mi + Bj + €ij
- FASE I1: Yij = p + Ai + Bj + €ij
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Yij: Es la variable de respuesta

p: Es la media general

Mi: Es el efecto del i-ésimo tratamiento (Medio de cultivo)
Ai: Es el efecto del i-ésimo tratamiento (Aislados)

Bj: Es el efecto del j-ésimo bloque

eij: Es el término de error aleatorio

2.8. Analisis funcional

El andlisis de las variables namero de conidios y crecimiento de Alternaria sp., se realizo
mediante modelos lineales generales y mixtos. Los efectos fijos fueron el factor medio de cultivo,
numero de evaluaciones en el tiempo y la interaccion resultd de ambos factores. Se declar6 la
repeticion como aleatorios. Las variables velocidad de crecimiento, numero de conidios de
Alternaria sp. mostro efectos significativos.

Se evaluaron los supuestos de los modelos mediante graficos qg-plot (normalidad) y graficos de
los residuos en funcién de los predichos para la homogeneidad de varianza. Como las variables
de potencial inhibicion de Alternaria sp., crecimiento de aislados y capacidad antag6nica de
Trichoderma spp., mostraron contrariedades de varianza, donde se ajustaron a modelos de
heterocedasticidad, comparandolos con los modelos de homocedasticidad, empleando los
criterios de informacion de Akaike (AIC), Bayesiano (BIC) (Di Rienzo et al. 2008) y mediante prueba

de hipétesis de los resultados de verosimilitud.
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Crecimiento de colonia de Alternaria sp. en medios de cultivos

Al analizar la variable crecimiento del diametro de la colonia del aislado Alternaria sp. en cajas
Petri en diferentes medios de cultivos, se observo diferencias significativas (p<0,0001) entre los
tratamientos estudiados. En el Gréfico 1-3, se observo que el Tratamiento tres (PDA + extracto
de pencas de pitahaya) presento el mayor crecimiento con 3,84 cm, el mismo que difiere de los
demas tratamientos; seguidamente por el Tratamiento uno (Agar + frijol) con 3.02 cm y con
menor crecimiento se obtuvo el Tratamiento dos (Agar + extracto de malta) con 0,86 cm.
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Gréfico 1-3: Crecimiento de colonia de Alternaria sp (didmetro). en diferentes medios de cultivos

Realizado por: Jiménez, J. 2021.

El crecimiento micelial (diametro) del aislado de Alternaria sp. presentado en los tratamientos
evaluados es progresivo a través del tiempo a los 15 dias; En la Grafica 2-3, se observo que el
Tratamiento 3 creci6 8,2 cm, seguido del Tratamiento uno con 6,42 cm y con menor desarrollo el
Tratamiento dos con 0.92 cm, a partir del ultimo dia de evaluacién se observé un progreso de 0,9

a 1,98 cm, excepto por el T2 que presento 0.1 cm.
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Gréfico 2-3: Evaluacion del crecimiento de colonia (diametro) del aislado de Alternaria sp. a
través del tiempo

Realizado por: Jiménez, J. 2021.

Mew y Gonzales (2002, p. 59) a través de la evaluacion de tres medios de cultivo, para el crecimiento
de Alternaria padwickii, obtuvo como resultado el medio agar extracto de malta que presento
mayor crecimiento micelial de esta especie de Alternaria, en base a esta investigacion el presente
trabajo difiere con los resultados obtenidos, por lo que el Tratamiento Agar mas extracto de malta
presento el menor crecimiento de los tratamientos evaluados y alcanzo mayor crecimiento el
medio compuesto de PDA mas extracto de pitahaya. No obstante, el estudio realizado por Vargas,
Pico y Caicedo (2019, p. 40) coincide con los resultados obtenidos referente al medio de cultivo,
con el uso de pencas de pitahaya, mencionando que al usar mayor concentracion de extracto de
pitahaya, se logra acelerar el crecimiento de Alternaria sp. Menciona Pavén et al. (2012, p. 1774)
que para el desarrollo de dicho patogeno, los medios de cultivo que contengan extractos naturales
combinados con PDA, benefician su crecimiento. Sin embargo, los resultados de Echeverria y
Gutiérrez, (2015, p. 70) determino al medio de cultivo agar frijol en favorecer el crecimiento
micelial del género de Alternaria, ademés de permitir la esporulacion, presenta similitud con los
resultados obtenidos, ya que es el segundo medio (agar frijol) en presentar el mejor crecimiento

después del medio PDA més extracto de pencas de pitahaya.
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3.2. Numero de conidios de Alternaria sp. en medios de cultivo

El anélisis de la variable nimero de conidios, obtuvo diferencias significativas (P<0,0001) entre
los tratamientos estudiados, En la Gréafica 3-3, se observo que el Tratamiento uno obtuvo el mayor
numero de conidios (284), seguido del Tratamiento cinco (84 conidios), siendo estos diferentes
estadisticamente entre si y a su vez diferentes a los demas tratamientos, el Tratamiento cuatro,
dos, tres y el testigo fueron iguales estadisticamente, el menor valor lo obtuvo el Tratamiento tres

con 39 conidios.
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Grafico 3-3: Numero de conidios de Alternaria sp. en los diferentes medios de cultivo

Realizado por: Jiménez, J. 2021.

El nimero de conidios del aislado de Alternaria sp. en el tiempo, se lo realiz6 enel dia5, 7, 10y
13. En el Gréfico 4-3, se observé que a partir del quinto dia el T1 produjo 87 conidios y al dia 13
produjo un incremento de 481, seguido del T5 con 141 conidios al dia 13 que se ejecutd el conteo
de esporas, sin embargo, el Tratamiento dos, tres, cuatro y el testigo, al dia siete presentaron un
decrecimiento de conidios.

Lo expresado por Herndndez y Roson (2005, p. 63) referente a la presencia de esporulacion y
crecimiento de hongos, depende de los componentes del medio de cultivo, por lo que estos hongos
necesitan fuentes de potasio, carbono, calcio para su metabolismo, teniendo el frijol en su
composicion el 20 % de N. Moore (1996, p. 574) menciona que el porcentaje de nitrégeno ayuda
en la esporulacion, influyendo la disponibilidad de nutrientes, pH y temperatura. Concerniente a
estas apreciaciones en el presente estudio se constaté que el mejor medio de cultivo para la

esporulacién y crecimiento es el T1 (agar + frijol + agua), presentando mayor esporulacién a
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diferencia de los otros tratamientos, en cuanto al crecimiento son diferentes estadisticamente del
T3. Echeverria y Gutiérrez, (2015, p. 70) en su evaluacién de diferentes medios de cultivo para
Alternaria padwickii, menciona que el medio agar extracto de malta, ayuda al crecimiento de este
hongo, sin embargo, en base a sus resultados, concluye que el medio agar frijol, es el Unico medio
que favorece la esporulacidn, crecimiento y permite identificar facilmente la estructura de este

patdgeno, correlacionando con los resultados obtenidos en este estudio.
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Graéfico 4-3: Numero de conidios producidos por el aislado Alternaria sp. evaluado a través del
tiempo

Realizado por: Jiménez, J. 2021.

3.3. Crecimiento de aislados de Trichoderma spp.

Al analizar la variable crecimiento micelial de los aislados de Trichoderma spp., se observo
diferencias significativas (p<0,0001) entre los tratamientos.

En la Gréfica 5-3, se observd que al tercer dia los aislados T13, T21, T29, T11, T1, T7, T8 con
un crecimiento de 9 cm, siendo iguales estadisticamente, por otro lado, los aislados T5, T19, T9,
T10, T25 fueron iguales entre si, presentando valores de 8,92 a 8,97 cm, los T25 y T2 con un
crecimiento de 8,75 a 8,8, seguidamente de los T16, T15, T18, T14, T20 presentaron similitud en
su crecimiento de 8,67 a 8,45 cm, el T26 presento diferencia estadistica en los tratamientos con
8,18 cm, en cuanto a los tratamientos T3, T24, T23, T12, T30 alcanzaron un crecimiento entre
7,9 a 7,2 cm, los tratamientos T6, T28, T27, T22, presentaron similitudes con 6,82 a 6,22 cm.
Ademas, los tratamientos con menor crecimiento fueron el T17 y T4 con 5,67 y 5,62 cm

respectivamente.
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Crecimirnto micelial de los aislados de Trichoderma spp.
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Gréfico 5-3: Crecimiento de los aislados de Trichoderma spp. en el medio de cultivo agar més frijol

Realizado por: Jiménez, J. 2021.
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3.4. Porcentaje de inhibicion

En la variable porcentaje de inhibicion se observé diferencias significativas (P<0,0001) en el
efecto inhibitorio de los aislados de Trichoderma spp. sobre Alternaria sp.

En la Tabla 9-3, se pudo evidenciar que los aislados que presentan el mayor porcentaje de
inhibicién sobre Alternaria spp. se encuentra el T26 con 32,51%, seguido del T21 (30,25%) y
T14 (29,94%), mientras que el T30, T25 y T20 inhibieron con 28,94, 28,45y 28,15 % y con el
maés bajo efecto inhibitorio los aislado T27, T8 y T4 con 12,04, 11,41y 10,87 %.

Tabla 9-3: Efecto de los aislados de Trichoderma spp. sobre Alternaria sp. en condiciones
controladas

TRATAMIENTOS INHIBICION
T26 32,51 a
T21 30,25 a b
T14 29,94 a b ¢
T30 28,94 b ¢
T25 28,45 b ¢
T20 28,15 b ¢ d
T16 25,14 c d e
T13 24,56 d e
T29 24,25 d e
T19 23,26 d e f
T3 22,70 d e f g
T12 22,44 e f g
T10 21,07 e f g h
T1 20,57 f g h
Ti1 20,19 f g h
T24 19,96 f g h
T22 19,66 f g h
T15 19,43 g h
T5 19,28 g h
T9 18,32 g h
T18 18,07 g h i
T6 17,05 h i
T2 16,86 h i
T7 16,77 h o
T17 16,35 h o
T23 16,07 h o
T28 15,99 h o
T27 12,04 i
T8 11,41 i
T4 10,87 i

Elaborado por: Jiménez, J. 2021.
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Estudios realizados por Suérez etal. (2008, p. 40) y Camarena (2012, p. 6), demostraron que
Trichoderma ocasiono un porcentaje de inhibicion del 50 % sobre patdgenos del género Fusarium
y Alternaria, el resultado de inhibicion en estas investigaciones es mayor al obtenido en nuestro

estudio, donde se alcanz6 un 31 % de inhibicién con los aislados T26, T21y T14.

3.5. Micoparasitismo de Trichoderma spp. sobre Alternaria sp.

En la variable de micoparasitismo de Trichoderma spp. sobre Alternaria sp. se evidencio que
hubo diferencias significativas (P<0,0001) entre los aislados del hongo antagonista en relacion al
patdgeno Tabla 10-3. Los aislados que obtuvieron el 100 % de micoparasitismo sobre Alternaria
sp. fueron los aislados T21, T14 y T26 (100%), los cuales son diferentes estadisticamente a los
demés aislados; seguido de los T15, T16, T22 Y T7, con un valor entre 90 a 97 %, mientras que
los aislados T9, T2, T28, T3, T8, T10, T12, T24 Y T6 no ejercieron efectos de control sobre el
patdgeno.

Tabla 10-3: Micoparasitismo de aislados de Trichoderma spp. sobre Alternaria sp. en

condiciones controladas

TRATAMIENTOS MICOPARASITISMO
T21 100 a
T14 100 a
T26 100 a
T15 97,03 a b
T16 92,83 a b c
T22 92,38 a b c
T7 90,98 b ¢
T20 89,73 b ¢ d
T19 88,21 c d
T25 81,60 d
T30 67,97 e
T5 26,20 f
Tl 21,23 f g
T29 21,06 f g h
T13 20,42 f g h
T8 17,89 f g h i
T4 14,39 g h i ]
T17 12,52 h 0
T1 10,97 i
T27 7,10 ik
T23 6,94 ik
T9 1,10 k
T2 1,10 k
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T28 1,10 k
T3 1,10 k
T8 1,10 k
T10 1,10 k
T12 1,07 k
T24 1,07 k
T6 0,73 k

Elaborado por: Jiménez, J.2021.

Alcedo y Reyes (2018, p. 2) en su evaluacion en el efecto de biocontrol de cinco agentes con
capacidad antagdnica entre dos aislados de Alternaria alternata, ejerciendo mayor capacidad el
género Trichoderma, a comparacion con los demas tratamientos, proporcionando una similitud
referente al estudio por la capacidad que tiene Trichoderma como micoparasitismo de una gran
variedad de hongos, donde se tuvo como resultado los aislados 26, 21 y 14, presentando capacidad
de biocontrol sobre Alternaria sp.
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CONCLUSIONES

- Se comprueba gque los medios de cultivos estudiados si aceleran el crecimiento y cantidad de
conidios en colonias de Alternaria sp., siendo el medio papa dextrosa agar (PDA) mas extracto
de pencas de pitahaya, el cual estimulé el mayor crecimiento de la colonia de Alternaria sp.;
sin embargo, el medio agar mas frijol a mas de obtener un crecimiento similar, es aquel que
logré la mayor produccion de conidios de Alternaria sp.; y el medio agar més extracto de malta
presentd el menor crecimiento.

- Al evaluar la capacidad antagdnica de los aislados de Trichoderma spp., se comprueba que si
hay un grupo de aislados del hongo del género Trichoderma que presenta una alta capacidad
de inhibicion y biocontrol sobre colonias de Alternaria sp.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda:

- Realizar la identificacion molecular de los aislados de Trichoderma con poder inhibitorio de
Alternaria sp.

- Efectuar la identificacion morfoldgica y molecular de Alternaria sp, causante de la sarna de
las pencas de pitahaya.

- Realizar las pruebas de inhibicion y parasitismo en condiciones de invernadero y campo.

- Realizar la compatibilidad de las aislados con poder inhibitorio con patdgenos de distintos

cultivos.
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ANEXO B: DISPENSADO DE LOS MEDIOS DE CULTIVOS
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ANEXO E: CRECIMIENTO DE Alternaria sp. EN EL MEDIO AGAR MAS FRIJOL

T1: Agar +Frijol

ANEXO F: CRECIMIENTO DE Alternaria sp. EN EL MEDIO PDA MAS EXTRACTO DE
PITAHAYA

T3: PDA + Extracto de pencas de pitahaya
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