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RESUMEN

Los cultivos de papa dia a dia enfrentan problemas fitosanitarios donde se
incluyen enfermedades causadas por hongos y bacterias, los cuales disminuyen la calidad
del producto final, generando pérdidas econdmicas por la aplicacion excesiva
agroquimicos, afectando asi la calidad organica de la papa y a su vez el ecosistema
terrestre de los cultivos de papa. Razén por la cual se plante6 evaluar la actividad de dos
fungicidas Antracol y Curtine-V sobre el crecimiento del hongo Trichoderma sp. aislado
en campos de cultivo de papa de la provincia de Huancané. La metodologia para
determinar la carga micética de Trichoderma sp. en suelos de cultivo de papa de los
centros poblados de Milliraya y Accocollo fue por muestreo simple al azar e inicié con la
recoleccidon de muestras de suelo al azar de los campos de cultivo de papa de la provincia
de Huancané, las cuales se diluyeron en suero fisioldgico y posteriormente se cultivaron
en el medio de cultivo Agar Papa Dextrosa mediante el método de vertido en placa para
la cuantificacion micotica, para determinar el crecimiento micelial in vitro del hongo
Trichoderma sp. frente a los fungicidas Antracol (Propineb) y Curtine-V
(Cymoxanil+mancozeb) se seleccion6 el hongo Trichoderma sp, el cual fue identificado
mediante la observacion al microscopio usando las claves dicotomicas, seguidamente este
hongo fue dispuesto por un disefio completamente al azar para evaluar al efecto de tres
dosis de fungicidas mediante pruebas de susceptibilidad, donde se evalu6 el crecimiento
micelial para determinar si los fungicidas inhiben el crecimiento de Trichoderma sp, el
crecimiento micelial fue evaluado mediante analisis de varianza y prueba de Tukey.
Trichoderma sp. presentd recuentos entre 2.33 x 10° UFC/g y 6.33 x 10° UFC/g en el
centro poblado de Milliraya siendo mayor a 2.33 x 10° UFC/g y 4.33 x 102 UFC/g en el
centro poblado de Accocollo (p=0.007). Por otra parte, Antracol origind 79.24% en
Accocollo y 90.32% en Milliraya de inhibicién del crecimiento micelial de Trichoderma
sp. y Curtine-V mostro inhibiciones de 81.65% en Accocollo y 94.13% en Milliraya,
presentando diferencia estadistica (p<0.0001). Concluyendo que los suelos del centro
poblado Milliraya presentaron los mayores recuentos de Trichoderma sp. y los fungicidas
Antracol y Curtine — V originaron altos valores de inhibicién del crecimiento micelial in
vitro sobre el hongo evaluado.

Palabras clave: agroquimicos, cultivo de papa, fungicida, recuento en placa,

Trichoderma sp.
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ABSTRACT

Potato crops face daily phytosanitary problems, which include diseases caused by
fungi and bacteria, which decrease the quality of the final product, generating economic
losses due to the excessive application of agrochemicals, thus affecting the organic quality
of the potato and, in turn, the terrestrial ecosystem. of potato crops. Reason for which the
following specific objectives were raised: determine the load of Trichoderma sp in potato
growing soils from the towns of Milliraya and Accocollo and to determine the in vitro
mycelial growth of the fungus Trichoderma sp against the fungicides Antracol (Propineb)
and Curtine-V (Cymoxanil+mancozeb) under laboratory conditions. The Methodology
began with the collection of random soil samples from potato fields in the province of
Huancané, which were diluted and subsequently cultivated in the Potato Dextrose Agar
culture medium using the pour plate method for the fungal quantification, after that the
Trichoderma sp fungus was selected, which was identified by observation under a
microscope using the dichotomous keys, then this fungus was arranged by a completely
random design to evaluate the effect of three doses of fungicides through tests of
sensitivity, where the mycelial growth was evaluated to determine if the fungicides inhibit
the growth of Trichoderma sp, the numerical values were evaluated by analysis of
variance and Tukey's test. The results were: Trichoderma sp presented counts between
2.33 x 10% CFU/g to 6.33 x 10° CFU/qg in the town of Milliraya and 2.33 x 103 CFU/g to
4.33 x 10% CFU/g in the town of Accocollo (p=0.007). Antracol originated 79.24% and
90.32% inhibition of the mycelial growth of Trichoderma sp and Curtine — V showed
inhibitions of 81.65% and 94.13% (p<0.0001). It is concluded that the soils of the
Milliraya town center presented the highest counts of Trichoderma sp and the fungicides
Antracol and Curtine - V originated high values of inhibition of in vitro mycelial growth
on the evaluated fungus.

Keywords: agrochemicals, potato cultivation, fungicide, plate count, Trichoderma.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

El cultivo de papa presenta dificultades para su desarrollo, las enfermedades
causadas por hongos, microorganismos fitopatoégenos y el uso indiscriminado de
agroquimicos porque disminuyen la produccién y por ende ocasionan pérdidas
econdmicas masivas. Diversos quimicos son usados de manera tradicional causando
dafos tanto para la papa, el agricultor y el ambiente en que se desempefian. Esta situacion
ha llevado a los agricultores al uso masivo e indiscriminado de fungicidas en su afan de
lograr una produccion aceptable. La efectividad de un fungicida quimico depende del
conocimiento del patdgeno, de la enfermedad y su resistencia por parte de la planta, y es
necesario tener en cuenta estos puntos para un uso responsable.

La utilizacion de fungicidas quimicos durante décadas para el control de
enfermedades en cultivo agricolas ha hecho inminente la bdsqueda de alternativas
amigables, que contribuyan a minimizar el impacto negativo sobre el medio ambiente, y
también para proteger la estructura, funcion y diversidad biologica de los sistemas
naturales agricolas, los fungicidas usados para controlar los hongos fitopatégenos no solo
son potencialmente peligrosos y costosos, sino también estan perdiendo su efectividad
debido a que estos hongos han desarrollado resistencia a los principales fungicidas. La
ausencia de métodos alternativos o la escasa aplicacion de microorganismos benéficos
para minimizar el uso de agroquimicos son evidentes en nuestro pais. Con el excesivo
uso de los agroquimicos se corre el riesgo de perder las propiedades que posee el suelo y
con ellos su fertilidad.

El hongo Trichoderma sp. es un habitante natural del suelo y puede desempefiarse
como sapréfito o como parasito de otros hongos fitopatdgenos y ademas este género es

muy conocido debido a su conducta antagonista, es un eficiente controlador bioldgico que

14
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estd siendo ampliamente usado en agricultura como agente de biocontrol debido a su
habilidad para colonizar sustratos rapidamente, inducir resistencia sistémica adquirida en
plantas, promover el crecimiento vegetal y poseer actividad antagonica contra un amplio
rango de hongos patégenos causantes de enfermedades importantes en los cultivos.

En la provincia de Huancané, los cultivos de papa vienen siendo afectados por
hongos fitopatdgenos, siendo la papa el cultivo mas importante no solo porque presenta
la mayor superficie cultivada, sino también porque constituye la base de la dieta
alimenticia del poblador rural; ademas porgue su cultivo y produccién representa una
fuente de ingresos econdmicos de pequefios y medianos agricultores.

Debido a las caracteristicas descritas anteriormente, para la inclusion de
Trichoderma sp. dentro de una estrategia de manejo integrado de plagas, es necesario
determinar la compatibilidad de este con insumos quimicos utilizados cominmente por
los agricultores de los dos centros poblados como lo es el fungicida Curtine-V con
registro: 400-97-AG-SENASA y Antracol con registro: 043-96-AG-SENASA, caso
contrario se verian afectados y no podrian desempefar su actividad beneficiosa. El
motivo de estudio de esta investigacion, radica en que se desea evaluar el efecto de los
fungicidas sobre microorganismos benéficos como lo es el hongo Trichoderma sp.

Los resultados de esta investigacion reportan el efecto de los fungicidas
comerciales sobre el hongo benéfico Trichoderma sp., estos resultados serian una
contribucion para la disminucion del uso excesivo de fungicidas y agroguimicos e

incrementarian de calidad de papa organica para la poblacion.

En ese sentido la investigacion presento los siguientes objetivos:
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1.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar la actividad de dos fungicidas Antracol y Curtine- V sobre el crecimiento del
hongo Trichoderma sp. aislado de campos de cultivo de papa de la provincia de Huancané
— Puno.
1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar la carga micética de Trichoderma sp. en suelos de cultivos de papa

del centro poblado de Milliraya y Accocollo.
- Determinar el crecimiento micelial in vitro del hongo Trichoderma sp. frente a los

fungicidas Antracol (Propineb) y Curtine-V (Cymoxanil+mancozeb).
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CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

2.1 ANTECEDENTES

Los tres fungicidas folpet ( Folpam 80 PH), mancozeb (Mancozeb 75 PH) y zineb
(Zineb 80 PH) tienen efecto inhibitorio sobre el crecimiento micelial del hongo
Trichoderma harzianum (Castellanos et al, 2015), encontraron que la actividad de las
peroxidasas (POX) se indujo a las 24 horas posteriores a la aplicacion de Thichoderma
harzianum y se mantuvo hasta el dia siete, la actividad de la enzima fue inducida por el
patogeno, al quinto dia en el cv “Tacarigua” (cvT) y al segundo dia en el cv “Magdaleno”
(cvM), revelando que potencialmente puede ser considerado un material resistente
(Jiménez et al, 2013), en el caso de fungicidas como carboxin mas thiram, fludioxonil
mas ciprodinil, y prochloraz, observaron grados de susceptibilidad de alta suceptibilidad
(<23.75%), inhibiendo totalmente el crecimiento de los hongos endofitos evaluados. En
Botrytis cinerea (Cepa 3015) se observo alta susceptibilidad a pyrimethanil, carboxin mas
thiram, fludioxonil mas ciprodinil, y prochloraz (Corredor et al, 2007).

Los porcentajes de indice de crecimiento micelial (ICM) de Paecilomyces
carneus, Paecilomyces marquandii y Paecilomyces lilacinus a 3750 mg/l de atrazina
fueron de 22.6 %, 44.4 % y 46.3 %; con una concentracion de efectividas media (CEszo)
de 6820 mg/l, 4736 mg/l y 3633 mg/l, respectivamente. El paraquat present6 mayor
toxicidad que la atrazina; Paecilomyces carneus (0.27 cm?/dia) mantuvo
significativamente su tasa de crecimiento diaria (TCD) a las concentraciones de 93 y 187
mg/l de paraquat. Aspergillus tamarii obtuvo la CEso mas alta (256.4 mg/l) de paraquat.
El género Paecilomyces spp. y Asperigillus tamarii resultaron tolerantes a la atrazina y
paraquat, respectivamente (Chan et al, 2014), encontraron que los fungicidas

carbendazim y metil-thiophanato, el primero con registro de uso en el cultivo de pifia en
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Costa Rica, inhiben 100% el crecimiento de Fusarium oxysporum en las tres dosis
evaluadas. El spiroxamine, inhibe el desarrollo del hongo 100% a dosis media (0.80
mg/L) y alta (0.60mg/L), sin diferencias estadisticas entre ellos, encontrandose que F.
oxysporum es altamente sensible a estos fungicidas. Se encontré resultados
medianamente sensibles de Fusarium oxysporum para el difeconazol y pyraclostrobin de
60% a 75% de dosis media (0.25mg/L) a alta (0.50mg/L) y baja sensibilidad para el
bitertanol y el triadimefon, inferior a 40% (Vasquez, 2009), en los ensayos con fungicidas,
el &cido bdrico presentd mayor efecto inhibitorio sobre las Trichoderma spp. que sobre el
patdgeno. A las concentraciones de 5y 10 mg/ml no hubo crecimiento de las cepas de
Trichoderma spp. y Lasiodiplodia theobromae presentd una inhibicion del 53.6 y 57.3%,
respectivamente. La concentracion de 2 mg/ml, afectd méas a las Trichoderma spp,
excepto a la cepa 16 (39%), la cual no presentd diferencias significativas (p<0.005) con
respecto a Lasiodiplodia theobromae (34%) (Nieblas, 2012), encontraron que a medida
que la concentracion de Fipronil aumenta, el porcentaje de germinacion de Trichoderma
sp., disminuye a 53.78% y 22.52%; con respecto al crecimiento, disminuye a un 67.90%
y 47.70% en las concentraciones 100 ppm y 250 ppm respectivamente, hallandose
diferencia significativa en el control y los tratamientos, ademas Trichoderma sp. nativo
presenta antagonismo de grado 1 sobre Botrytis sp. en condiciones normales, sin embargo
en los tratamientos de 100 y 250 ppm presentan antagonismo de grado 3 (Tello, 2015).
Los resultados muestran que Trichoderma koningiopsis no inhibio su crecimiento
en ningun caso; sin embargo, su crecimiento en el medio conteniendo azoxistrobina fue
considerablemente mayor al obtenido en el medio con éxido de cobre. Por su parte,
Trichoderma stromaticum Unicamente crecio en el medio con azoxistrobina (Guerrero &
Arias, 2012), el tratamiento 1 (T1), cuya concentracion del inoculo de Trichoderma

utilizada fue de 38.3x10° conidias/ml de solucién; resulto ser el mejor con un 63% de
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biodegradacion que corresponde a 4170.5 pg/g de carbofuran en 57 dias (Paredes, 2017),
se encontrd que a medida que la concentracion de Metalaxyl aumenta, el porcentaje de
germinacion de Trichoderma asperellum disminuye. El porcentaje de crecimiento,
obtenido fue 83%, 63% Yy 60% a las concentraciones de 262.5 ppm, 350 ppm, 437.5 ppm
de Metalaxyl, respectivamente. Ademas, Trichoderma asperellum presentd antagonismo
de grado 1 sobre Rhizoctonia. solani, segin la escala de Bell. Al incrementarse las
concentraciones de metalaxyl de 262.5 ppm, 350 ppm, 437.5 ppm, disminuy6 el
porcentaje de germinacion de esporas, sin embargo, no afecta de modo significativo los
procesos de crecimiento y actividad antagonica de Trichoderma asperellum (Argomedo
et al.,, 2015). Los resultados obtenidos en cuanto al crecimiento de Trichoderma
harzianum, indican que el efecto de la metribuzina sobre la curva y velocidad de
crecimiento de este, tiende a ser decreciente conforme se incrementa las concentraciones
de metribuzina (600, 660, 720, 780, 840ppm) a comparacién del control (0 ppm)
(Azabache et al., 2013).

Se encontro que las concentraciones dosis recomendada (D) y 10 veces inferior a
la dosis) 10D de los productos fenoxaprop-p-etilo y 2,4D sal de amina afectaron el
crecimiento micelial para las cepas T.17 y T.75; sin embargo, no asi la germinacion a la
concentracion de 0.1D. El bispiribac-sodio no afect6 ninguna de las cepas evaluadas. Aln
a los 7 dias mostraron efecto residual sobre las cepas T.17 y T.75 los productos de
fenoxaprop-p-etilo y 2,4D sal de amina a las concentraciones de 10D. El herbicida
bispiribac- sodio resultd ser compatible con las tres cepas de Trichoderma asperellum
evaluadas (Reyes et al., 2012). Encontraron que Imidacloprid y Acetamiprid no
disminuyen significativamente la germinacion in vitro, y tampoco tienen un efecto
significativo sobre el crecimiento de Trichoderma viride . Se observo también que las tres

concentraciones de los insecticidas tienen el mismo efecto sobre la germinacion, y el
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porcentaje de crecimiento de Trichoderma viride no se ve afectado por los insecticidas
evaluados (Meléndez, 2012). Encontraron resultados alcanzados del crecimiento y
desarrollo de las cuatro especies de hongos con la utilizacion de los diferentes tipos de
plaguicidas se obtuvo que para Acefato, el crecimiento microbiano fue 6ptimo; para
Brillante, Curacron, Glifosato y Ridomil el crecimiento microbiano fue medio; y con la
utilizacion de Vitavax el crecimiento de las diferentes especies de hongos fue minimo a
excepcion de la especie Trichoderma harzianum. Concluyeron que Trichoderma
harzianum es el microorganismo con caracteristicas mas Optimas para el manejo y
desarrollo de una agricultura de calidad (Rios, 2018).

Encontraron que el fungicida Fitoklin si bien no inhibe la germinacion de T. viride,
si disminuye el crecimiento de T. viride (Salvatierra, 2015), encontraron que clorpirifos
disminuia hasta un 11.22% la germinacion de T. asperellum a 37.43 % la de T. asperellum
yaun 11.53% en el caso de T. harzianum . En relacién al crecimiento miceliar clorpirifos
redujo el crecimiento de T. asperellum aun 35.63%, a 47.99% en el caso de T. asperellum
(TCA 21) y a 49.65 % para T. harzianum. En cuanto a la capacidad antagonica, T.
asperellum presentdé un grado de antagonismo 2, mientras que T. asperellum y T.
harzianum presentaron un grado de tipo 1. Concluyeron que al incrementarse la
concentracion de clorpirifos en el rango de 960 a 1440 ppm disminuye la germinacion de
T. asperellumy T. harzianum mientras que estas tres concentraciones no tienen un efecto
inhibitorio significativo sobre el crecimiento y la capacidad antagdnica de las tres
especies de Trichoderma evaluada (Sabogal, 2015). En la evaluacion del crecimiento de
T. asperellum no se hallo diferencia significativa entre los tratamientos, en la esporulacion
si hubo diferencia significativa, para germinacion no se hallé diferencias significativas,
al evaluar la capacidad antagonica de T. asperellum se obtuvo que presentaba el grado

antagoénico 1; concluyendo que el insecticida Clorantraniliprole a las concentraciones de
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92,184 y 276 ppm no tiene efecto inhibitorio sobre la germinacion, crecimiento y la
capacidad antagbnica de T. asperellum, pero si hay cierto efecto inhibitorio en su
esporulacién (Merino, 2018).
2.2 MARCO TEORICO
2.2.1 Fungicidas
a. Concepto

Los fungicidas son sustancias quimicas que, aplicados a las plantas, las protegen
de la penetracion y/o posterior desarrollo de hongos patdgenos en sus tejidos, es decir,
es un compuesto que mata o inhibe el crecimiento del hongo dependiendo de su modo
de accion y al grupo quimico que pertenecen (Latorre, 1988); asimismo, es conocido por
su capacidad especifica para el control de enfermedades fungosas en las plantas durante
su desarrollo y postcosecha (Jampilek & Kral’ova, 2017).
b. Clasificacion de los fungicidas
b.1 Fungicidas protectores o de contacto. Los fungicidas de proteccion no penetran el
tejido foliar, es esencial que los fungicidas protectantes estén sobre las hojas, antes de las
lluvias, este fungicida no es facilmente lavado después de terminado de secar (Adrianzen
et al.,, 1996). El modo de funcionamiento de estos productos suele ser un proceso
controlado en varios sitios poligénicos, es decir, actla en diversos procesos metabélicos,
que son esenciales para la vida de los hongos; por lo tanto, la probabilidad de que los
hongos desarrollen resistencia a estos fungicidas es baja y por lo general este tipo de
fungicidas afectan el metabolismo de las proteinas, bloquean la oxidacion de acidos
grasos, afectan la produccion de energia (ATP) y bloguean la enzima deshidrogenasa

(aringafio, 1985).
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b.2 Fungicidas de accion sistémica local. Es un fungicida intermedio con capacidad de
penetrar a las hojas, pero se transfiere al resto de la planta. Su modo de accidn se ubica
en los inhibidores de la biosintesis del ergosterol (Apablaza, 1997).

b.3 Fungicidas sistémicos. FAO (2000), indica que los ingredientes activos penetran en
la planta, se mueven desde el sistema de raices hasta las hojas y ayudan a proteger la
planta. Estos productos son especificos, tienen propiedades terapéuticas y efecto
prolongado ya que penetran en las hojas y pueden movilizarse a otros tejidos, dentro de
la misma hoja o hacia otras partes de la planta, generalmente acttian en un solo paso de la
fisiologia del patégeno (monositio), lo que incrementa la posibilidad de generar
resistencia del hongo, hoy en dia se cuenta con 4 familias quimicas (Benzimidazoles,
Triazoles, Pirimidinas y recientemente las Estrobirulinas) (Apablaza, 1997).

c. Efectos fisioldgicos y moleculares en los hongos

Los fungicidas bloguean el crecimiento de los hongos al interferir con
los procesos celulares vitales. EI modo de accién hace alusion a procesos celulares
especificos que inhibe cada fungicida especifico. Dentro de cada modo de accién hay
sitios de accion especificos, que son las enzimas especificas del proceso celular a las que
se unen los fungicidas (FRAC, 2019).

El mecanismo de accion antifingico que todos tenemos es universal e inhibe el
dafo de la pared celular al unirse a la $-1,3-D-glucano sintasa (Fks1p), que es responsable
de la sintesis de p-1,3-D-glucano. Esta accion es fungicida contra Candida y fungistatica
contra Aspergillus. El tratamiento con equinocandinas produce el hinchamiento y la lisis
celular en las zonas de crecimiento de la pared, asi como la activacion de los genes
relacionados con la biosintesis de la pared (Reinoso et al, 2003). Las alteraciones en la
pared celular de los hongos causadas por las equinocandinas podrian exponer el 3-1,3-D-

glucano en la superficie celular y por tanto este componente podria interactuar con el
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receptor para el B-glucano dectina-1, activando la secrecion de citocinas por las células
de la inmunidad innata (Romani, 2004).
d. Fungicida Antracol
El Antracol WP70 es un fungicida organico utilizado a nivel mundial, cuya accién
se ejerce especificamente para el control de hongos causantes de enfermedades como
antracnosis (Colletotrichum gloeosporioides), cenicilla (Oidium sp.), mancha parpura
(Alternaria porri), mildeo (Peronospora sp.), podredumbre (Botrytis sp.), gota
(Phytoptora infestans) y tizon (Alternaria solani) en cultivos agricolas de arroz, café,
cacao, papa, cebolla, y plantas ornamentales, entre otros (Bayer Cropscience, 2000).
Este plaguicida es un compuesto organosulfurado incluido en los fungicidas
ditiocarbamato (Kazos et al., 2007), que se clasifica en la categoria toxicoldgica Ill,
correspondiente a compuestos de toxicidad media (Cérdoba, 2001).
a) Composicién y estructura quimica
Naturaleza quimica
e Polvo mojable (WP).

e PROPINEB WP.
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Componentes peligrosos

Tabla 1. Composicion quimica del Antracol.

No. CAS/No Concentracién
Componentes
EINECS [90]
Propineb (CsHgN2SsZn)x 9016-72-2 70.00
Alquilarilsulfonato 91078-64-7 1.0-<5.0
Metenamina 100-97-0 >0.1-<10
Caolin 1332-58-7 >=1.0

Fuente: BAYER (2021).
b) Efectos toxicos en plantas y/o animales

Los registros disponibles acerca de los efectos adversos encontrados en sistemas
bioldgicos experimentales informan: para ratas, disminucion en el tamafio de los fetos al
nacer y efectos histopatologicos, malformaciones y defectos craneofaciales ( Larsson et
al., 1976), efectos sobre funciones musculares y sobre el citoesqueleto de células
neuronales, astrocitos y celulas musculares (Schmuck et al., 2002), lesiones
preneoplasicas y neoplasicas en tiroides, rifidn y vejiga urinaria (Hasegawa et al., 1993),
disminucion en el peso corporal e incremento en la queratinizacion e hiperplasia en
células epidermicas (Yaldiz et al., 2000). Para Drosophila melanogaster se informan
alteraciones morfologicas en patas y alas, y para protozoos del género Colpidium
toxicidad leve (Séenz y Simbaqueba, 1996).
e. Fungicida Curtine-V

CURTINE-V es considerado un fungicida que muestra accion de contacto y
translaminar, asimismo puede ser rapidamente absorbido a través del follaje. Tiene una
accion sistémica local, ejerciendo un efecto curativo y actua en la fase de incubacion,

previniendo la aparicion del dafio (SILVESTRE PERU S.A.C., 2019).

a) Composicién y estructura quimica
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Tabla 2. Composicion quimica de Curtine-V.

Componentes Contenido Unidades de
medida
Mancozeb 640 g/kg
Cymoxanil 80 g/kg
Aditivos 280 g/kg

N° CAS (i.a.) 8018-01-7 -
mancozeb

N° CAS (i.a.) 57966-95-7 -
cymoxanil

b) Ingredientes activos

e Familia quimica: Ditiocarbamatos y acetamida.

e Peso molecular: mancozeb (271 g/mol) y cymoxanil (198.2 g/mol).

e Clasificacion OMS: Un poco peligroso (I11) (SILVESTRE PERU S.A.C., 2010).
c) Efectos moleculares en los hongos

El fungicida Curtine-V presenta Cymoxanil, que controla el ataque de mildiu
velloso, destruye sus esporas al germinar, se incuba en el interior del tejido
vegetal previeniendo  dafios ylesionesa las plantas plantadas cuando la
enfermedad comienza a aparecer. Limita la germinacion y por ende la formacion de
nuevas conidias. Inhibe la division celular, interfiriendo con la sintesis de ARN
(SILVESTRE PERU S.A.C, 2019).

Asimismo, tiene el mancozeb, impide la actividad de las enzimas sulfidrilicas en
general y de la cisteina en particular, formando complejos con enzimas que contienen
metales como las que intervienen en la reproduccion de ATP (SILVESTRE PERU S.A.C,
2019).

d) Efectos toxicos en plantas y/o animales
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e Mancozeb: puede causar irritacion, erupciones como también molestias cuando
entraen contacto con la piel. Puede causar sensibilizacion de la piel de las
personas.

e Cymoxanil: la inhalacion del cymoxanil puede causar irritacién en los 0jos,
dolor, lagrimeo o visidn borrosa, irritacion nasal y de garganta, dolor de garganta
0 secrecion nasal y falta de coordinacion. Al haber contacto con la piel puede
ocasionar irritacion como picazon, ardor, enrojecimiento, hinchazon y salpullidos.
Basado en estudios con animales, la ingestion del cymoxanil puede causar
depresion temporal del sistema nervioso central con mareos, confusion, falta de
coordinacion, somnolencia 0 inconciencia, cambios en las medidas
hematoldgicas, cambios patoldgicos del higado y pérdida de peso (SILVESTRE
PERU S.A.C., 2010).

2.2.2 Trichoderma sp.
a) Clasificacion taxonomica
Dominio : Eukarya
Reino : Fungi.
Division : Mycota.
Clase : Hyphomycetes.
Orden : Moniliales.
Familia : Moniliaceae.
Género : Trichoderma.

Especie: Trichoderma sp. (Companioni et al, 2019).

b. Biologia
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El hongo Trichoderma es considerado anaerobio facultativo que se presenta
naturalmente en un numero significativo de entornos agricolas y otros tipos de medios.
De este microorganismo existen mas de 30 especies, todas con efectos benéficos para la
agricultura y otras ramas (Beebe, 1983).

Asimismo, es un hongo sapréfito oportunista que se caracteriza por su rapido
crecimiento, presente en la rizosfera terrestre de bosques o suelos de uso agricola, se
caracteriza por tener amplia gama de adaptabilidad convirtiéndolo en un hongo
cosmopolita, ademas se desarrolla en una variedad de sustratos, siendo apto para un
proceso de produccién masiva, ideal para el uso agricola (Companioni et al., 2019).

Las especies de Trichoderma son responsables de la produccion de metabolitos
antifngicos y enzimas hidroliticas que se cree que inducen cambios estructurales a nivel
celular, como la aspiracion al vacio, la granulacion, la citélisis y la destruccién celular
qgue se observan en los organismos que interactian. Actla como una superbacteria
competidora. Las especies del género Trichoderma son los antagonistas mas utilizados
para el control de enfermedades de plantas producidos por hongos, debido a su ubicuidad,
a su facilidad para ser aisladas y cultivadas, a su crecimiento rapido en un gran nimero
de sustratos y a que no atacan a plantas superiores (Papavizas, 1985).

c. Caracteristicas culturales de las colonias

Las colonias de Trichoderma en sus primeras etapas de crecimiento presenta
apariencia aterciopelada de color blanco, en el desarrollo del micelio se torna a un blanco
verdoso para posteriormente permanecer con una tonalidad verde oliva y produce la
formacion de anillos concéntricos siendo estos caracteristicos de dicho hongo (Acurio &
Espafia, 2017), los conididéforos son ramificados, parecen un arbol pequefio y se presentan
como penachos compactados que forman anillos con un sistema de ramas irregulares de

manera piramidal (Infante et al., 2009).
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Sin embargo, Blaszczyk et al. (2014) menciona que algunas especies del género
Trichoderma producen varios pigmentos, que van desde un amarillo verdoso hasta un
tinte rojizo, gris o marrén, aunque también pueden ser incoloras. Las hifas de
Trichoderma son hialinas septadas (Kubicek & Harman, 1998).

d. Efectos en los campos de cultivo

El incremento en la tasa de germinacion de semilla, el aumento en el peso seco de
la raiz y follaje, y el desarrollo radicular por Trichoderma es debido a que acelera el
desarrollo de los tejidos meristematicos primarios, los cuales aumentan la germinacion,
el volumen, la altura, asi como el peso de la planta (Cupull et al., 2003), también produce
un factor de regulacién de crecimiento (Windham et al., 1986) y secreta fitohormonas;
aunque Yedida et al. (2003), mencionan que no existe relacion entre la estimulacion de
crecimiento promovida por Trichoderma sp. y acumulacionde fitoalexinas
producidas durante la interaccidn entre hongos y plantas (micorriza).

El desarrollo radicular también mejora la asimilacion de humedad y nutrientes por
parte de la planta (Vinale et al., 2008). Este fendbmeno de estimulacion, puede deberse a
un efecto directo de Trichoderma o también a efectos secundarios, en la interaccion con
fitopatdgenos para su control (Windham et al., 1986). La naturaleza molecular y
molecular del efecto de estimulacion de crecimientos que cede Trichoderma sp. a las
plantas ain no han sido explicados (Harman et al., 2004).

Trichoderma tiene la capacidad de antagonizar otros hongos patdgenos
(Rhizoctonia solani, Colletotrichum spp., Macrophomina phaseolina, Fusarium spp.,
Phytophthora capsici, Botrytis spp., Pythium spp.), empleando sus diferentes mecanismos
de control. La produccion de enzimas liticas y su capacidad de producir metabolitos
secundarios son empleados para la proteccion de las plantas contra enfermedades

fangicas (Woo, 2014). Entre algunos de los metabolitos que son producidos por
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Trichoderma se mencionan péptidos no ribosémicos tales como: peptaiboles, sideroforos,
micotoxinas, policétidos, terpenos, pironas, entre otros (Zeilinger & Bansal, 2016). Otro
efecto favorable es que induce resistencia a fitopatdgenos en las plantas con las que se
asocia (Vinale et al., 2008).

2.2.3 Hongos en campos de cultivo de papa

Los hongos son muy fundamentales para la conservacién del suelo como también
para las raices de las plantas, puesto que el 90-95% de las plantas del suelo crean
relaciones simbidticas que forman hongos micorricicos para la produccion de
hormonas, clorofila como tolerancia al estrés de un ser vivo y no vivo. A medida que los
hongos absorben los nutrientes (fosforo y potasio) mas rapido, capturan el carbono y el
nitrégeno que necesitan para el crecimiento, y su desarrollo facilita la captura del CO2
(Camargo et al., 2012).

Los hongos micorrizicos arbusculares en la agricultura forman un vinculo entre la
planta y el suelo debido a que el micelio muy extenso, y producto de la asociacién genera
ventajas en la absorcion de nutrientes de menos movilidad (como el P) contra las plantas
no fungicas, puesto que, el micelio exdgeno penetra mas profundamente en el suelo que
los pelos de las raices de las plantas no flngicas (no micorrizadas); sin embargo, si los
niveles de p del suelo son altos y las raices de las plantas pueden absorber este material
por si mismas, por lo tanto, la simbiosis puede verse reducida o inhibida (Blanco et al.,
1997). Asi como también son importantes para los cultivos, ya que, permite a la planta
usar de manera mas eficiente los nutrientes del suelo, razon por la cual se pueden reducir
los problemas de contaminacion del este por el exceso de fertilizantes quimicos, si hay
una reduccion en la aplicacion de los mismos (Cuenca et al., 2007).

Por otro lado, la importancia de los hongos entomopatogenos es que no son

nocivos para el operario ni para el ambiente, no deterioran la fauna benéfica, permiten

29

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

establecer programas de manejo integrado, se pueden usar para agricultura organica, no
tienen efectos toxicos por acumulacién en aplicaciones sucesivas ni limite maximo de
residuos (Ardon, 2007).

Para controlar el dafio producido por hongos patdégenos en diversos cultivos de
interés agricola, se basa en determinar la capacidad de los hongos como agentes
biocontroladores y esta accidén estd directamente relacionada con la produccion de
enzimas extracelulares, como las quitinasas y celulasas que pueden dafiar la pared celular
del hongo patégeno (Campuzano et al., 2017).

La actividad de estas enzimas se presenta en cepas de Trichoderma frente a
fitopatégenos como Rhizoctonia meloni, R. solani y Botrytis cinérea, donde la T.
harzianum ha sido una de las especies de Trichoderma mas estudiadas, ya que posee la
capacidad de producir las enzimas N-acetilglucosaminidasas, endoquitinasas, Yy
quitobiosidasas, las cuales tienen funciones importantes en el control de fitopatdégenos, la
produccién de quito-oligosacaridos y en la degradacion de sustratos de quitina , el 25-
60% del total de los hongos filamentosos tienen esta capacidad quitinolitica lo que
permite degradar la quitina tanto en condiciones aerdbicas como anaerdbicas (Ulacio et

al., 2002).
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1 ZONA DE ESTUDIO

La investigacion se realizd en la ciudad de Puno, en el laboratorio de
Microbiologia Clinica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UNA Puno. Las
muestras de suelo de cultivo fueron recolectadas en los centros poblados Milliraya y
Accocollo, pertenecientes al distrito y provincia de Huancané, region de Puno (Peru). Los
habitantes que viven en la zona de estudio hablan el idioma Aymara, cultivan papa, ocas
y habas mayoritariamente, la tierra tiene una coloracion negruzca, no poseen sistemas de
riego solo esperan la caida de lluvias, aplican abonos organicos con estiércoles de
animales, ceniza y cuando es necesario agroquimicos, entre ellos los 2 fungicidas que se
evaluaron (observacion in situ).
3.2 TIPO DE ESTUDIO

La investigacion estd enmarcada en el tipo de estudio descriptivo y explicativo.
Descriptivo, ya que los resultados del primer objetivo especifico manifiestan la carga
micotica de hongos del género Trichoderma sp. en suelos de dos campos de cultivo de la
provincia de Huancané. Explicativo, ya que en los resultados del segundo objetivo
especifico manifiestan el efecto de dos fungicidas que se aplican a los cultivos e in vitro
serén las causas de su inhibicion.
3.3 DISENO DE LA INVESTIGACION

El disefio de la presente investigacion fue experimental, en razén de que los
recuentos de hongos filamentosos del género Trichoderma sp. fueron a partir de 2 campos
de cultivo de la provincia de Huancané, asimismo se experimentd el efecto de 3
concentraciones de cada uno de los fungicidas sobre el crecimiento de las colonias del

hongo.
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3.4 POBLACION Y MUESTRA

Para esta investigacion se consideré 100 m? de cultivo de papa para cada centro
poblado, en cada uno se aplicé el método por conveniencia, el cual se caracterizé por
obtener muestras representativas mediante la inclusiéon de grupos tipicos, para ello se
trabajo con un total de 48 muestras, y fueron sometidas en medios de cultivo de agar
adicionados con el fungicida tal como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Distribucidon de muestreos por centros poblados de muestreo.

Zonas de muestreo
Meses de muestreo

Milliraya Accocollo

Agosto 8 muestras 8 muestras
Setiembre 8 muestras 8 muestras
Octubre 8 muestras 8muestras
Total 24 muestras 24 muestras

3.5 DETERMINACION LA CARGA MICOTICA DE Trichoderma sp. EN SUELOS DE
CULTIVOS DE PAPA DEL CENTRO POBLADO DE MILLIRAYA Y
ACCOCOLLO.

3.5.1 Frecuenciay lugares de muestreo

El muestreo se llevd a cabo cada mes (agosto, setiembre y octubre) y se

recolectaron un total de 12 muestras de suelo de cada centro poblado en un terreno de 100

m?2. De cada sitio de muestro se recolecté 500 g de tierra a 10 cm de profundidad,

descartando los primeros 5 cm de superficie de suelo (Acurio y Espafa, 2017). Las

muestras fueron colectadas en bolsas de plastico de cierre hermético, colocados en una
caja de tecnopor y de inmediato fue derivado para su procesamiento al Laboratorio de

Microbiologia Clinica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional

del Altiplano de Puno.

3.5.2 Aislamiento de Trichoderma sp.
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Se coloco 1 g de la muestra de suelo en un tubo de ensayo con 9 ml de suero
fisiolégico (dilucion 1), y se homogenizd durante 3 minutos y con una pipeta se tomo de
la dilucion 1 una alicuota de 0.5 ml para ser transferida al medio de Agar Sabouraud. Para
cada centro poblado se considerd 2 repeticiones cada mes. Con la ayuda de un asa de
Drigalsky esterilizada y cerca del mechero, se extendio la alicuota uniformemente sobre
la superficie de la placa y se cultivé a una temperatura de 28 °C, las observaciones se
realizaron a las 48 horas. Para el aislamiento del hongo Trichoderma sp. se realizé la
resiembra en Agar Papa Dextrosa, con dos repeticiones y fueron incubadas a una
temperatura de 28 °C durante 6 dias.

3.5.3 Identificacion de Trichoderma sp.

Para la identificacion del hongo se usaron ldminas porta y cubre objetos, asimismo
se contd con una cinta adhesiva transparente y colorante de Azul de Lactofenol, ademas
se utilizo diferentes claves taxondmicas, y la identificacién se realiz6 mediante la
observacién de las caracteristicas macro y microscopicas, sus estructuras reproductivas,
utilizando como referencia la literatura de Alexopoulos (1996).

Para la identificacion macroscopica de Trichoderma sp., segun Acurio y Espafia
(2017) las colonias del moho presentan un crecimiento rapido (5 — 8 cm), a 26 °C luego
de 5 dias, el hongo logra cubrir la superficie del medio de cultivo de Agar Papa Dextrosa.
En un inicio las colonias forman pustulas algodonosas de coloracion blanca, luego se
compactan y esporulan torndndose de una coloracion verde con textura granular, los
conidioforos ramificados se visualizan en el borde de la pustula (Figura 1, c). En el
inverso de las placas las colonias se puede observar una coloracion marrén — amarillenta,
debido a que produce cristales amarillentos (Figura 1, d), los cuales concuerdan con las

claves dicotdmicas de Barnet y Hunter (1998).
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Para la identificacion microscopica de Trichoderma sp., Acurio y Espafia (2017)
indica que se observan los conidi6foros en ramas laterales pareadas formando un angulo
de 90 ° en relacién al eje de donde se originan. Las fialides presentan estructuras
alargadas, ligeramente anchas en la parte central y un cuello alargado de coloracién
hialina. En ocasiones se observa fialides individuales en otras se presentan en grupos de
2 a 3. Las conidias poseen forma ovoide o globosa con coloracién verde claro y bordes
lisos e incrustadas en las fialides formando racimos globosos de umbelas bien definidas,
todo ello coincide con las claves de identificacion taxondmicas de Samuels et al. (1996)

y Gams y Bissett (1998).

Figura 1. Estructuras micro y macroscopicas de Trichoderma viride. A) hifas con
conidios luego de 5 dias de incubacion. B) observacion de las formas de los conidiéforos.
C) formacién de colonias con anillos concéntrico. D) formacidn de pigmento en la base

de la placa de cultivo (Acurio y Espafia, 2017).

3.5.4 Cuantificacion de hongos Trichoderma sp. en suelos de campos de cultivo
La metodologia que se siguio fue la recomendada por Carrefio y Hurtado (2017) y constd

de las siguientes etapas y procedimientos:
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a. Preparacion de la muestra. Se tamizo6 la muestra de tierra de los 2 centros poblados,
para desechar las ramas, piedritas entre otros. A continuacion, se pes6 10 g de
muestra anteriormente tamizada, para luego ser vertido a 90 ml de agua destilada
estéril (dilucion 10%).

b. Preparacion de las diluciones. Se enumeraron los tubos con agua destilada estéril
del 1 al 5. Seguidamente con una pipeta de vidrio estéril de 5 ml, se colecté 1 ml de
la dilucion 10 y se transfiri¢ al tubo 2 (dilucion 10?), luego se homogenizd. Esta
operacion se repitié hasta obtener la dilucion 10°.

c. Siembra por el método de vertido en placa. Se pipete6 por duplicado a placas Petri
previamente esterilizadas, alicuotas de 1 ml de las 3 Gltimas diluciones (102, 10*y
10°). Luego se agregd 15 ml de Agar Sabouraud que se mantuvo entre 45y 50 °C a
cada una de las placas conteniendo las diluciones. Se mezclé inmediatamente las
alicuotas con el agar realizando movimientos horarios y antihorarios de las placas
Petri, dejando luego gelificarlas a temperatura ambiente por unos 10 minutos para
luego cultivarlas a 30 °C durante 5 a 7 dias, hasta que desarrollen las colonias de
hongos. Para evitar el crecimiento de bacterias se afiadié cloranfenicol en el proceso
de preparacion de Agar Sabouraud.

d. Lectura e interpretacion. Para realizar el recuento de las colonias de hongos
Trichoderma sp., se selecciono las placas que presentaron entre 30 y 300 colonias,
del cual se tomd la media aritmética entre las placas Petri duplicadas, que se
multiplico por el factor de dilucion. Finalmente, el resultado del recuento se dio en
unidades formadoras de colonias por g de suelo (UFC/g).

3.5.5 Variables

Variable Independiente: Suelo de campos de cultivo de los centros poblados

evaluados.
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Variable Dependiente: Carga micotica de hongos Trichoderma sp.
3.5.6 Analisis estadistico

En la investigacion los tratamientos correspondieron a dos centros poblados
(Milliraya y Accocollo) de donde procedieron las muestras de suelo, cada muestra fue
colectada al azar de un campo de cultivo delimitado en 100 m?. En cada punto de muestreo
se realizaron 3 repeticiones por mes (Tabla 1). La variable respuesta fue el nimero de
colonias de Trichoderma sp. por cada centro poblado de muestreo. A continuacion, los
valores de los recuentos fueron analizados mediante pruebas de T de Student, todos los
analisis estadisticos se realizaron con un nivel de confianza del 95% y los datos se
procesaron con el software estadistico INFOSTAT version estudiantil 2018 para
Windows.
3.6 DETERMINACION DEL CRECIMIENTO MICELIAL IN VITRO DEL

HONGO Trichoderma sp. FRENTE A DOS FUNGICIDAS

3.6.1 Frecuenciay lugares de muestreo

Para determinar el efecto de los fungicidas sobre Trichoderma sp., se aplicé un
disefio completamente al azar, con tres repeticiones por un tiempo de 3 meses. La unidad
experimental correspondié a la técnica de cultivos duales en placas Petri usando el medio
de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA).
3.6.2 Preparacion de concentraciones de los fungicidas en Agar Dextrosa Papa

(PDA)

Para determinar el efecto de los fungicidas se prepararon concentraciones de 1.00
g/l, 3.00 g/l y 5.00 g/l del fungicida Curtine-V'y 2.00 g/l, 2.50 g/l y 3.00 g/I de fungicida
Antracol. EI PDA se prepar6 con cada solucion de fungicida. Por Gltimo, se cultivaron
los hongos aislados de Trichoderma sp. en cada placa por la técnica de puntos con un asa

de siembra previamente esterilizada. Los testigos se establecieron de la misma manera,
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pero en Agar PDA sin fungicidas. Las placas se incubaron por un periodo de diez dias, a
una temperatura de 28 °C y se efectuaron observaciones del crecimiento de cada colonia
cada 24 horas para constatar el crecimiento de Trichoderma sp.
3.6.3 Inhibicién del crecimiento radial de la colonia de Trichoderma sp.

La inhibicion del crecimiento radial se determind con base en el didmetro del
crecimiento radial medido en mm del hongo sin el efecto del fungicida, menos el diametro
del crecimiento del hongo influenciado por el fungicida, que fue expresado en porcentaje,

tal como se especifica en la siguiente formula:

CML —-—CMI
%IM = T X100

Donde: % IM: Porcentaje de inhibicién crecimiento micelar; CML: Crecimiento
micelial libre; CMI: crecimiento micelial influenciado (Alfonso y Sandoval, 2008).
3.6.4 Variables

Variable independiente: Concentraciones de fungicidas Antracol (Propineb) y

Curtine-V (Cymoxanil+mancozeb).

Variable dependiente: Inhibicién del crecimiento radial de Trichoderma sp.
3.6.5 Analisis estadistico

El disefio experimental fue aleatorio, se realizaron 3 repeticiones para cada uno
de los tratamientos los cuales correspondieron al diametro de crecimiento por efecto de
cada fungicida; Antracol (Propineb) y Curtine—V (Cymoxanil + mancozeb) frente al
hongo Trichoderma sp. Los resultados fueron analizados mediante pruebas de analisis de
varianza y de Tukey (P<0.05). Todos los analisis estadisticos se realizaron con un nivel
de confianza de 95% Yy los datos se procesaron con el software estadistico INFOSTAT

version estudiantil 2018 para Windows.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 CARGA MICOTICA DE Trichoderma sp. EN SUELOS DE CULTIVOS DE

PAPA DEL CENTRO POBLADO DE MILLIRAYAY ACCOCOLLO.

Tabla 4. Carga micdtica de Trichoderma sp. (x10%) en suelos de cultivo por centros
poblados de muestreo.

Centros Repeticiones .y
Poblados de Meses 1 2 3 Promedio
muestreo ()
Agosto 3 2 2 2.33 24.74
Milliraya Septiembre 6 5 5 5.33 10.83
Octubre 7 5 7 6.33 18.23
Agosto 2 3 2 2.33 24.74
Accocollo Septiembre 3 4 4 3.67 15.75
Octubre 4 4 5 4.33 13.32

Donde: CV (%) = coeficiente de variacion en porcentaje.

En la Tabla 4 se observa la carga micotica de Trichoderma sp. evaluados mediante
tres repeticiones, durante tres meses consecutivos (agosto, septiembre y octubre del afio
2021) en dos centros poblados del distrito de Huancané (Milliraya y Accocollo). Los
mayores promedios en ambos centros poblados de muestreos se visualizan entre los meses
de septiembre y octubre, con respecto a la evaluacion en el mes de agosto (Figura 2). Los
coeficientes de variacion oscilaron entre 10.83% y 24.74% en el centro poblado Milliraya
y de 13.32% a 24.74% en el centro poblado de Accocollo, presentando una dispersion de

datos entre baja y leve con respecto a su promedio.
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Figura 2. Promedios de carga micotica de Trichoderma sp. segiin meses y centros

poblados de muestreo.

El analisis de varianza realizado a los valores de carga micoética de Trichoderma
sp. obtenidos por centros poblados evaluados presentaron diferencia estadistica
significativa (F=9.96; gl=1; p-valor=0.0070) y la prueba de Tukey demostro que la carga
micoética fue mayor en el centro poblado Milliraya con respecto al centro poblado
Accocollo (Figura 3).

Asimismo, el anélisis de varianza realizado a los valores de carga micotica de
Trichoderma sp. obtenidos por meses presentaron diferencia estadistica significativa
(F=21.33; gl=2; p-valor=0.0001) y la prueba de Tukey coincidio con lo visualizado en la
Tabla 4, donde la carga micética fue mayor durante los meses de septiembre y octubre

(sin diferencia estadistica) con respecto al mes de agosto (Figura 4).
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Figura 3. Prueba de Tukey de carga micotica de Trichoderma sp. en dos centros poblados
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Figura 4. Prueba de Tukey de carga micotica de Trichoderma sp. durante los meses de

muestreo en el distrito de Huancané.
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Las muestras de suelo procedentes del centro poblado Milliraya estadisticamente
presentaron la mayor carga micotica de Trichoderma sp., a pesar de que los suelos poseen
un amplio nimero de recuentos microbianos mayoritariamente abundan las bacterias, los
hongos, los protozoos, las algas y los actinomicetos (Hernandez, 2002), su diversidad y
la cantidad presente en la rizosfera dependera de la composicién y concentracion de
nutrientes como los exudados que son liberado por las raices vegetales. Razon por la cual
los hongos filamentosos del género Trichoderma sp. son muy comunes entre las
poblaciones micoticas en los suelos ya que son colonizadores secundarios, que abundan
en aquellos suelos que poseen mucha materia organica, como en la produccion de humus
y en las raices de diversos vegetales (Cupull et al., 2000).

Cada suelo tiene su particularidad en nutrientes y sustancias nocivas para los
microorganismos, y varia segun las enmiendas organicas y la fertilizacion sintética que
terminan favoreciendo el crecimiento de colonias de Trichoderma sp. (Bulluck et al.,
2002). Es probable que los suelos del centro poblado Milliraya por la mayor carga
micoética que presentd posea las mejores condiciones para estos microorganismos como
una mayor cantidad de materia organica, buena aireacion ya que el hongo es aerébico, un
pH entre neutro y &cido, suelos con buena humedad y de un 60% de capacidad de
retencion de humedad del suelo. Su persistencia, a pesar de que en el Altiplano peruano
es frecuente la presencia de radiacion solar alta y baja humedad por ser un clima seco, es
debido a que forman clamidosporas en condiciones de estrés (Garcia et al., 2017).

Trichoderma sp. posee una larga y exitosa historia ya que son biocontroladores,
por tanto, poseen capacidades antagonistas frente a los patdgenos (Tellez et al., 2017),
segun la consulta in situ a los habitantes la produccion de cultivos es buena, y es probable
que estos hongos logren aumentar el crecimiento radicular, incrementando la

productividad de los cultivos mediante la captacion de nutrientes (Gao et al., 2018). Es
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importante la presencia de Trichoderma sp., en razbn que posee mecanismos de
antibiosis, competencia (por nutrientes y espacio), micoparasitismo y logra desactivar
enzimas microbianas (Garcia et al., 2017), también producen compuestos que inducen
resistencia en los vegetales debido a que produce enzimas y antibiéticos entre ellas las
pironas (Casarfiola et al., 2019), estimula el acelerado desarrollo radicular que posibilita
la tolerancia al estrés en las plantas, estimulando el crecimiento vegetal. Los mecanismos
mencionados no tienen efecto directo en los patdgenos, mas bien potencia y estimular
mecanismos de defensa fisiol6gicos y bioguimicos que poseen los vegetales (Martinez et
al., 2013).

Luego de realizar la cuantificacion micotica de Trichoderma sp. en suelos de dos
centros poblados en la provincia de Huancané, se afirma que los campos de cultivo
presentan variaciones en la carga microbiana, esto debido a que a muchos factores como
el contenido de materia organica, el uso de agroquimicos entre ellos fungicidas por parte
de los agricultores, la calidad fisicoquimica del agua con alta salinidad, podrian afectar la
sobrevivencia y permanencia de los hongos en los suelos, lo cual seria negativo para la
fertilidad de los mismos, en razén de que los microorganismos son los seres vivos que
degradan la materia organica, liberando nutrientes Utiles para el crecimiento de las
plantas, originan antagonismo frente a hongos patdgenos de las raices y muchos estimulan

el crecimiento vegetal (fitohormonas).
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4.2 CRECIMIENTO MICELIAL IN VITRO DEL HONGO Trichoderma sp.
FRENTE A DOS FUNGICIDAS EN CONDICIONES DE LABORATORIO.

Tabla 5. Crecimiento in vitro (cm) de colonias de Trichoderma sp. aislados del centro
poblado Accocollo frente a 3 concentraciones del fungicida Antracol (promedio de tres

repeticiones).

DIAS DE EVALUACION ANTRACOL 1)
0 2 2.5 3
1 1.30 0.00 0.00 0.00
2 3.80 1.10 0.20 0.20
3 5.90 2.60 0.90 0.50
4 7.30 3.20 1.60 0.80
5 7.80 5.00 2.40 1.10
6 8.40 5.70 2.70 1.60
7 8.50 6.28 2.91 2.00
8 8.50 6.50 3.00 2.20
9 8.50 6.50 3.00 2.20
10 8.50 6.50 3.00 2.20

En la Tabla 5 se observa la evolucion del crecimiento del diametro micelial de
Trichoderma sp. aislados del centro poblado Accocollo en medios de cultivo conteniendo
diferentes concentraciones del fungicida Antracol y su tratamiento control durante 10 dias
de observacion. Con el tratamiento control se registro un crecimiento entre 1.30 cm al
primer dia, llegando a cubrir practicamente toda la placa Petri con 8.5 cm al décimo dia;
mientras tanto en medios de cultivo con una concentracion de 2 g/l del fungicida, el
crecimiento de colonias se observo al segundo dia con 1.10 cm, logrando al décimo dia
6.5 cm; a una concentracion de 2.5 g/l del fungicida el crecimiento inici6 al segundo dia
con 0.20 cm, llegando a los 3 cm al décimo dia y en medios de cultivo con 3 g/l de

fungicida, inici6 en 0.20 cm al segundo dia hasta lograr 2.20 cm al décimo dia (Figura 5).

43

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadam

ente esta tesis



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Como se observa a mayor concentracion del fungicida los diametros de cada colonia

tienden a disminuir en el transcurrir del tiempo.

00

CRECIMIENTO MICELIAL DE Trichoderma spp {cm)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
DIAS DE EVALUACION

=== A-Control A-2g/l ==@=p-25gfl e=@==p-3gfl

Figura 5. Crecimiento in vitro de colonias de Trichoderma sp. aislados de suelos del
centro poblado Accocollo en PDA con tres concentraciones del fungicida Antracol.

Al realizar el andlisis de varianza, los diametros de las colonias de Trichoderma
sp. aislados del centro poblado Accocollo presentaron diferencia estadistica significativa
entre las concentraciones de Antracol y el tratamiento control sin fungicida (F=75.99;
gl=3; p<0.0001), donde los mayores diametros fueron obtenidos en el tratamiento control,
a continuacion la concentracion de 2 g/l de Antracol y finalmente las concentraciones de
2.5y 4 g/l, entre éstos ultimos no hubo diferencia estadistica, tal como se muestra en el

prueba de Tukey (Figura 6).
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Figura 6. Prueba de Tukey de los diametros de colonias de Trichoderma sp. frente a

concentraciones de Antracol aislados de suelos del centro poblado Accocollo.

En la Tabla 6 se observa la evolucion del crecimiento del diametro micelial de
Trichoderma sp. aislados del centro poblado Accocollo en medios de cultivo conteniendo
diferentes concentraciones del fungicida Curtine-V y su tratamiento control durante 10
dias de observacion. En el tratamiento control las colonias variaron su diametro desde
1.10 cm a 8.50 cm entre el primer y décimo dia; a una concentracion de 1 g/l del
insecticida se registroé un crecimiento entre 0.40 cm al segundo dia a 4 cm de diametro al
décimo dia; a una concentracion de 3 g/l del fungicida el diametro vario entre 0.30 cm a
3 cm entre el segundo y décimo dia; mientras tanto que a una concentracion de 5 g/l del
fungicida apenas presentd un didmetro entre 0.10 cm y 1 cm al segundo y décimo dia
respectivamente (Figura 7). Como se observa a mayor concentracion del fungicida los

diametros de cada colonia tienden a disminuir en el transcurrir del tiempo.
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Tabla 6. Crecimiento diario (cm) del didametro de colonias de Trichoderma sp. aislados
del centro poblado Accocollo frente a 3 concentraciones del fungicida Curtine-V

(promedio de tres repeticiones).

] ) CURTINE -V (g/L)
DIAS DE EVALUACION

0 1 3 5
1 1.10 0.00 0.00 0.00
2 3.70 0.40 0.30 0.10
3 5.30 1.50 1.00 0.20
4 7.00 2.40 1.80 0.50
5 8.10 3.10 2.30 0.70
6 8.50 3.60 2.70 0.90
7 8.50 4.00 2.90 0.90
8 8.50 4.00 3.00 1.00
9 8.50 4.00 3.00 1.00
10 8.50 4.00 3.00 1.00
9 8.5 8.5 8.5
%4 1 4 4
. N
S
o

DIAS DE EVALUACION ) i N

v ctom ot —ecvsom

Figura 7. Diametros de crecimiento de colonias de Trichoderma sp. aislados de suelos

del centro poblado Accocollo en PDA con tres concentraciones del fungicida Curtine-V.
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Al realizar el anélisis de varianza, los diametros de las colonias de Trichoderma
sp. aislados del centro poblado Accocollo presentaron diferencia estadistica significativa
entre las concentraciones de Curtine-V y el tratamiento control sin fungicida (F=78.71;
gl=3; p<0.0001), donde los mayores diametros fueron obtenidos en el tratamiento control,
a continuacion a concentraciones de 1y 3 g/l de Curtine-V (entre éstos no hubo diferencia
estadistica) y finalmente las concentraciones de 5 g/l, tal como se muestra en el prueba

de Tukey (Figura 8).
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Figura 8. Prueba de Tukey de los didmetros de colonias de Trichoderma sp. frente a

concentraciones de Curtine-V aislados de suelos del centro poblado Accocollo.

Tabla 7. Inhibicion del crecimiento miceliar (%) de colonias de Trichoderma sp. (mm)
segun tratamiento fungicida y control, con tres repeticiones en hongos aislados de suelos

del centro poblado Accocollo.
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Inhibicién de crecimiento

Tratamientos Concentracion micelial Promedio eV
(9/1) . 5 3 (%)
2.00 69.14 72.62 68.29 70.02 3.28
Antracol 2.50 74.68  80.00 73.49 76.06 4.55
3.00 83.33  80.00 74.39 79.24 5.70
1.00 70.89 65.00 68.67 68.19 4.36
Curtine-V 3.00 75.95  78.75  73.49 76.06 3.46
5.00 79.76 84.71 80.49 81.65 3.27
Solo PDA -- -- -- -- --
Control Sélo PDA -- -- -- -- --
Sélo PDA -- -- -- -- --

Donde: CV(%)=coeficiente de variacion en porcentaje.

85

81.65

80 79.24

76.06 76.06

75
70.02
70
68.19
| I
60
2 25 3 1

Antracol Curtine
TRATAMIENTOS (g/1)

INHIBICION MICELIAL DE Trichoderma spp (%)

3 5

Figura 9. Porcentajes de inhibicion micelial segun las concentraciones con 2 fungicidas
y sus controles en PDA, aislados de suelos del centro poblado Accocollo.
En la Tabla 7, se registra los porcentajes de inhibicion del crecimiento de las

colonias de Trichoderma sp., donde se observa que a mayor concentracién de ambos

fungicidas se incrementa la inhibicion del crecimiento miceliar. Con Antracol los
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promedios de inhibicidn oscilaron entre 70.02% a 2g/l de concentraciény 79.24% a 3 g/l
de concentracion. Mientras que frente a Curtine—V los promedios de inhibicion variaron
entre 68.19% a 1 g/l de concentracion y 81.65% a 5 g/l de concentracion. Los coeficientes
de variabilidad oscilaron ente 3.27% y 5.70%, indicando que los datos presentaron una
baja dispersidn con respecto a sus promedios (Figura 9).

Tabla 8. Crecimiento diario (cm) del didametro de colonias de Trichoderma sp. aislados
del centro poblado Milliraya frente a 3 concentraciones del fungicida Antracol (promedio

de tres repeticiones).

DIAS DE EVALUACION ANTRACOL /L)
2 2.5 3
1 0.10 0.00 0.00 0.00
2 0.20 0.00 0.00 0.00
3 0.20 0.00 0.00 0.00
4 0.60 0.01 0.00 0.00
5 1.90 0.10 0.03 0.05
6 4.60 1.30 0.40 0.60
7 6.60 2.70 1.30 1.10
8 8.00 3.80 2.30 1.70
9 8.00 4.50 3.00 2.00
10 8.00 5.00 3.00 2.00

En la Tabla 8 se observa la evolucion del crecimiento del diametro micelial de
Trichoderma sp. aislados del centro poblado Milliraya en medios de cultivo conteniendo
diferentes concentraciones del fungicida Antracol y su tratamiento control durante 10 dias
de observacion. En el tratamiento control el crecimiento de las colonias variaron entre
0.20 cm al tercer dia hasta 8 cm al décimo dia; a concentracion de 2 g/l del fungicida los
valores oscilaron entre 0.01 cm al cuarto dia llegando a 5 cm al décimo dia; a una
concentracion de 2.5 g/l del fungicida el crecimiento se observé al quinto dia con 0.03

cm llegando a 3 cm al décimo dia y a 3 g/l de fungicida, los valores fueron de 0.5 cm al
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quinto dia a 2 cm al décimo dia (Figura 10). Como se observa a mayor concentracion del

fungicida los didmetros de cada colonia tienen a disminuir en el transcurrir del tiempo.

=l (] = wm (=] ~ =]

CRECIMIENTO MICELIAL DE Trichoderma spp (cm)

[y

DIAS DE EVALUACION

=== A-Control A-20g/l =8=pA-25g/ —8=A-3.0g/|

Figura 10. Didmetros de crecimiento de colonias de Trichoderma sp. aislados de suelos
del centro poblado Milliraya en PDA con tres concentraciones del fungicida Antracol.

Al realizar el andlisis de varianza, los diametros de las colonias de Trichoderma
sp. aislados del centro poblado Milliraya presentaron diferencia estadistica significativa
entre las concentraciones de Antracol y el tratamiento control sin fungicida (F=12.06;
gl=3; p<0.0001), donde los mayores diametros fueron obtenidos en el tratamiento control,
a continuacion las concentracion de 2, 2.5y 3 g/l de Antracol (entre éstos ultimos no hubo

diferencia estadistica), tal como se muestra en el prueba de Tukey (Figura 11).
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Figura 11. Prueba de Tukey de los diametros de colonias de Trichoderma sp. frente a 4

tratamientos de Antracol aislados de suelos del centro poblado Milliraya.

En la Tabla 9 se observa la evolucion del crecimiento del diametro micelial de
Trichoderma sp. aislado del centro poblado Milliraya en medios de cultivo conteniendo
diferentes concentraciones del fungicida Curtine-V y su tratamiento control durante 10
dias de observacion. En el tratamiento control el crecimiento de colonias vario entre 0.30
cm al cuarto dia, llegando a 8 cm al décimo dia; a una concentracion de 1 g/l del fungicida,
los didmetros presentados fueron de 0.60 cm al quinto dia y 5.50 cm al décimo dia; a una
concentracion de 3 g/l del fungicida el crecimiento fue de 0.20 cm al cuarto dia llegando
a 4 cm al décimo dia y en medios de cultivo con 5 g/l de fungicida, inicié en 0.30 cm al
quinto dia hasta lograr 2.00 cm al décimo dia (Figura 12). Como se observa a mayor
concentracion del fungicida los diametros de cada colonia tienen a disminuir en el

transcurrir del tiempo.
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Tabla 9. Crecimiento diario (cm) del didametro de colonias de Trichoderma sp. aislados
del centro poblado Milliraya frente a 3 concentraciones del fungicida Curtine-V

(promedio de tres repeticiones).

. . CURTINE -V
DIAS DE EVALUACION
Cv-C CV-1.00 CV-3.00 CV-5.00
1 0.10 0.00 0.00 0.00
2 0.20 0.00 0.00 0.00
3 0.20 0.00 0.00 0.00
4 0.30 0.00 0.20 0.00
5 1.10 0.60 0.90 0.30
6 3.90 3.10 1.70 0.90
7 6.30 4.40 2.70 1.50
8 7.60 5.20 2.70 1.80
9 8.00 5.50 4.00 2.00
10 8.00 5.50 4.00 2.00

Al realizar el anélisis de varianza, los diametros de las colonias de Trichoderma
sp. aislados del centro poblado Milliraya presentaron diferencia estadistica significativa
entre las concentraciones de Curtine-V y el tratamiento control sin fungicida (F=9.11;
gl=3; p=0.0002), donde los mayores diametros fueron obtenidos en el tratamiento control,
a continuacion la concentracion de 1 g/l del fungicida, seguido de la concentracion 3 'y

finalmente la concentracion 5 g/l, tal como se muestra en el prueba de Tukey (Figura 13).
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CRECIMIENTO MICELIAL DE Trichoderma spp (cm)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
DIAS DE EVALUACION

=== C\/-Control V-1.0gfl =8=(CV-3.0g/| ==@=CV-50g/l

Figura 12. Diametros de crecimiento de colonias de Trichoderma sp. aislados de suelos

del centro poblado Milliraya en PDA con tres concentraciones del fungicida Curtine-V.
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Figura 13. Prueba de Tukey de los diametros de colonias de Trichoderma sp. frente a 4

tratamientos de Curtine-V aislados de suelos del centro poblado Milliraya.
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Tabla 10. Inhibicion del crecimiento miceliar (%) de colonias de Trichoderma sp. (mm)
segun tratamiento fungicida y control, con tres repeticiones en hongos aislados de suelos

del centro poblado Milliraya.

Inhibicién de crecimiento

Tratamientos Concentracion micelial Promedio cv
(9/1) . 5 3 (%)
2.00 47.06 42.67 41.77 43.83 6.46
Antracol 2.50 75.00 79.75 71.43 75.39 5.54
3.00 9259  89.47  88.89 90.32 2.20
1.00 75.00 68.35 63.64 69.00 8.27
Curtine-V 3.00 8125 8228  76.62 80.05 3.76
5.00 93.83 9474  93.83 94.13 0.56
Sélo PDA -- -- -- -- --
Control Solo PDA -- -- -- -- --
Sélo PDA -- -- -- -- --

Donde: CV (%) = coeficiente de variacion en porcentaje.

En la Tabla 10, se registra los porcentajes de inhibicion del crecimiento de las
colonias de Trichoderma sp., donde se observa que a mayor concentracion de ambos
fungicidas se incrementa la inhibicion del crecimiento miceliar. Con Antracol los
promedios de inhibicidn oscilaron entre 43.83% a 2g/l de concentracion y 90.32% a 3 g/l
de concentracion. Mientras que frente a Curtine—V los promedios de inhibicion variaron
entre 69.00% a 1 g/l de concentracion y 94.13% a 5 g/l de concentracion. Los coeficientes
de variabilidad oscilaron ente 0.56% y 8.27%, indicando que los datos presentaron una

baja dispersion con respecto a sus promedios.
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Figura 14. Porcentajes de inhibicion micelial segun los tratamientos con 2 fungicidas y
sus controles, aislados de suelos del centro poblado Milliraya.

En la presente investigacion, los fungicidas inhiben el crecimiento de los hongos
filamentosos del género Trichoderma sp., estos resultados fueron similares a los
obtenidos por Castellanos et al. (2015), quienes reportaron que los fungicidas Folpet,
Mancozeb y Zineb, inhibieron a Trichoderma harzianum, por lo que son catalogados
como tdxicos a diferencia de los insecticidas, indicando que se deberia a que afectan la
germinacién de los conidios. Los fungicidas tendrian efecto sobre todos los hongos
filamentosos benéficos, al respecto Corredor et al. (2007) mencionaron que los fungicidas
Carboxin, Thiram, Fludioxonil, Ciprodinil y Prochloraz inhibieron completamente a los
hongos enddfitos Botrytis cinerea.

Se podria afirmar que a bajas concentraciones de 2 g/l de Antracol y 1 g/l de
Curtine-V, las cepas de Trichoderma sp. resultaron con los mejores didmetros de

colonias, lo cual concuerdan con los resultados obtenidos por Chan et al. (2014), al
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reportar que Paecilomyces sp y Aspergillus tamarii. En la investigacion no se presentd
una inhibicion del 100% con ninguno de los fungicidas, resultados diferentes obtuvo
Véasquez (2009) al reportar que los fungicidas Carbendazim y Metil-Thiophanato
inhibieron el 100% del crecimiento de Fusarium oxysporum, por lo tanto, existirian
organismos micéticos muy sensibles en los ecosistemas edafoldgicos. De igual modo
Nieblas (2012) menciond resultados similares a los obtenidos en la presente
investigacion, ya que a concentraciones de 5 y 10 mg/ml no reporté crecimiento de
Trichoderma sp., pero Lasiodiplodia theobromae tuvo una inhibicién del 53.6% y 57.3%
a cada concentracion respectivamente, serd que la Ultima especie citada es patdgena de
plantas y haya desarrollado mecanismos de defensa frente al fungicida.

Lo que se recomendaria ante la presencia de hongos patdégenos de plantas, seria el
uso de los fungicidas a bajas concentraciones, en razon de que en dichas condiciones los
indculos de Trichoderma sp. podrian llegar a biodegradar a los fungicidas, tal como lo
cita Paredes (2017), quien a una concentracion de 4,170.5 pg/g de Carbofuran en 57 dias
Ilego a ser degradado. Argomedo et al. (2015) también manifiestan de que los fungicidas
impiden la germinacion de las esporas como principal efecto sobre los hongos
filamentosos.

En la investigacion se obtuvo que Trichoderma sp. al incrementar la concentracion
del fungicida, originaba la inhibicion de su crecimiento de la colonia, Sabogal (2015)
obtuvo similares resultados con Trichoderma asperellum, donde al incrementar la
concentracion de Clorpirifos de 960 a 1,440 mg/l disminuye la germinacion de sus
esporas. En contraste el insecticida Clorantraniliprole a concentraciones de 92 'y 276 mg/I
no tuvo efecto inhibitorio sobre la germinacion y el crecimiento T. asperellum (Merino,

2018).

56

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Los fungicidas evaluados (Antracol y Curtine-V) pertenecieron al grupo de los
fungicidas protectantes y ambos inhibieron el crecimiento de Trichoderma sp., estos
resultados fueron corroborados por Melgarejo (2011) quien manifiesta que éstos
fungicidas afectan la germinacion de las esporas micoticas llegando a ocasionar la muerte
después de la germinacion, entre otros mecanismos de accidén se manifiestan que los
fungicidas protectantes ejercen accion de inhibicion del metabolismo energético debido
a que incorpora oxigeno y libera CO- reduciendo la produccién de ATP es decir pueden
afectar el ciclo de Krebs alterando el metabolismo de la glucosa e impide la oxidacion de
acidos grados y aminoacidos.

Asimismo origina interferencia con la biosintesis de proteinas afectando a nivel
de los ribosomas inhibiendo el crecimiento micelial, alteran la sintesis de melanina
impidiendo la formacion de paredes apresoriales, la sintesis de acido nucleicos, esteroles
y lipidos de membranas; también interfiere la formacion de estructuras celulares como la
sintesis de pared celular, la division celular y la transduccion de sefiales y la actividad
multisitio afectando los radicales SH, aminos y carboxilicos de los componentes celulares
de tal manera que se inactivan enzimas esenciales que afectan su normal funcionamiento
de los hongos (Melgarejo, 2011).

En el tratamiento control se obtuvo un crecimiento micelial de Trichoderma sp.
sobre toda la superficie del agar en la placa Petri, de igual manera Guerrero y Arias (2012)
después de 10 dias inoculacion en PDA el moho Trichoderma koningiopsis y T.
stromaticum cubrieron la totalidad del medio de cultivo en la placa Petri. Los fungicidas
experimentados no lograron eliminar completamente al hongo, en ese sentido podriamos
afirmar que poseeria cierta tolerancia al fungicida, lo cual concuerda con lo manifestado

por Papavisas (1985), quien indica que Trichoderma posee tolerancia a un amplio rango
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de pesticidas y Harman et al. (2004) quienes afirman que la tolerancia es una
caracteristica innata de estos hongos.

En este estudio Trichoderma inici6 la aparicién de micelio al tercer dia, cuarto dia
y algunas veces al quinto dia de evaluacion, estos resultados fueron similares a los
obtenidos por Guerrero y Arias (2012) quien encontrd que T. stromaticum iniciaron su
crecimiento a los tres dias de inoculacion, por lo que afirman que tendria cierta
susceptibilidad a la Azoxistrobina. Esta depresidn fue observada también por Neves et al.
(2005) donde ciertos agroquimicos dificultan el crecimiento de Trichoderma, aduciendo
que el cobre presente en los fungicidas inhibiria el crecimiento micelial.

Luego de evaluar el efecto de los dos fungicidas en el crecimiento in vitro de
Trichoderma sp., se establece que los agroquimicos poseen efectos negativos frente a los
microorganismos, algunos en mayor proporcion y toxicidad que otros, razon por la cual
se deberia de aplicar en concentraciones bajas a los campos de cultivos para la proteccién
no solo de Trichoderma sp. sino también de la gran biodiversidad bacteriana y micoética
gue vendrian siendo afectadas disminuyendo su poblacién, entendiendo que los
microorganismos son catalogados como biofertilizantes debido a su capacidad

descomponedora.
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V. CONCLUSIONES

- La carga micotica de Trichoderma sp. en suelos del distrito de Huancané fueron
de 2.33 x 108 UFC/g a 6.33 x 10° UFC/g de suelo en el centro poblado de Milliraya
y entre 2.33 x 10% UFC/g a 4.33 x 10° UFC/g de suelo en el centro poblado de
Accocollo, presentando diferencia estadistica de cargas micoticas siendo mayor
en el centro poblado de Milliraya (P=0.007) y meses de muestreo con mayores
recuentos en los meses de septiembre y octubre.

- Los fungicidas Antracol y Curtine-V inhibieron el crecimiento in vitro de
Trichoderma sp. en condiciones de laboratorio, las concentraciones de 2, 2.5y 3.0
g/l de Antracol y 1, 3y 5 g/l de Curtine-V disminuyen el crecimiento del diametro
de las colonias del hongo al dia 10 de evaluacién con respecto a los tratamientos
control, llegando a obtener inhibiciones del crecimiento micelial del 79.24% con
Antracol y 81.65% con Curtine-V en aislamientos del centro poblado de
Accocollo (p<0.0001) y 90.32% a 94.13% con Antracol y Curtine-V en
aislamientos del centro poblado de Milliraya (p=0.0002), este ultimo originé la

mayor inhibicion.
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V1. RECOMENDACIONES

- Alos tesistas o investigadores realizar estudios de correlacion de la carga micética y
bacteriana con los valores fisicoquimicos que presentan los suelos del distrito de
Huancané y lograr una mejor interpretacion de los resultados.

- A los tesistas o investigadores realizar estudios de diversos fungicidas que se
expenden en las tiendas de productos agroquimicos y determinar sus efectos en
hongos Trichoderma sp., para recomendar su uso en los campos de cultivo, ya que
generarian menor dafio a los hongos benéficos existentes en los suelos de los campos

de cultivo de la region Puno.
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ANEXOS

Tabla 11. Didmetros de colonia de Trichoderma sp (cm) segln tratamiento fungicida y

control, con tres repeticiones en hongos aislados de suelos del centro poblado Milliraya.

Repeticiones

Tratamientos Concentracion . 5 2
2.00 4.50 4.30 4.60
Antracol 2.50 2.00 1.60 2.20
3.00 0.60 0.80 0.90
1.00 2.00 2.50 2.80
Curtine-V 3.00 1.50 1.40 1.80
5.00 0.50 0.40 0.50
Sélo PDA 8.5 7.5 7.9
Control Sélo PDA 8.0 7.9 7.7
Sélo PDA 8.1 7.6 8.1

Tabla 12. Diametros de colonia de Trichoderma sp. (cm) segun tratamiento fungicida y

control, con tres repeticiones en hongos aislados de suelos del centro poblado Occocollo.

Repeticiones

Tratamientos Concentracion
1 2 3

2.00 2.50 2.30 2.60
Antracol 2.50 2.00 1.60 2.20
3.00 1.40 1.70 2.10
1.00 2.30 2.80 2.60
Curtine-V 3.00 1.90 1.70 2.20
5.00 1.70 1.30 1.60
Sélo PDA 8.10 8.40 8.20
Control S6lo PDA 7.90 8.00 8.30
Solo PDA 8.40 8.50 8.20
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Tabla 13. Analisis de varianza y prueba de Tukey de la carga micética de Trichoderma

sp. en 2 centros poblados del distrito de Huancané.

Variable N R? R? Aj CV
UFC/g 18 0,79 0,74 20,25

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 35,50 3 11,83 17,54 00,0001
Centros Pob 6,72 1 6,72 9,96 0,0070
MESES 28,78 2 14,39 21,33 0,0001
Error 9,44 14 0,67
Total 44,94 17
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,83043
Error: 0,6746 gl: 14
Centros Pob Medias n E.E.
Accocollo 3,44 9 0,27 A
Milliraya 4,67 9 0,27 B

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

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,24112

Error: 0,6746 gl: 14

MESES Medias n E.E.
Agosto 2,33 [ 0,34 A
Septiembre 4,50 6 0,34 B
Octubre 5,33 6 0,34 B

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

Tabla 14. Analisis de varianza y prueba de Tukey de los diametros de colonias de
Trichoderma sp. frente a 4 tratamientos de Antracol aislados de suelos del centro poblado

Accocollo.

Variable N R? R? Aj CV

DIAM COL 40 0,93 0,90 25,39

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 297,78 12 24,82 29,55 <0,0001
TRAT 191,43 3 63,81 75,99 <0,0001
DIAs 106,35 9 11,82 14,07 <0,0001
Error 22,67 27 0,84

Total 320,45 39

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,12146

Error: 0,8397 gl: 27
TRAT Medias n E.E.
A-3.00 1,28 10 0,29 A
A-2.50 1,97 10 0,29 A
A-2.00 4,34 10 0,29 B
A-C 6,85 10 0,29 C

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

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,22877

Error: 0,8397 gl: 27

DiAas Medias n E.E.

Dia 1 0,33 4 0,46 A

Dia 2 1,33 4 0,46 A B

Dia 3 2,48 4 0,46 A B C

Dia 4 3,23 4 0,46 B C D
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Dia 5 4,08 4 0,46 C D
Dia 6 4,60 4 0,46 C D
Dia 7 4,92 4 0,46 D
Dia 8 5,05 4 0,46 D
Dia 10 5,05 4 0,46 D
Dia 9 5,05 4 0,46 D

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

Tabla 15. Analisis de varianza y prueba de Tukey de los diametros de colonias de
Trichoderma sp. frente a 4 tratamientos de Curtine-V aislados de suelos del centro
poblado Accocollo.

Variable N R? R?2 Aj CV
DIAM COL CV 40 0,92 0,89 31,11

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 281,38 12 23,45 26,47 <0,0001
TRAT CV1 209,17 3 69,72 78,71 <0,0001
DIAas cv 72,21 9 8,02 9,06 <0,0001
Error 23,92 277 0,89
Total 305,30 39

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,15184
Error: 0,8858 gl: 27

TRAT CV1 Medias n E.E.

CVv-5.00 0,63 10 0,30 A

Cv-3.00 2,00 10 0,30 B
Cv-1.00 2,70 10 0,30 B

CvV-C 6,77 10 0,30 C

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

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,28915
Error: 0,8858 gl: 27

DIAS cv Medias n E.E.

Dia 1 0,28 4 0,47 A

Dia 2 1,13 4 0,47 A B

Dia 3 2,00 4 0,47 A B C
Dia 4 2,93 4 0,47 B C
Dia 5 3,55 4 0,47 C
Dia 6 3,93 4 0,47 C
Dia 7 4,08 4 0,47 C
Dia 9 4,13 4 0,47 C
Dia 8 4,13 4 0,47 C
Dia 10 4,13 4 0,47 C

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

Tabla 16. Analisis de varianza y prueba de Tukey de los diametros de colonias de

Trichoderma sp. frente a 4 tratamientos de Antracol aislados de suelos del centro poblado

Milliraya.

Variable N R? R? Aj CV

DIAM COL A 40 0,82 0,74 69,05

F.V. SC CM F p-valor
Modelo 191,93 12 15,99 10,13 <0,0001
TRAT 57,10 3 19,03 12,06 <0,0001
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DIAS 134,82 9 14,98 9,49 <0,0001
Error 42,63 27 1,58
Total 234,55 39

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,53777

Error: 1,5788 gl: 27

TRAT Medias n E.E.
A-3.00 0,75 10 0,40 A
A-2.50 1,00 10 0,40 A
A-2.00 1,74 10 0,40 A
A-C 3,79 10 0,40 B

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

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,05614
Error: 1,5788 gl: 27

pias Medias n E.E.

Dia 2 0,00 4 0,63 A

Dia 1 0,00 4 0,63 A

Dia 3 0,05 4 0,63 A

Dia 4 0,15 4 0,63 A

Dia 5 0,52 4 0,63 A

Dia 6 1,73 4 0,63 A B
Dia 7 2,93 4 0,63 A B
Dia 8 3,95 4 0,63 B
Dia 9 4,38 4 0,63 B
Dia 10 4,50 4 0,63 B

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

Tabla 17. Andlisis de varianza y prueba de Tukey de los diametros de colonias de
Trichoderma sp. frente a 4 tratamientos de Curtine-V aislados de suelos del centro
poblado Milliraya.

Variable N R?2 R2 Aj CV

DIAM COL CV 40 0,84 0,77 56,88

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 207,60 12 17,30 12,07 <0,0001
TRAT 39,18 3 13,06 9,11 10,0002
Dias 168,41 9 18,71 13,05 <0,0001
Error 38,70 27 1,43

Total 246,30 39

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=1,46527

Error: 1,4335 gl: 27

TRAT Medias n E.E.

Cv-5.00 0,85 10 0,38 A

Cv-3.00 1,62 10 0,38 A B
Cv-1.00 2,43 10 0,38 B C
A-C 3,52 10 0,38 C

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

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,91206

Error: 1,4335 gl: 27

Dias Medias n E.E.

Dia 2 0,00 4 0,60 A

Dia 3 0,00 4 0,60 A

Dia 1 0,00 4 0,60 A

Dia 4 0,13 4 0,60 A
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Dia 5 0,72 4 0,60 A

Dia 6 2,40 4 0,60 A B
Dia 7 3,73 4 0,60 B
Dia 8 4,33 4 0,60 B
Dia 10 4,88 4 0,60 B
Dia 9 4,88 4 0,60 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Figura 17. Plagueo de Agar Sabouraud y Agar Dextrosa Papa.
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Figura 18. Aislamiento de hongos filamentosos a partir de suelos de campos de cultivo

de la provincia de Huancané.

Figura 19. Colocacién de un disco de Trichoderma sp. aislado de un diametro de 5 mm

en las placas de PDA preparadas con los fungicidas en tres concentraciones.

Figura 20. Crecimiento de Trichoderma sp. Segun concentraciones del fungicida
Antracol. Donde Tc= tratamiento control; T1=2g/l: T2=2.5g/I;T3=3¢g/I.
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Figura 21. Crecimiento de Trichoderma sp. segln concentraciones del fungicida Curtine
-V. Donde Tc=tratamiento control; T1=1 g/l; T2=3 g/I.

Conidioforos hialinos, muy ramificados, no verticilados; fialides solos o en grupos;
conidias (fialosporas) hialinas; 1-células, ovoides, nacidas en pequefios racimos
terminales; generalmente se reconoce facilmente por su rapido crecimiento y parches
verdes o0 cojines de conidios; saprofito en suelo o sobre madera, muy comun, algunas

especies reportadas como parasitos de otros hongos.

1b Ausencia de esporangios y esporangioforos ...............o.evviivniiieninieceennnd
4b Conidios no formados en peritecis ni en picnidios ..............c.eveeiniiiiienieiieenn.0
6a Ontogenia basipeta. Conidios en agrupaciones 0 en cadena .........cccceevevvevunnnn..n. 7
7b Conidios €N AGIUPACIONES .....eeneenrtententeattenteaeententeane e areeareaseeaeaaeneeas 13
13b Fiélides en forma de botella, poli fidlides presentes o ausentes ...........c..ccceneen. 15
152 Colonias VEIdes .......oveuieiriniit ettt et e e e e Trichoderma

Figura 22. Claves dicotémicas para identificacion de Trichoderma sp (Barnet y Hunter
1998).
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i Universidad Nacional del Altiplano

Facultad de Ciencias Biolégicas
Ciudad Universitaria - Tekfono 36 6189 - Apartado Postal 291

CONSTANCIA N 34-2022-D-FCCBB-UNA

EL QUE SUSCRIBE, DECANO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNA-PUNO.

HACE CONSTAR.-

Que, la Bachiller CATTLEN LIZLIE HILASACA APAZA, es egresada de la Escuela Profesional de Biologia
de la Facullad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del Altiplano - Puno, ha realizado su trabajo de
investigacion  (Tesis) litulado EVALUACION DEL EFECTO DE DOS FUNGICIDAS SOBRE EL CRECIMIENTO DE
TRICHODERMA SP. AISLADO DE COMPOS DE CULTIVO DE PAPA DE LA PROVINCIA DE HUANCANE - PUNO, en el
Laboratorio de Microbiologia Clinica, de la Escuela Profesional de Biologia, Facultad de Ciencias Biologicas, los mes de
agosto, setiembre, octubre y noviembre del 2021.

Se expide la presente constancia a solicitud de la interesada, para los fines que estime por conveniente.

Puno, 12 de setiembre del 2022.

[
Archivo 2022
EGMT/sreq -

Constancia de laboratorio donde se ejecutd la tesis.
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| Universidad Nacional Vicerrectorado =, | Repositorio
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i | del Altiplano Puno | de Investigacion " t Institucional
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AUTORIZACION PARA EL DEPOSITO DE TESIS O TRABAJO DE
INVESTIGACION EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL

Por el presente documento, Yo Ca¥M\ea  L21%¢ Helaaa Agaza
. identificado con DNI_F0424 3¢5 en mi condicion de egresado de:

MEscuela Profesional, [JPrograma de Segunda Especialidad, OPrograma de Maestria o Doctorado
pe Blogla
,informo que he elaborado el/la & Tesis o O Trabajo de Investigacion para la obtencion de OGrado

XTitulo Profesional denominado:

“Euua®ch del eledt de e Asaa?®ac ol o ceeSledlo de Tohoderoa <p.
L] A}

‘\‘?SKCLAG de com p0S Ae A0 e gapes do \¢ o aala de Wiaacaaé - Cuano.
” Por medio del presente documento, afirmo y garantizo ser el legitimo, inico y exclusivo titular de todos
los derechos de propiedad intelectual sobre los documentos arriba mencionados. las obras, los contenidos,
los productos y/o las creaciones en general (en adelante, los “Contenidos™) que seran incluidos en el
repositorio institucional de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno.

También, doy seguridad de que los contenidos entregados se encuentran libres de toda contrasefia,
restriccion o medida tecnoldgica de proteccion, con la finalidad de permitir que se puedan leer, descargar,
reproducir, distribuir, imprimir, buscar y enlazar los textos completos. sin limitacion alguna.

Autorizo a la Universidad Nacional del Altiplano de Puno a publicar los Contenidos en el Repositorio
Institucional y, en consecuencia, en el Repositorio Nacional Digital de Ciencia, Tecnologia e Innovacion de
Acceso Abierto, sobre la base de lo establecido en la Ley N° 30035, sus normas reglamentarias,
modificatorias, sustitutorias y conexas, y de acuerdo con las politicas de acceso abierto que la Universidad
aplique en relacion con sus Repositorios Institucionales. Autorizo expresamente toda consulta y uso de los
Contenidos, por parte de cualquier persona, por el tiempo de duracion de los derechos patrimoniales de autor
y derechos conexos, a titulo gratuito y a nivel mundial.

En consecuencia, la Universidad tendra la posibilidad de divulgar y difundir los Contenidos, de manera total
o parcial, sin limitacion alguna y sin derecho a pago de contraprestacion, remuneracion ni regalia alguna a
favor mio: en los medios, canales y plataformas que la Universidad y/o el Estado de la Republica del Peru
determinen, a nivel mundial, sin restriccion geografica alguna y de manera indefinida, pudiendo crear y/o
extraer los metadatos sobre los Contenidos, e incluir los Contenidos en los indices y buscadores que estimen
necesarios para promover su difusion.

Autorizo que los Contenidos sean puestos a disposicion del puablico a través de la siguiente licencia:

Creative Commons Reconocimiento-NoComercial-Compartirlgual 4.0 Internacional. Para ver una copia de
esla licencia, visita: https:/creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

En sefial de conformidad, suscribo el presente documento.

Puno_ /2 de dunlo del 2023

~

FIRMA (obligatoria) Huella
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DECLARACION JURADA DE AUTENTICIDAD DE TESIS

Por el presente documento, Yo, C«l*“e a 12 \% HQ\GS&( O A faza

. identificado con DNI__F0 42 43 £S5 en mi condicion de egresado de:
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" Esuntemaoriginal.  de Hoaacoad - Quao

Declaro que el presente trabajo de tesis es elaborado por mi persona y no existe plagio/copia de ninguna
naturaleza, en especial de otro documento de investigacion (tesis, revista, texto, congreso, o similar)
presentado por persona natural o juridica alguna ante instituciones académicas, profesionales, de
investigacion o similares, en el pais o en el extranjero.

Dejo constancia que las citas de otros autores han sido debidamente identificadas en el trabajo de
investigacion, por lo que no asumiré como suyas las opiniones vertidas por terceros, ya sea de fuentes
encontradas en medios escritos, digitales o Internet.

Asimismo, ratifico que soy plenamente consciente de todo el contenido de la tesis y asumo la
responsabilidad de cualquier error u omision en el documento, asi como de las connotaciones éticas y legales
involucradas.

En caso de incumplimiento de esta declaracion, me someto a las disposiciones legales vigentes y a las
sanciones correspondientes de igual forma me someto a las sanciones establecidas en las Directivas y otras
normas internas, asi como las que me alcancen del Codigo Civil y Normas Legales conexas por el
incumplimiento del presente compromiso
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