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RESUMEN

El mildiu ocasionado por el pseudohongo Peronospora variabilis Gaum., es la
enfermedad mas importante que afecta a la quinua (Chenopodium quinoa
Willd.) en el altiplano peruano, causando una reduccion en su rendimiento de
hasta 99%. Con la finalidad de evaluar el efecto de 10 cepas nativas de
Trichoderma sp con capacidad endofitica en el biocontrol del mildiu de la
quinua var. Salcedo INIA, se peletizaron semillas e infestaron el sustrato con
esporas de cepas de Trichoderma aisladas de quinua (T1, T2, T3, T4y T5) y
cacao (T6, T7, T8, T9 y T10) en el Laboratorio de Fitopatologia de la
Universidad Nacional del Altiplano en Puno (UNA) - Peru para determinar el
indice y porcentaje de colonizacién endofitica en plantas de quinua. a los 30 y
60 dias de evaluacion. Asimismo, en el Centro de Investigacion y Produccion
Camacani de la UNA se sembraron semillas peletizadas con esporas de
Trichoderma (1x108 ufc. semillal) y se realizaron aplicaciones foliares (1x10’
ufc.ml!) durante la ramificacién, panojamiento, floracién y grano lechoso. Se
determind el &rea bajo la curva del progreso de la enfermedad (AUDPC) con
cuatro evaluaciones de severidad. Todas las cepas lograron colonizar
diferentes partes de la planta considerandose asi endofitos de quinua. El mayor
porcentaje de colonizacion (34.24 %) se dio con la infestacion del sustrato,
siendo la cepa T10 (60%) quien logro la mayor colonizacién seguido de T3
(56.67%) y T2 (43.33%) a los 60 dias de evaluacion Los tratamientos que
recibieron aplicaciones con las cepas T1, T3y T2 fueron los menos afectados
con el mildiu, siendo los valores de AUDPC de 615.7, 706.8 y 759
respectivamente y presentaron los valores mas altos en las caracteristicas
morfologicas de la planta en comparacion al testigo T11 (AUDPC = 1670.5).
Ademas, se observé una alta correlacion negativa entre los parametros AUDPC
y caracteristicas morfolégicas de la planta y métodos de colonizacién
endofitica. El uso de estos microorganismos representa una alternativa
sostenible para el control de enfermedades, en el marco de una produccion

organica como lo demandan los mercados internacionales.

Palabras clave: Control, enddfitos, mildiu, pseudohongo, quinua, Trichoderma.
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ABSTRACT

The downy mildew caused by the pseudohongo Peronospora variabilis Gaum.,
is the most important disease that affects to the quinua (Chenopodium quinoa
Willd.) in the Peruvian highlands, causing a reduction on the yield of until 99%.
With the purpose to evaluate the effect of 10 native strains of Trichoderma sp
with endophytic capacity in the biocontrol of the downy mildew of the quinua
var. Salcedo INIA, the seeds were pelleted and the substrate was infested with
spores of Trichoderma strains isolated from quinoa (T1, T2, T3, T4 and T5) and
cocoa (T6, T7, T8, T9 and T10) in the Laboratory of Phytopathology of the
national university of the altiplano ( UNA) in Puno - Peru to determine the index
and percentage of endophytic colonization in quinoa plants at 30 and 60 days of
evaluation. Also, in the center of research and production Camacani of the
UNA, the seeds pelleted with spores of Trichoderma sp. (1x106 ufc. seed-1)
were sown and was made foliar applications (1x107 ufc.ml-1) during branching,
panicle, flowering and milky grain. Four severity assessments were performed
to determine the area under the disease progress curve (AUDPC). All the
strains were able to colonize different parts of the plant thus considering quinoa
endophytes. The highest percentage of colonization (34.24%) occurred with
substrate infestation, being the T10 strain (60%) achieving the highest
colonization followed by T3 (56.67%) and T2 (43.33%) at 60 days of evaluation.
The treatments that received applications with strains T1, T3 and T2 were the
least affected with downy mildew, being the values of AUDPC of 615.7, 706.8
and 759 respectively and presented the highest values in the morphological
characteristics of the plant in comparison to the witness T11 (AUDPC = 1670.5).
In addition, it was observed a high negative correlation between the parameters
AUDPC and morphological characteristics of the plant and methods endophytic
colonization. The use of these microorganisms represents a sustainable
alternative for the control of diseases, in the framework of a organic production

as demanded by the international markets.

Keywords: Control, downy mildew, endophytes, fungus, quinoa, Trichoderma
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INTRODUCCION

En la actualidad, el 80% de la produccion nacional de grano de quinua
(Chenopodium quinoa Willd.) se concentra en la Regién Puno que es su centro
de origen, y se encuentra la mayor biodiversidad biolégica, superficie sembrada
y cosechada de este cultivo. Sin embargo, la oferta actual es considerada
menor, debido a que se cultiva en pequefias areas, y por tanto su produccion
es estacionaria, los rendimientos aun son considerados bajos (Direccion
general de competitividad agraria, 2014), debido a los riesgos climaticos y

biolégicos.

La quinua esté infectada por una variedad de patdégenos, que causan varias
enfermedades como mohos, chupaderas, tizon, mosaico, etc.; siendo, el mildiu
la enfermedad més severa de la quinua causado por Peronospora variabilis,
ocasionando la reduccién del rendimiento de 33 a 58%, ( Danielsen y Ames,
2000; Danielsen et al ., 2003; Zurita-Silva et al ., 2014), incluso en los cultivares
mas resistentes y hasta un 99% en los cultivares susceptibles ( Danielsen y
Munk, 2004; Kumar et al ., 2006), debido a las limitadas estrategias de control

de enfermedades dentro de una produccion organica en la Regién Puno.

Siendo una alternativa de control el biolégico, con el uso de cepas de
Trichoderma sp con capacidad endofitica, estos endéfitos son capaces de
colonizar los tejidos de las plantas sin causar sintomas visibles e inducir la
produccion de compuestos relacionados con la defensa y algunos genes
implicados en respuestas de defensa de las plantas a factores bidticos y
abidticos (Bae et al ., 2009; Bailey et al ., 2008; De Souza et al ., 2008; Hanson

y Howell, 2004). Ademas, son conocidos por ser mas seguros, biodegradables
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y amigables con el medio ambiente, parecen ser mejores alternativas frente a

los fungicidas sintéticos (Toghueo et al ., 2016).

Entre los principales endofitos utilizados como agentes de control biolégico, son
especies del género Trichoderma sp, considerados antagonistas naturales de
fitopatbgenos y son ampliamente utilizados en la agricultura, poseen un gran
potencial de biocontrol a plagas y enfermedades, y pueden contribuir al
mejoramiento general de las plantas (Guédez et al ., 2009; Harman, 2006;

Toghueo et al ., 2016)

Asimismo, este antagonista induce resistencia sistémica o localizada, el
aumento de crecimiento y la absorcidén de nutrientes de la planta, desactivacion
de enzimas del patdgeno, entre otros; siendo el micoparasitismo, antibiosis y
competencia por espacio y nutrientes los principales mecanismos de accion de
este hongo. Mientras mayor sea la probabilidad de que una cepa de
Trichoderma sp, manifieste varios modos de accién; mas eficiente y duradero
sera el control sobre el patdgeno, aspectos que no poseen los fungicidas

qguimicos (Infante et al ., 2009; Mukherjee et al ., 2012).

El uso de estos microorganismos representara una alternativa racional y
sostenible, ya que al establecerse en la planta mejorara el control de sus
plagas y enfermedades, dando lugar a la reduccion del uso de productos
quimicos para el control de estos, generando consecuentemente un impacto
positivo al reducir la contaminacion en los componentes ambientales (agua,
suelo, aire y poblacion) responsables de desencadenar efectos negativos en el

ambiente.
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CAPITULO |

PROBLEMATICA DE INVESTIGACION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los ultimos afios el cultivo de quinua (Chenopodium quinoa Willd.) en el
Perd ha alcanzado una demanda competitiva mundial. Siendo sus principales
mercados Europa y Norteamérica, en donde prefieren quinua organica o
ecoldgica (producida con practicas agroecoldgicas y libres de productos de la
industria agroquimica) y este tipo de quinua esta constituyéndose como lider a
nivel internacional. Ademas, el 60 % de la produccion nacional de este grano
se dirige hacia el mercado externo y el 80% de la produccion nacional se
concentra en la Regién Puno, en donde se encuentra la mayor biodiversidad,
superficie sembrada y cosechada (Direccion general de competitividad agraria,
2014).

Sin embargo, los rendimientos aln son considerados bajos (< 1100 kg/ha), por
la presencia de enfermedades fungosas, siendo “mildiu” (Peronospora variabilis
Géaum..) una de las principales enfermedades, que en dafios severos pueden
ocasionar pérdidas de rendimiento en cultivares susceptibles hasta en 99% sin

el uso de estrategias de manejo integrado de enfermedades (MIE) (Danielsen y
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Munk, 2004; Kumar et al ., 2006), comparado con los rendimientos de la
Region Arequipa donde superan los 2834 kg/ha (Direccion general de
competitividad agraria, 2014), debido a que toman medidas excesivas de
control quimico de enfermedades dejando residuos toxicos en el producto y
suelo, siendo desfavorable para el mercado externo y el consumo.

Asimismo, en este cultivo existe un alto potencial no explorado y estudiado
como el de su micobiota endodfita, que hacen que exista escasos
microorganismos para ser usados para el control biolégico de las
enfermedades, lo cual conlleva entre otros factores a las limitadas estrategias
de control de enfermedades fungosas de la quinua en la Region Puno, motivo
por el cual, la presente investigacion buscé desarrollar una alternativa mas para
el control de enfermedades en el marco de una produccién organica como lo
demandan los mercados internacionales. Para lo cual se plantea las siguientes
interrogantes:

Pregunta general:

¢, Que efecto tendran las cepas de Trichoderma sp con capacidad endofitica
en el biocontrol del mildiu (Peronospora variabilis Gaum..) de la quinua
(Chenopodium quinoa Willd.)?

Preguntas especificas:

¢, Como sera la capacidad endofitica de cepas de Trichoderma sp en plantas de
guinua (Chenopodium quinoa Willd. )?

¢En qué medida las cepas de Trichoderma sp endofitos controlaran al mildiu
(Peronospora variabilis Gaum..) de la quinua (Chenopodium quinoa Willd.) en

condiciones de campo?
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 GENERAL
- Determinar el efecto de cepas de Trichoderma sp. con capacidad
endofitica en el biocontrol del mildiu (Peronospora variabilis Gaum..) de

la quinua (Chenopodium quinoa Willd.)

1.2.2 ESPECIFICOS

- Determinar la capacidad endodfita de cepas de Trichoderma sp. en

plantas de quinua (Chenopodium quinoa Willd.)

- Determinar la capacidad de biocontrol de cepas de Trichoderma sp.
endofitos hacia el mildiu (Peronospora variabilis Gadum..) de la quinua

(Chenopodium quinoa Willd.) en campo.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1 MILDIU DE LA QUINUA

2.1.1 Agente causal

Peronospora variabilis Gaum. es el agente causal del mildiu de la quinua, la
enfermedad méas importante de la quinua a nivel mundial, anteriormente
denominado como Peronospora farinosa f. sp. chenopodii (Fr.) Fr. y mediante
técnicas moleculares utilizando las regiones intergenicas del ADNr se
reclasifico esta especie (Choi et al ., 2010; Choi et al ., 2008). Asimismo, es un
parasitd obligado (biotréfico) del grupo de los Oomycetos, que pertenece al
orden Peronosporales y familia Peronosporacea (Danielsen y Ames, 2000),
siendo el patégeno mas importante de la quinua que causa severa perdida del
cultivo y es endémica en casi todas las regiones productoras de quinua del
mundo (Gandarillas et al ., 2015).

2.1.2 Distribucién geografica

El mildiu fue reportado por primera vez en Peru en 1947, posteriormente en
varios paises de los continentes de Sud América (Argentina, Bolivia, Chile,

Colombia, Ecuador y Peru), Centro américa (México), Norte América (Canada y
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Estados Unidos), Europa ( Portugal, Francia, Holanda, Inglaterra, Suecia, Italia
y Dinamarca), Asia (India y Republica de Corea) y Africa (Kenia) (Alandia et al
., 1979; Aragon y Gutiérrez, 1992; Choi et al ., 2014; Danielsen y Ames, 2000;
Testen et al ., 2011).

2.1.3 Rango de hospedantes

En investigaciones reciente por Choi et al . (2010), determinaron que
Peronospora variabilis Gaum. es patdogeno de al menos dos especies
Chenopodium quinoa y C. album.

2.1.4 Sintomas y signos

La sintomatologia del mildiu, es influenciada por el genotipo de la planta,
genotipo del patdgeno, condiciones del medio ambiente y estados de desarrollo
de la planta, afecta principalmente al follaje de la planta reduciendo el area
fotosintética, siendo los sintomas iniciales pequefias manchas cloréticas que
aparecen en la cara superior de las hojas, cuya coloracién varia de acuerdo al
color de la planta (clorética o amarilla, rosada, rojiza, anaranjada o parda),
conforme la enfermedad progresa estas manchas crecen y se fusionan para
formar manchas cloréticas grandes e irregulares (Figura 1A), posteriormente la
hoja se torna clorGtica y se necrosa, finalmente se defolian (Figura 1C)
(Alandia et al ., 1979; Danielsen y Ames, 2000; Danielsen et al ., 2003;
Danielsen y Munk, 2004; Saravia et al ., 2014).

Si la infeccibn es temprana en cultivares altamente susceptibles y las
condiciones climaticas son favorables para el desarrollo de la enfermedad
puede afectar a todas las hojas y causar una defoliacion del 100%, como
consecuencia se detiene el crecimiento de la planta y maduracion prematura;

sin embargo, en algunos cultivares con resistencia mediana, la defoliacion es
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un mecanismo de defensa de la planta, lo cual reduce la diseminacion del
patdgeno a las hojas nuevas ( Danielsen y Ames, 2000). Ademas, cuando la
enfermedad se presenta al inicio de formacidbn de panoja, se atrofia el
desarrollo de la misma y afecta el llenado y tamafio de grano, y si la infeccion
se da al final de la floracién puede ser confundida con la senescencia natural y
no se presentan perdidas de importancia (Saravia et al ., 2014)

También se puede observar los sintomas en tallos y ramas en forma de
manchas menos pronunciadas que en las hojas, y cuando el ataque es intenso
puede afectar a la inflorescencia y granos (Alandia et al ., 1979).

Con respecto al signo, es la esporulacion del patbgeno en envés de las hojas
como micelio y esporangios (Figura 1B) que se observa como masa
algodonosa de color grisaceo. Por otra parte, la abundancia de la esporulacion
estd relacionada al grado de resistencia de las variedades, siendo una
abundante esporulacion en variedades susceptibles y en variedades
resistentes puede presentarse o no. Asimismo, se puede observar las oosporas
en la superficie de las semillas cosechadas que tienen una coloracion

ligeramente oscura (Danielsen et al ., 2004).

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS EPG UNA - PUNO B Nacional del
Altiplano

Figura 1 . Sintomatologia del mildiu de la quinua. A. Mancha foliares en el haz de las
hojas (sintomas), B. Esporulacion de Peronospora variabilis GAum. en el envés de las
hojas (signo) y C. Defoliacion de plantas de quinua.(Saravia et al ., 2014)

2.1.5 Biologia del patégeno

Peronospora variabilis Gaum. presenta estructuras vegetativas (hifas y
esporangioforos), y de reproduccion asexual (esporangios) y sexual (oosporas).
Las hifas son cenociticas (sin septa) y multinucleadas, se desarrollan en los
espacios intercelulares de las hojas y forman haustorios (érgano de absorcion),
a menudo ramificados dentro de las células (Figura 2C). Forman
esporangioforos en la cara inferior de las hojas, son arborescentes,
dicotomicos, ligeramente curvados (Figura 2A, 2B, 2D y 2E), en los que se
insertan los esporangios. Los esporangios (esporas o conidios) son de color
castafio claro translucido, violaceos, deciduos, generalmente elipsoidales a
ovales, con una papila apical translucida (Figura 2F, 2G Y 2H), pared
ligeramente rugosa, protoplasma granulado y germinan directamente (Choi et
al ., 2010; Danielsen y Ames, 2000).

Las oosporas (estructura sexual de sobrevivencia) son fuente de indculo
primario, se encuentran en las semillas, suelo y rastrojo de campafas

anteriores. Peronospora variabilis GaAum., es un organismo heterotalico, por lo
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tanto para que se forme la oospora requiere la presencia de dos tipos de
apareamiento, P1 y P2 (talos genéticamente distintos pero sexualmente
compatibles), para que se forme el oogonio (gametangio femenino) y anteridio
(gamentangio masculino), y se encuentran generalmente en forma abundante
en los tejidos necroticos de la hoja. Para que se de la fecundacion, el oogonio
crece a través del anteridio, permitiendo la fertilizacion y convirtiéndose en una
oospora de pared gruesa, ondulada e hialina y conforme va madurando cambia

de color marron dorado (Danielsen y Ames, 2000; Danielsen et al ., 2004).

Figura 2. Peronospora variabilis en Chenopodium quinoa. A, B. Conidi6foros o
esporangioforo, C. haustorio, D, E. ramas, F, G, H. conidios o esporangios. La barra
de escala es 100 um para a, b, 10 um para c, y 20 um para D-H ( Choi et al ., 2010)
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2.1.6 Ciclo de la enfermedad

En una reproduccién asexual, la inoculacion se da cuando un esporangio
(propagulo) cae sobre una hoja, germina directamente formando un tubo
germinativo, siempre que haya humedad relativa alta en el aire (> 80 %),
posteriormente forman un apresorio provisto de una hifa infectiva que perfora la
epidermis para su penetracion (Agrios, 2004), la infeccién se da a los cinco
dias después de la penetracion, en donde el patégeno se esta alimentando de
las células y coloniza los espacios intercelulares del mesofilo, es en donde se
observa los primeros sintomas (decoloracion del tejido), provocando
infecciones locales a nivel de las hojas (Saravia et al ., 2014).

El patégeno se va desarrollando vegetativamente dentro del hospedante, luego
se inicia la reproduccion con la produccion de esporangioforos en la superficie
inferior de las hojas a través de los estomas y cuando alcanzan su desarrollo
maximo se forman los esporangios (in6culo secundario), son estructuras
capaces de generar infecciones secundarias y provocar varias generaciones
del patdégeno (enfermedad policiclica) durante el desarrollo del cultivo ( Choi et
al ., 2010; Danielsen y Ames, 2000).

Finalmente, las manchas comienzan a necrosarse y como Peronospora
variabilis Gaum. es un biétrofo, no puede alimentarse de células muertas y el
hospedante ya no puede proporcionar al patdgeno los nutrientes que necesita
para seguir desarrollandose, es en donde desaparece las estructuras
vegetativas del patdgeno y ocurre la reproduccion sexual, para asegurar su
perpetuidad. En donde se forman los anteridios y oogonios para que se realice
la fecundacion y formar las oosporas, estructuras de conservacion que tienen la

capacidad de mantenerse vivas en la semilla y suelo por mucho tiempo en
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ausencia del su hospedante (Figura 3). Estas oosporas sirven como inéculo
primario que provocaran las infecciones primarias en la siguiente camparfa

agricola (Danielsen y Ames, 2000; Danielsen et al ., 2004).

Esporas diseminadas por el
viento y la lluvia que daran lugar
a infecciones secundarias

Esporas

A OTONO
m Caida de hojas enfermas
conteniendo oosporas en su
El patégeno pasa el invierno como interior. Formacién de
oospora adherido a la superficie de oosporas sobre los granos.
las semillas o en el rastrojo de quinua
o ajaras

Después de la emergencia
de las plantas, en los dias lluviosos o
nublados las cosporas germinan y
dan lugar a la formacién de
las esporas

Figura 3. Ciclo del mildiu (Peronospora variabilis GAum.) de la quinua (Chenopodium
quinoa Willd.) (Saravia et al ., 2014)

2.1.7 Epidemiologia

Para que se presente la enfermedad, implica el conocimiento de tres
componentes: el patdgeno virulento, hospedante susceptible y condiciones del
medio ambiente favorables para el patégeno o detrimentes para la planta
(Agrios, 2004).

El mildiu de la quinua se ve influenciada por temperaturas frescas (maximo
alrededor de 23 °C) y humedad relativa alta (por encima 90%), factores
determinantes para el crecimiento del patdogeno y la diseminacion de la

enfermedad en el campo y dentro de una regién(Kumar et al ., 2006).
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Estos factores son esenciales para la germinacion de las esporas, reproduccion
y diseminacion, ademas, la presencia de rocio al amanecer y la persistencia de
éste hasta altas horas de la mafana favorecen el desarrollo de la enfermedad,;
por el contrario, en afilos con poca precipitacion, la enfermedad no se presenta
0 no causa mayor dafio, debido a que las esporas se deshidratan y la
esporulacion desaparece (Saravia et al ., 2014).

El patégeno se puede diseminar principalmente por el viento y lluvia, lavado o
salpicadura; como la enfermedad puede ser transmitida por semilla, entonces
el patégeno puede diseminarse a grandes distancias (. Danielsen et al ., 2004).
La enfermedad puede iniciarse desde que la planta esta pequefa, por la
presencia del inéculo primario (oosporas) que esta presente en el suelo o en la
semilla infectada, dando inicio a una infeccion primaria que sirve en el campo
como foco de infeccién, y la enfermedad se generaliza durante el periodo de
cultivo por medio de la produccion de inéculo secundario (esporangios) que se
desplazan por accion del viento y caen en plantas sanas o en hojas sanas de la
misma planta provocando una infeccidén secundaria. Asimismo, una importante
fuente de in6culo en la Regién Andina son las quinuas silvestres que en mayor
o menor grado son susceptibles a la enfermedad (Danielsen y Ames, 2000;
Danielsen et al ., 2003; Saravia et al ., 2014).

2.1.8 Significancia

El mildiu ha sido reconocida como un principal factor limitante en la quinua en
el Peru y a nivel mundial, causando reducciones de rendimiento de hasta un
99% en los cultivares susceptibles bajo condiciones de alta enfermedad
causando defoliacion completa, maduracién prematura e incluso en cultivares

resistentes hasta un 33% de reduccion de rendimiento, lo que indica la
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destructividad de esta enfermedad.(Danielsen et al ., 1999; Danielsen y Munk,
2004; Kumar et al ., 2006).

2.1.9 Manejo integrado de la enfermedad

La implementacion del manejo integrado del mildiu de la quinua, esta en
funcion a la zona y tipo de produccion. En este sentido, Saravia et al . (2014)
propone practicas de manejo para una produccion convencional y organica
dentro del manejo de esta enfermedad como el control cultural, quimico,
genético y biolégico.

Control cultural

Involucra las practicas culturales que se realizan desde la preparacion del
terreno hasta la cosecha. Como la quinua es el Unico cultivo hospedero de
Peronospora variabilis Gaum. (Choi et al ., 2010), se aconseja realizar
rotaciones de cultivos que serdn muy efectivas para disminuir la fuente de
in6culo; del mismo modo, buena preparacién del terreno, incorporacion de
abono organico y fertilizantes(Alandia et al ., 1979). Para la siembra, se debe
de usar semillas de calidad, libre de oosporas, la distancia entre surcos no
debera ser menor a 0.50 m y entre plantas 0.15 m, para lo cual se realizara el
raleo de plantas (practica que es recomendada para evitar la competencia
entre plantas) cuando las plantas alcancen 0.20 m de altura .Ademas, tomar en
cuenta el drenaje apropiado y la orientacion de surcos respecto del viento y
pendiente del suelo, asi como el método de siembra (Saravia et al ., 2014).
Como P. variabilis tiene la capacidad de adaptarse, diseminarse y reproducirse,
las practicas culturales por si solas son insuficientes para controlar el mildiu en

la quinua (Danielsen et al ., 2003)
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Control quimico

En base a las investigaciones realizadas por PROINPA, en diferentes zonas
productoras de quinua en Bolivia y Perl se ha desarrollado estrategias de
control quimico del mildiu para una produccién convencional con aplicaciones
de fungicidas de contacto y sistémico que permiten un control eficiente de la
enfermedad (Figura 4). (Danielsen y Munk, 2004; Ferndndez-Northcote et al .,
1999; Gabriel et al ., 2012; Navia et al ., 2001; Saravia et al ., 2014; Sifani
Apaza, 1997). Entre los productos evaluados, Ridomil mostré6 la mayor
eficiencia de control y la mejor época de aplicacion fue cuando existe un 30%
de severidad del patdgeno. Esta alternativa tecnoldgica es la que actualmente
se aplica en parcelas comerciales de los Altiplanos Centro y Norte, se basa en
aplicaciones de fungicidas de contacto y sistémico con la adicion de un
adherente en forma preventiva (aplicaciones antes de que se presente la
enfermedad) o curativa, en cinco momentos criticos del desarrollo fenolégico
del cultivo (semillas, fase cotiledonal a la ramificacién, panojamiento, floraciéon y
grano lechoso) y en funcién al ciclo y epidemiologia de la enfermedad (Figura
4).(Gandarillas et al ., 2015; Saravia et al ., 2014).

- Tratamiento ala semilla

Como se sabe que las oosporas se conservan en las semillas y se diseminan
adheridas a ellas a grandes distancias(Testen y Backman, 2016; Testen et al .,
2013). Para una produccion convencional, se recomienda desinfectarlas con
mezclas de tres fungicidas de ingredientes activos: Carbendazim, Thiram y
Carbofuram; Fipronil mas Thiophanatemethyl y Pyraclostrobin y otros
(Fernandez-Northcote et al ., 1999; Navia et al ., 2001). Igualmente, se

recomienda peletizar las semillas con microorganismos antagonicos como
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Trichoderma sp sp., Bacillus subtilis u otros, que no solo competiran con
Peronospora variabilis Gaum. sino con los demas patdégenos que se
encuentren en la superficie de la semillas y a su vez promoveran un mejor
desarrollo de la planta.(Testen, 2012).

- Primera aplicacion foliar
En una zona de clima muy propicio para el desarrollo del mildiu, se recomienda
que las aplicaciones comiencen con un fungicida sistémico (Fenilamidas) a
partir de la fase cotiledonal hasta la fase de ramificacion. Para variedades
resistentes, la primera aplicacion se realiza al inicio de la enfermedad (primeros
sintomas)(Gandarillas et al ., 2015; Saravia et al ., 2014). En cambio, en
cultivares  susceptibles es muy importante que la primera aplicacion de
fungicida se realice en forma preventiva, antes de que aparezcan los primeros
sintomas del mildiu y continuar con la aplicacion de un fungicida de contacto
cuando se observe que la enfermedad continda su avance, es decir que el
patdgeno esté esporulando y/o se observe que la sintomatologia esté
progresando(Navia et al ., 2001).

- Segunda aplicacion foliar
Cuando se observa que la enfermedad continda su avance, se debe de
continuar con la aplicacion de un fungicida de contacto (Ditiocarbamatos) al
inicio del panojamiento (Gandarillas et al ., 2015; Navia et al ., 2001; Saravia et
al ., 2014).

- Tercera aplicacion foliar
Si se observa que la enfermedad sigue avanzando continuar con la aplicacion
en forma alternada (sistémico-contacto-sistémico-contacto, etc), utilizar un

fungicida sistémico al inicio de la floracion. La frecuencia entre aplicacion y
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aplicacion sera dada por el grado de avance de la enfermedad. Asimismo, no
se debe de utilizar fungicidas sistémicos en mas de tres oportunidades, durante
la campafa. Si la enfermedad no apareciera hasta el inicio de la floracion,
empezar las aplicaciones con un fungicida de contacto y continuar aplicando
s6lo fungicidas de contacto, la ultima aplicacion no debe realizarse con un
fungicida sistémico.(Fernandez-Northcote et al ., 1999; Navia et al ., 2001)
- Cuarta aplicacién foliar

Esta aplicacion se realiza a la formacion de grano lechoso, pero dependera del
vigor de la planta (Saravia et al ., 2014). Las aplicaciones de fungicidas se
deben realizar usando las dosis recomendadas comercialmente, con una
boquilla apropiada que produzca gotas finas y rociando bien la planta,
especialmente la cara inferior de las hojas (envés) en el caso de los fungicidas
de contacto y se debe evitar que el producto escurra al suelo a fin de ahorrar
en el costo de aplicacion y evitar la contaminacién del medio ambiente

(Fernandez-Northcote et al ., 1999; Navia et al ., 2001).
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Figura 4. Esquema de Estrategia del control quimico del mildiu (Peronospora
variabilis Gadum.) para una produccién convencional de la quinua (Chenopodium
quinoa Willd.) (Saravia et al ., 2014)

Control bioldgico

Dentro de un manejo integrado de una enfermedad, se recomienda el uso de
microorganismos antagonicos como Trichoderma, Bacillus subtilis u otros,
desde la elaboracion de abonos organicos, aplicaciones a la siembra (en
semillas o juntos al abono organico) y aplicaciones foliares durante el desarrollo
del cultivo (al igual que el control quimico) (Saravia et al ., 2014; Anna L
Testen, 2012). También, se puede utilizar metabolitos de Trichoderma sp. y
Bacillus sp., los cuales pueden ser asperjados al follaje de manera preventiva,
tiene un efecto directo sobre las esporas que se encuentren sobre la superficie
de las hojas actuando como un fungicida de contacto y como promotores de
crecimiento de las plantas(Bailey et al ., 2008; Crozier et al ., 2015; Testen,

2012; Toghueo et al ., 2016)
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Control genético

El uso de variedades resistentes a la enfermedad es una de las alternativas
mas eficaces para el manejo del mildiu. Ademas, una variedad resistente
requiere menos o0 ninguna aplicacion de fungicidas, reduce el costo de
produccion y es mas facil integrarla con otros componentes del manejo del
cultivo.(Danielsen et al ., 2003)

Actualmente, se cuenta con variedades con diferentes tipos de resistencia
(susceptibles, parcialmente resistentes, hipersensibles y resistencia
combinada) y el nivel de resistencia al mildiu puede estar gobernada por genes
mayores (resistencia vertical), por genes menores (resistencia horizontal) y por
la combinacién de genes mayores y menores que dan lugar a una resistencia
parcial o duradera, estos genes se encuentran en variedades tardias de quinua
y en otras especies de Chenopodiaceas (Gandarillas et al ., 2015; Saravia et al
., 2014)

2.2 HONGOS ENDOFITOS EN EL BIOCONTROL DE LAS
ENFERMEDADES DE PLANTAS.

2.2.1 Definicién de los hongos endoéfitos

Los hongos endéfitos son organismos simbiontes, viven en asociacion con
plantas en la mayor parte o en todo su ciclo de vida, y se encuentran dentro de
los tejidos, en los espacios intercelulares y algunas veces, intracelularmente en
hojas, tallos y flores, absorbiendo nutrientes de la planta sin producir sintomas

de enfermedad (Carroll, 1988).

Son un grupo de organismos asociados a los diversos tejidos y 6rganos de
algunas plantas acuaticas y terrestres, cuyas infecciones son poco visibles y el

tejido infectado del huésped se encuentra asintomatica. Ademas, los hongos
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endofitos viven en los espacios intercelulares y dentro de la célula del huésped

planta sin causar dafio aparente. (Stone et al ., 2000)

2.2.2. Diversidad y distribucién

Todas las plantas de la tierra pueden ser hospederos de al menos un hongo
endofito e inclusive los enddfitos han sido aislados de plantas acuaticas y se
encontraron antes del afio 2000 un promedio de 50 especies de enddfitos por
especie de planta (Stone et al ., 2000), ademas la edad de la planta tiene un
efecto sobre la diversidad de endofitos, asi como el tiempo de exposicién del

incremento del indculo de enddfitos (Arnold et al ., 2003).

Los géneros que se encuentran en las hojas y ramas son: Colletotrichum,
Botryosphaeria, Xylaria y Phomopsis, mientras que los enddfitos dominantes de
troncos son géneros como Clonostachys y Trichoderma conocidos como
hongos del suelo (Mejia et al ., 2008).

En la zona altiplanica Bolivia, se aislaron un total de 104 aislados de bacterias y
hongos enddfitos (55 son de raiz, 8 de tallo y 41 de hoja) de 11 plantas de
Chenopodium quinoa (Claros, Angulo, Gutierrez, y Ortufio, 2010). Sin embargo,
se han estudiado estos hongos en taxones vegetales tropicales en palmas,
orquideas y otras epifitas como Sapotaceae, Fabaceae. Casuarinaceae,
Ochnaceae, Olacaceae, Asteraceae, Anacardiaceae, Meliaceae, Rubiaceae,

Magnoliaceae y Sterculiaceae (Gamboa-Gaitan, 2006).

En Perd se han realizado estudios sobre la composicion de comunidades de
hongos enddfitos de cacao nativo en cuencas del alto amazonas, en donde
aislaron hongos presentes de tejidos de los tallos y hojas, lograron identificar

diecisiete géneros, siendo Trichoderma y Clonostachys los de importancia para
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el biocontrol de enfermedades (Arévalo et al ., 2010; Leon et al ., 2010;

Marquez et al ., 2010).

2.2.3 Colonizacion de los hongos endofitos

Muchos de los enddfitos infectan partes de la planta en forma localizada,
siendo restringido a un area pequefa del tejido tales como raices, hojas o
ramas, mientras que existen especies de endofitos sistémicos que pueden
infectar a varias de estas secciones y son aislados a partir de mdultiples
fragmentos de la misma planta (Bacon y Hinton, 1996; Bailey et al ., 2008;
Bailey et al ., 2006; Stone et al ., 2000). Del mismo modo, Arnold et al . (2003)
sefalan que la diversidad de enddfitos varia de acuerdo a la edad de la planta
y tiempo de exposicion del incremento del in6culo de endéfitos en donde partes

viejas de la planta puede albergar mas enddfitos que los mas jovenes.

Endéfitos de especies de Trichoderma spp fueron aislados de troncos y
mazorcas de especies de Theobroma, siete cepas se utlizaron para la
colonizacion endofitica en plantulas de cacao. Todos las cepas estudiadas
fueron capaces de colonizar las plantulas, tres cepas fueron los mas eficientes
a través de los métodos de inoculacién y la mayoria de las cepas fueron
capaces de establecer una relacion endofitica con el cacao; asimismo, T.
hamatum DIS 219b en plantulas de cacao indujo tolerancia al estrés hidrico por

sequia. (Arévalo et al ., 2010; Bailey et al ., 2008; Bailey et al ., 2006)

2.2.4 Transmision y adquisicién de los endéfitos

Los enddfitos pueden infectar a las plantas por medio de la transmisiéon
horizontal, cuando su indculo se transporta a otra planta, o vertical cuando

infectan a la semilla progenie de una planta infectada; siendo la transmisién
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horizontal el principal mecanismo de dispersion entre las especies de endofitos
(Carroll, 1988), algunos estudios han demostrado que las semillas y las
plantulas estan practicamente libres de endofitos, y la incidencia de hongos
endofitos se incrementa a medida que las hojas o las semillas crecen. Por
consiguiente, semillas producidas por una planta infectada por estos
microorganismos daran lugar a plantas infectadas asintométicas (Arnold et al .,

2003; Schardl et al ., 2004).

2.2.5 Mecanismos de los hongos endéfitos en la proteccién de la planta

contra los patdégenos.

Existen muchas investigaciones que se centran en el estudio de endofitos
como agentes de control biolégico de patdégenos e insectos y aplicados con
éxito para la proteccién de las plantas. Los mecanismos potenciales de los
hongos enddfitos: la inhibicion de patégenos de plantas por efecto directo,
indirecto y ecoldgicos, produccién de antibiéticos por hongos enddfitos, siendo
algunos antifingicos y antibacterianos que inhiben el crecimiento de los
patdgenos de plantas, secrecion de enzimas liticas, que pueden hidrolizar una
amplia variedad de compuestos polimeros, incluyendo la quitina, proteina,
celulosa, hemicelulosa y el ADN, induccién y mejora de la resistencia en la
planta a factores bidticos y abidticos, estimulacion de los metabolitos
secundarios de las plantas, promocién del crecimiento vegetal inducido por
hongos endofitos, que evita una gran variedad de estrés biotico y abiotico (Gao

et al ., 2010; Gunatilaka, 2006; Kuldau y Bacon, 2008)

Algunas especies de estos hongos, inducen mecanismos de defensa en

plantas infectadas por estos endofitos, y cuando son atacadas las plantas por
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sus patdégenos hay una respuesta de defensa con muerte celular localizada

(Dingle y Mcgee, 2003; Waller et al ., 2005).

Existen reportes sobre el control de patdgenos de importancia en la agricultura
por medio de hongos enddfitos, siendo el estudio mas impactante en especies
tropicales, donde se detectd un antagonismo entre hongos enddfitos naturales
y agentes patdgenos del cacao, una mezcla de seis especies de hongos
endofitos aislados de arboles de cacao (Theobroma cacao L.) fueron utilizados
para inocular hojas de plantulas libres de endofitos de esta especie vegetal, la
severidad de la enfermedad de una hoja causada por Phytophthora. sp fue
significativamente reducida en hojas inoculadas con endoéfitos (Arnold et al .,
2003). De la misma forma, en tejidos de cacao sanos se aislaron hongos
endofitos para seleccionar in vitro el antagonismo contra los principales
patégenos del cacao. De las morfoespecies de endofitos evaluados, el 40%
(21/52), el 65% (28/43) y el 27% (4/15) mostraron en el antagonismo in vitro
contra Moniliophthora roreri (monilia), Phytophthora palmivora (rot pod negro) y
Moniliophthora perniciosa (escoba de bruja) respectivamente, y un aislamiento

de Trichoderma sp resulté ser parasito de M. roreri (Mejia et al ., 2008).

Diecisiete géneros de hongos endoéfitos fueron aislados de cacao y se
determinaron su efecto antagénico (antibiosis y micoparasitismo) hacia los
principales patdgenos de cacao (Moniliophthora roreri, Moniliophthora
pernisiosa y Phytophthora palmivora), siendo los aislamientos As-E-5, Pen-E-
11 y CI-E-50 los que presentaron mejor inhibicion micelial para los tres
patogenos, trabajos similares se realizaron con 31 cepas de Trichoderma spp

enddfito hacia los mismos patdgenos de cacao, en donde se encontré que diez
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cepas inhibieron significativamente el crecimiento micelial de los patégenos

(Arévalo et al ., 2010; Leon et al ., 2010; Marquez et al ., 2010).

2.3 TRICHODERMA SPP.

Los hongos del género Trichoderma se han conocido desde al menos la
década de 1920 por su capacidad para actuar como agentes de control
biolégico contra patdégenos de las plantas. Son de rapido crecimiento,
habituales de suelos forestales, agricolas y pastizales, se han aislado en todos
los continentes, muestra preferencia por los suelos &cidos y ricos en materia
organica, siendo el hierro un elemento esencial para su correcto desarrollo.
(Harman, 2006; Mukherjee et al ., 2012)

Asimismo, puede crecer dentro de un amplio rango de temperaturas y son
capaces de sobrevivir cuando las condiciones ambientales no son favorables,
pueden modificar la rizosfera, presentan la capacidad de transportar
rapidamente la glucosa lo que les da una ventaja en la competencia de
nutrientes y pueden promover el crecimiento de las plantas y mejorar
mecanismos de defensa (Benitez et al ., 2010).

Ciertas especies de Trichoderma spp (T. harzianum, T. atroviride, T.
asperellum, T.hamatum, T. gamsii, T. viride o T. virens) son considerados
antagonistas naturales de fitopatdgenos y son ampliamente utilizados en la
agricultura, muestra una amplia gama de hospedantes y dentro de ellos estan
los hongos fitopatdgenos de importancia, ademas, se destacan entre las mas
utilizadas para el biocontrol de patégenos fungicos del suelo (Carrero-Carron et
al ., 2016; Crozier et al ., 2015; Chaves et al ., 2016; Guédez et al ., 2009;

Hanada et al ., 2008; Harman, 2006)
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Los mecanismos de accion de Trichoderma spp. como agente de biocontrol y
en interaccion con la planta son varios: (i) una especial habilidad para parasitar
hongos fitopatdgenos, debido a la produccién de enzimas hidroliticas de la
pared celular: glucanasas, quitinasas y proteasas (ii) la competencia por
espacio y nutrientes, especialmente en la rizosfera; (i) la capacidad de
promover el desarrollo de planta y raices, asi como, aumentar la captacion de
nutrientes y la eficacia fertilizante en la planta, y la resistencia a estreses
ambientales, (iv) la estimulacion de las defensas de la planta frente a
patégenos , y (V) la produccion de antibitticos.(Bailey et al ., 2008; Bailey et al
., 2006; Harman, 2006; Samuels, 1996)

Sin embargo, los avances recientes demuestran que los efectos de
Trichoderma spp en las plantas, inducen resistencia sistémica o localizada, el
aumento de crecimiento de la planta y la absorcién de nutrientes, desactivacion
de enzimas del patégeno, entre otros, siendo la induccion de la defensa de la
planta y el micoparasitismo el principal mecanismo de accién de este hongo.
Mientras mayor sea la probabilidad de que un aislamiento de Trichoderma
manifieste varios modos de accion; mas eficiente y duradero sera el control
sobre el patégeno, aspectos que no poseen los plaguicidas quimicos (Infante et
al ., 2009; Mukherjee et al ., 2012).

Algunas especies del género Trichoderma spp son capaces de colonizar raices
de las plantas e inducir el crecimiento y la resistencia a las enfermedades; sin
embargo, en investigaciones recientes han identificado cepas de muchas de
especies de Trichoderma spp que son endofitos sobre los tejidos de plantas
sanas Igualmente, se ha observado que algunas especies del endofitico

Trichoderma son capaces de inducir la produccidon de compuestos relacionados
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con la defensa y algunos genes implicados en respuestas de defensa de las
plantas al estrés abidtico (Bae et al ., 2009; Bailey et al ., 2008; Cummings et al

., 2016; De Souza et al ., 2008; Toghueo et al ., 2016)
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CAPITULO Il
METODOLOGIA

3.1 Ambito de estudio

La investigacion se realizé en el laboratorio de fitopatologia de la Escuela
Profesional de Ingenieria Agrondmica de la Facultad de Ciencias Agrarias -
Universidad Nacional del Altiplano Puno (UNA) y en una parcela experimental
ubicada en el Centro de investigacién y produccion (CIP) Camacani de la UNA,
ubicado en el distrito de Plateria, provincia y departamento de Puno. a una
altitud de 3850 msnm, latitud (sur) 15°14°36”, longitud (oeste) 72°28’30”,

durante los meses de Junio del 2015 a Junio del 2016.

3.2 Descripcion de métodos por objetivos especificos

3.2.1Capacidad endéfita de cepas de Trichoderma sp en plantas de

Chenopodium quinoa Willd.

- Reactivacion de cepas de Trichoderma sp

Las cepas de Trichoderma sp que se utilizaron para este primer ensayo fueron
proporcionadas por el Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Ciencias
Agrarias de la UNA, estas fueron aisladas de hojas, tallos y rizésfera de plantas

de quinua de tres meses de edad y genotipos nativos de cacao en placas Petri
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conteniendo medio Papa Dextrosa Agar (PDA), y actualmente se encuentran

conservados en una solucién glicerina al 20% a -5°C (Tablal).

Tabla 1 Cdédigo y procedencia de cepas de Trichoderma sp. para la realizacion
de la investigacion propuesta en el laboratorio de Fitopatologia y CIP
Camacani de la UNA, durante la campafia agricola 2015 - 2016..

CODIGO CEPA TIPO ESPECIE PROCEDENCIA
T1 Nativa Trichoderma sp. Tallo de Quinua, Puno
T2 Nativa Trichoderma sp Tallo de Quinua, Puno
T3 Nativa Trichoderma sp Tallo de Quinua, Puno
T4 Nativa Trichoderma sp Rizésfera de Quinua, Puno
T5 Nativa Trichoderma sp Rizésfera de Quinua, Puno
T6 Comercial Trichoderma viride Cacao ,Cusco
T7 Nativa Trichoderma sp. Tallo de cacao, San Gaban
T8 Nativa Trichoderma sp. Tallo de cacao, San Gaban
T9 Nativa Trichoderma sp. Tallo de cacao, San Gaban
T10 Nativa Trichoderma sp. Tallo de cacao, San Gaban

- Incremento de in6culo de cepas de Trichoderma sp

Las cepas de Trichoderma sp fueron activadas en placas petri conteniendo
medio Extracto de Malta Agar (EMA), estas fueron incubadas a 25°C durante
cinco dias, luego se procedi6 a realizar repiques de cada cepa en medio EMA,
y fueron incubadas a 25°C bajo luz artificial durante una semana (Figura 5), con
la finalidad de inducir la produccion de estructuras de reproduccion para luego

propagar en sustrato de arroz.
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Figura 5. Cepas de Trichoderma sp. endéfito de cinco dias de edad en medio
extracto malta agar.

- Produccion de cepas de Trichoderma sp en sustrato arroz

A partir de cultivos jovenes se procedid a realizar repiques de cada cepa en
medio PSA (Papa Sacarosa Agar) y fueron incubados a 25°C bajo luz artificial
durante una semana, con la finalidad de inducir la produccién de estructuras de

reproduccion, para luego infestar el sustrato de arroz.

Previo a la infestacion, se prepar6 bolsas de polipropileno de 6x12 pulgadas
conteniendo 400g del sustrato, en donde se adiciond carbonato de calcio al
0,45% en 120ml de agua destilada estéril (ADE) por cada bolsa, con la finalidad
de estimular la esporulacién de las conidias; luego se esterilizé a 120 °C, a 15
Ibs de presion durante 20 minutos; finalmente, se introdujo en el sustrato medio
de cultivo PSA colonizado con Trichoderma sp de la mitad de una placa petri y
se dej6 incubando bajo luz durante 15 dias a temperatura ambiente 17 °C

(Figura 6).
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Figura 6. Produccion de cepas de Trichoderma sp en sustrato arroz, realizado en
laboratorio de fitopatologia de la UNA, 2015. A. Cultivo de Trichoderma sp en
medio papa sacarosa agar. B. Incubacion de cepas de Trichoderma sp en sustrato
arroz.

- Uniformizacion de in6culo.

A partir de un gramo de sustrato arroz colonizado con Trichoderma sp se
obtuvo una suspension de conidias en 9ml de ADE, luego se realiz6 diluciones
seriadas para el conteo de conidias y obtener una concentracion de conidias de

1x10’ufc.cc-* (Figura 7).

Figura 7. Uniformizacioén de in6culo de cepas de Trichoderma sp., realizado en
laboratorio de fitopatologia de la UNA, 2015 A. Pesado de un gramo de arroz
colonizado con Trichoderma sp. B. Diluciones seriadas para el conteo de
conidias C. Suspension de conidias de cepas de Trichoderma sp a una
concentracion de 1x10"ufc.cc™.
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- Obtencién y desinfestacién de semillas

Se utilizé semillas de polinizacion abierta de la variedad salcedo INIA de la
campafa agricola 2014-2015, que fueron proporcionadas por el CIP Camacani.
Estas semillas fueron desinfestadas con hipoclorito de sodio al 2 % por cinco
minutos y alcohol de 70 ° por tres minutos, enjuagadas con agua destilada
estéril (ADE) tres veces, finalmente fueron colocadas sobre papel toalla para su

secado (Figura 8) y posterior peletizacion con cepas de Trichoderma sp.

Figura 8. Desinfestacion de semillas de quinua (Chenopodium quinoa Willd.),
realizado en laboratorio de fitopatologia de la UNA, 2015. Ay B Pesado de 60 g arroz
para cada tratamiento C. Insumos utilizados para la desinfestacion de semillas. D.
Desinfestacion de semillas en hipoclorito de sodio al 2 % durante 3 min. E. Enjuague
con agua destilada esteril. F. Secado de semillas desinfestadas sobre papel toalla.

- Colonizacion endofitica de Trichoderma sp. en quinua (Chenopodium
quinoa Willd.)

Para la colonizacion de plantas de quinua se emplearon 10 cepas de
Trichoderma sp, se realizaron aplicaciones de las cepas mediante dos métodos

de inoculacion:
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Método 1: Peletizacion de semillas con conidias de Trichoderma sp

Consistio en cubrir las semillas desinfestadas con conidias de Trichoderma sp
(1x 10 ® ufc. semillat), para 1 g de semillas se aplicé 1.5 ml de suspension de
conidias (2x108 ufc.cc?) y 0.5 ml de melaza esterilizada, la mezcla se realiz6 en
viales de 2 ml, para el caso del testigo se realizé la mezcla de ADE y melaza,
luego fueron transferidas a placas petri para su secado por 24 horas (Figura 9).
Transcurrido el tiempo, se realizé la siembra de tres semillas peletizadas por
cada maceta conteniendo 200g de sustrato estéril a capacidad de campo a una
concentracion de 2:1:1 (Suelo agricola, compost y arena), luego fueron
cubiertos con bolsa plastica de polipropileno durante 10 dias para evitar la
contaminacion por microorganismos. Se dejo en incubacion en el laboratorio de
Fitopatologia bajo luz artificial a una temperatura de 12 °C, humedad relativa de

40% por un periodo de 60 dias.

Figura 9. Peletizacion de semillas de quinua (Chenopodium quinoa Willd.) con
Trichoderma sp (Método 1), realizado en laboratorio de fitopatologia de la UNA, 2015.
A. Semillas desinfestadas B. Suspension de conidias de cepas de Trichoderma sp. C.
Inoculacién de Trichoderma sp en semillas desinfestadas. D. Aplicacién de melaza a
semillas inoculadas con Trichoderma sp. E y F. Semillas peletizadas con esporas de
Trichoderma sp.
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Método 2: Infestacion del sustrato suelo con conidias de Trichoderma sp

via drench

Previamente cada maceta fue llenado con 200g de sustrato estéril a una
concentracion de 2:1:1 (Suelo agricola, compost y arena), luego se realizé la
aplicaciéon de Trichoderma sp (1x107ufc.g suelo) al suelo mediante el método
via drench con 30 ml de suspension de conidias. Posteriormente, se sembraron
tres semillas desinfestadas por cada maceta, luego fueron cubiertos con bolsa
plastica de polipropileno durante 10 dias para evitar la contaminacion por
microorganismos. Se dejé en incubacion en el en el laboratorio de Fitopatologia
bajo luz artificial a una temperatura de 12 °C, Humedad Relativa de 40% por un

periodo de 60 dias (FiguralO).

Figura 10. Infestacion del sustrato con Trichoderma sp (Método 2), realizado en
laboratorio de fitopatologia de la UNA, 2015. A. Aplicacion de suspension de
Trichoderma sp via drench. B. Siembra de semillas desinfestadas en sustrato
infestado con Trichoderma sp. C. Vasos cubiertos con bolsas de polipropileno. D.
Incubacion de plantas de quinua bajo luz artificial. E. Plantas de quinua de 30 dias de
edad y E. Plantas de quinua de 60 dias de edad para el reaislamiento de Trichoderma

sp.
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- Determinacion de la colonizacion de Trichoderma sp en plantulas de

quinua.

Se realiz6 el re-aislamiento de Trichoderma sp de plantulas de quinua
colonizadas con las cepas de Trichoderma sp a los 30 y 60 dias de edad
segun la metodologia descrita por Bailey et al. (2008). Previamente las
plantulas fueron retiradas de las macetas, estas fueron lavadas con agua
potable para retirar el sustrato suelo de las raices. Se sacrificaron tres plantulas
por cada cepa de Trichoderma sp enddfito. De cada plantula se obtuvieron dos
secciones (1 cm de tejido) de raiz principal media (RPM), punta de raiz (PR),
Hipocotilo (Hp), Epicotilo (Ep) y hojas (H), estas secciones fueron
desinfestadas con hipoclorito de sodio al 2% por 5 min, seguido de cuatro
lavados en ADE hasta quitar residuos de hipoclorito de sodio, posteriormente

se coloco sobre papel toalla para su secado.

Para realizar la siembra de estas secciones, se procedié a obtener segmentos
de tejidos mas pequefios de 3mm de largo aproximadamente y se sembraron
en placas Petri conteniendo medio Corn meal dextrosa agar (CMDA). Estas
placas fueron incubadas a 25 °C por cinco dias, y se registr6 como positivo (1)

0 negativo (0) para la colonizacion de Trichoderma sp (Figura 11 y Tabla 12).
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Figura 11. Reaislamiento de Trichoderma sp de plantulas de quinua (Chenopodium
guinoa Willd.), realizado en laboratorio de fitopatologia de la UNA, 2015. A. Separacion
del suelo de las raices. B Obtencién de segmentos de tejidos. C. Desinfestacion de
segmentos de tejidos en Hipoclorito de sodio al 2 % durante 3 min. D. Secado de
segmentos desinfestados sobre papel toalla. E. Siembra de segmentos de tejidos en
placas petri conteniendo medio medio corn meal dextrosa agar (CMDA). F. Evaluacién
de la colonizacion de Trichoderma sp en segmentos de tejidos de quinua.

- Disefio y analisis estadistico

Para este ensayo se empled el disefio completamente al azar (DCA) con
arreglo factorial (2x2x10) con tres repeticiones, dos métodos de inoculacién
(peletizacion de semilla e infestacion del suelo), dos fechas de evaluacién (30 y
60 dias) y 10 cepas de Trichoderma sp. Los datos expresados en porcentaje
fueron transformados angularmente (arco seno VX), con dicha transformacién
se confirié la normalidad y homogeneidad de varianzas como lo recomendado
por Montgomery (2008) y en consecuencia estos fueron procesados en un
software estadistico InfoStat, version 2008 (Di Rienzo et al ., 2008). Se utilizo la
prueba estadistica de Fisher a través del andlisis de varianza (ANDEVA) para

determinar diferencias significativas entre métodos de inoculacién, fechas de
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evaluacion y cepas de Trichoderma endofito para el indice y porcentaje de
colonizacion. Del mismo modo, para identificar las diferencias de medias se
aplicé la prueba de contraste de Tukey, con un nivel de significancia de 0.05%.
Para comprobar el nivel de ajuste del modelo lineal utilizado a los datos

obtenidos se tomara en cuenta el valor de R? cercano a 1.

3.2.2 Capacidad de biocontrol de cepas de Trichoderma sp. endofitos
hacia Peronospora variabilis Gaim patogeno de Chenopodium

guinoa Willd.

Para este objetivo se empled los dos métodos de inoculacién con las diez
cepas de Trichoderma sp, se evalud el efecto de control del patégeno bajo
in6culo natural de Peronospora variabilis en plantas de quinua var. Salcedo
INIA, el experimento fue conducido en una parcela experimental del CIP

Camacani, durante la campafa agricola 2015 (octubre) — 2016 (mayo).

- Caracteristicas del campo experimental

Las dimensiones y caracteristicas del campo experimental fueron las
siguientes: 11 parcelas por bloque, 3 bloques, 3 repeticiones (parcelas) por
tratamiento, 2.4 m el ancho de parcela, 1.2 m de distancia entre parcelas, 5
surcos por parcela con un distanciamiento de 0,60 m entre surcos, 5m de

longitud de surcos y el area efectiva del experimento de 889.2 m? (Figura 20)

- Preparacion del terreno experimental

La preparacion del terreno se llevo a cabo el 5 de octubre del 2015, se roturd el

suelo con el arado, luego se pasoé el arado semi profundo para mullir el suelo,
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un dia antes de la siembra se nivel6 y surcé el terreno con la ayuda de un

tractor, el dia de la siembra se demarco los bloques y parcelas con yeso.

- Fertilizacién

Durante la preparacion del terreno se incorporaron los rastrojos del cultivo
anterior que fue papa. Adicionalmente, el dia de la siembra se aplicé en los

surcos estiércol de ovino infestado con cepas de Trichoderma sp

-  Tratamientos

El total de tratamientos empleados para el control del mildiu de la quinua bajo
condiciones de campo fueron 11, los 10 primeros tratamientos corresponden a
la aplicacion de cepas de Trichoderma sp y el ultimo tratamiento (T11)

corresponde al testigo, en donde no se aplicoé ningun control (Tabla 2).

Tabla 2. NUumero de tratamientos empleados para el control del mildiu
(Peronospora variabilis Gaum.) de la quinua (Chenopodium quinoa Willd.) var.
Salcedo INIA bajo condiciones de campo en el CIP Camacani de la UNA,
durante la campafa agricola 2015 - 2016.

TRATAMIENTOS TIPO CEPA ESPECIE PROCEDENCIA
T1 nativa Trichoderma sp. tallo de Quinua, Puno
T2 nativa Trichoderma sp tallo de Quinua, Puno
T3 nativa Trichoderma sp tallo de Quinua, Puno
T4 nativa Trichoderma sp rizésfera de Quinua, Puno
T5 nativa Trichoderma sp rizosfera de Quinua, Puno
T6 comercial Trichoderma viride cacao, Cusco
T7 nativa Trichoderma sp tallo de cacao, San Gaban
T8 nativa Trichoderma sp tallo de cacao, San Gaban
T9 nativa Trichoderma sp tallo de cacao, San Gaban
T10 nativa Trichoderma sp tallo de cacao, San Gaban
T11 testigo
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- Aplicacion de cepas de Trichoderma sp

Previamente en el laboratorio de fitopatologia de la FCA —UNA, se propagaron
las cepas de Trichoderma sp enddfito en sustrato arroz siguiendo la misma
metodologia mencionada en el primer objetivo. La primera aplicacion se realizo
el dia de la siembra en semillas y abono, las siguientes aplicaciones durante el
desarrollo fenologico a nivel foliar (Tabla 3), a continuacion se detalla cada uno
de estos momentos de aplicacion:

Tabla 3. Momentos de aplicacion de Trichoderma sp. para el control del mildiu

(Peronospora variabilis Gaum.) de la quinua (Chenopodium quinoa Willd.) var.
Salcedo INIA en el CIP Camacani de la UNA, durante la campafia agricola

2015 - 2016

Momento aplicacién Lugar O.I(? Nro_ _ Dosis
aplicacién aplicaciones

Fertilizacién Abono 1 1x107 ufc. g de estiércol?

Siembra Semillas 1 1x106 ufc. semilla*

Desarrollo fenolégico Foliar 5 1x107 ufc.cc?

Ufc: unidades formadoras de colonia

a. Aplicacion junto con el abono organico

Antes del abonamiento, se incorporé sustrato arroz (300 g. tratamiento™) en el
estiércol de ovino descompuesto a una concentracion de 1x10’ ufc. g de
estiércol?, se hizo una mezcla con la finalidad de distribuir las esporas de
Trichoderma sp en el abono (Figura 12 A), luego se aplicé en los surcos abono
infestado con cepas de Trichoderma sp a razén de 4 kg por parcela (Figura 12

B).

b. Aplicacion a semillas

La siembra se llevd a cabo el 31 de octubre del 2015, se realiz6 en forma
manual y a chorro continuo con semillas peletizadas con esporas de

Trichoderma sp a una concentracion de 1x10° ufc. semilla* (Figura 12 C), cuya
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metodologia de peletizacidon fue descrita en el primer objetivo. La densidad fue

de 10 kg/ha para todos los tratamientos.

c. Aplicacion foliar

Se realizaron cinco aplicaciones foliares de suspension de esporas de las
cepas de Trichoderma sp en cuatro momentos criticos del desarrollo fenoldgico
del cultivo (Tabla 4): durante la ramificacion (Figura 12 E), panojamiento

(Figura 12 F), floracién (Figura 12 G) y grano lechoso (Figura 12 H)

Tabla 4. Namero de aplicaciones foliares de Trichoderma sp. para el control
del mildiu segun las fases fenolégicas de la quinua (Chenopodium quinoa
Willd.) var. Salcedo INIA en el CIP Camacani de la UNA, durante la campafa
agricola 2015 — 2016.

Aplicacion foliar Fase fenolodgica DDS Dosis

Primera Ramificacion 50 1 x 10" ufc/cc
Segunda Panojamiento 70 1 x 107 ufc/cc
Tercera Floracion 100 1 x 107 ufc/cc
Cuarta Grano lechoso 115 1 x 107 ufc/cc
Quinta Grano lechoso 130 1 x 107 ufc/cc

ufc: unidades formadoras de colonia

Para las aplicaciones foliares de Trichoderma sp, previamente se realizo la
uniformizacion de conidias a partir de cultivos jévenes desarrolladas en sustrato
de arroz. Se prepardé una suspension de conidias de cada cepa para realizar
aplicaciones foliares a una concentraciéon de 1 x 107 ufc/cc (Figura 12 E). Las
aplicaciones se realizaron con una mochila fumigadora marca Jacto de 20 litros
en horas de la mafana entre las 8 a 10 h.; por cada parcela se fumigo dos litros

de la solucién (Figura 12 E, F, G y H).
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Figura 12. Aplicacion de cepas de Trichoderma sp. en el cultivo de quinua
(Chenopodium quinoa Willd.) en el CIP Camacani de la UNA durante la campafa
agricola 2015-2016. A y B. Incorporacion de sustrato de arroz colonizado con
Trichoderma sp al estiércol de ovino para el abonamiento a nivel de surcos. C.
Siembra de semillas peletizadas con Trichoderma sp. D. Preparacién de suspension
de esporas. E. Aplicacion foliar de Trichoderma sp en la fase fenologica de
ramificacién, F. Panojamiento, G. Floracién y H. Grano lechoso.

- Labores culturales

Desahije

Se llevd a cabo cuando las plantas estaban en las fases de desarrollo
vegetativo, panojamiento e inicios del desarrollo de la inflorescencia, se dejo
aproximadamente 10 cm de distancia entre planta y planta. Se realizé en todos

los surcos de cada parcela experimental.

Control de malezas

Se realizaron dos deshierbos de forma manual, simultineamente con el
desahije, la primera se realiz0 en la fase fenologica de panojamiento y la

segunda fue a inicios del desarrollo de la inflorescencia.
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Aporque

Se realiz6 un solo aporque el dia que se realizé el segundo deshierbo. Esta
labor permitié dar mayor fijacion a las plantas y controlar las malezas ubicadas

entre los surcos.

Cosecha

La cosecha se realiz6 a los 160 dias después de la siembra, de acuerdo a la
madurez fisiolégica. Se seleccionaron 10 plantas al azar de los tres surcos
centrales de cada parcela, estas fueron cortadas al ras del suelo, para luego
colocarlas en sobres de papel y ser llevadas al laboratorio de fitopatologia para
su secado bajo sombra a temperatura ambiente durante dos meses,
posteriormente fueron pesadas para determinar la biomasa seca. Se realizo la
trilla en forma manual por cada planta. Finalmente, se procedié a limpiar los
granos para ser guardados dentro de bolsas de papel kraff, debidamente
etiquetadas. Sin embargo, el resto de plantas se segaron y dejaron en el
campo durante 30 dias, para que sequen completamente. Una vez secas, se

llevd a cabo la trilla.

- Evaluacion de la severidad del mildiu (Peronospora variabilis Gaim.)

de la quinua.

Se realizaron cuatro evaluaciones de severidad de la enfermedad durante la
campanfa agricola, la primera evaluacion se realiz6 a los 30 dias después de la
segunda aplicacion de Trichoderma sp (100 dias después de la siembra)
debido a que la enfermedad se presentd muy tarde aproximadamente a los 90
dias después de la siembra, la segunda evaluacion a los 15 dias después de la

tercera aplicacion, la tercera evaluacion a los 15 dias después de la cuarta
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aplicacion y la cuarta evaluacion a los 10 dias después de la ultima aplicacion

de Trichoderma sp (Tabla 5).

Tabla 5. Numero de evaluaciones de severidad del mildiu (Peronospora
variabilis Gaum.) de la quinua (Chenopodium quinoa Willd.) var. Salcedo
INIA en el CIP Camacani de la UNA, durante la campafa agricola 2015 -

2016.
Evaluacién Fase fenologica 5521?:2%?2
Primera Floracion 100
Segunda Floracién 115
Tercera Grano lechoso 130
Cuarta Grano lechoso 140

Para cada evaluacion, se escogi6 al azar 10 plantas de los tres surcos
céntricos por parcela y de cada planta se escogio 3 hojas al azar, una de cada
tercio (superior, medio e inferior) en donde se evaluaron el porcentaje de area
afectada de cada hoja usando una escala en base al porcentaje de area
afectada por la enfermedad (Figura 13). El promedio de las 3 lecturas equivale
al valor de la severidad de cada planta. Para describir el desarrollo de la
enfermedad a lo largo de la época del cultivo e identificar diferencias entre
tratamientos se calcul6 el valor del area bajo la curva de progreso de la
enfermedad, descrito originalmente en inglés como ‘area under disease
progress curve’ (AUDPC), en base a mediciones de severidad (Tablal3). La

formula general para el calculo del AUDPC es:

n-1
AUDPC = X (V; + y;,H)/Z X (IM — t;)
i

Donde n es el numero de evaluaciones, y es la severidad y t es el nimero de
dias después de la siembra en que se hace la evaluacion.
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Figura 13. Escala de evaluacion para evaluar severidad del

mildiu de la quinua (Chenopodium quinoa Willd.) en campo

(Porcentaje de area afectada por mildiu en hojas de quinua)

(Danielsen y Ames, 2000)
- Evaluacién de caracteristicas morfolégicas de plantas de quinua

tratadas con cepas de Trichoderma sp.

El dia de la cosecha (160 dias después de la siembra) se escogi6 al azar 10
plantas de los tres surcos céntricos por parcela para evaluar In situ altura de
planta (AP), longitud de panoja (LPN) y didmetro de panoja (DPN),
posteriormente estas plantas se procedio a cortar al ras del suelo, luego fueron
colocadas en sobres de papel manila para ser llevadas al laboratorio de
fitopatologia para su secado bajo sombra a temperatura ambiente durante dos

meses y se determinO el peso seco de la biomasa (PSB), peso de semilla

(PSEM) y rendimiento (RDT ) (Tabla 14).
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- Condiciones meteoroldgicas

Durante el desarrollo del trabajo de investigacion en campo, se registré las
temperaturas maximas y minimas, y precipitacion total (mm) durante octubre
2015 a abril 2016. Los datos fueron proporcionados por la Direccion Zonal 13
del SENAMHI de la estacidon meteoroldgica Rincon de la Cruz — Acora (Figura
14).

Comparando las precipitaciones promedios anuales de 10 afios (2004-2014)
registrada en la Tabla 6, Octubre fue un mes de caracteristicas normales con
déficit de lluvias, los dias con mayor precipitacién se centraron entre los dias
del 19 al 30. Las temperaturas maximas oscilaron entre los 13 y 20°C en
promedio y temperaturas minimas entre -2y 6 °C.

De igual manera, noviembre fue de caracteristicas normales a con déficit de
lluvias, los dias con mayor precipitacion generalizada se centraron entre los
dias del 8 al 15.Las temperaturas maximas oscilaron entre los 13 y 21°C en
promedio y temperaturas minimas entre 0y 8 °C.

Sin embargo, diciembre fue de caracteristicas deficitarias de precipitacion, se
presentd déficit fuerte de lluvia alcanzando 46.62 mm a comparacién con los
promedios de hace diez afios, se registr6 132 mm en el mes. El dia 25 se
registro la mayor precipitacion de fuerte intensidad; sin embargo, el resto de
dias no se presentaron lluvias considerables. Las temperaturas maximas
oscilaron entre los 14 y 19°C en promedio y temperaturas minimas entre 1y 7
°C.

De igual manera, enero fue de caracteristicas deficitarias de precipitacion, se
presento déficit fuerte de lluvia en la mayor parte del mes alcanzando un total

de 74.50 mm a comparacion con los promedios de hace diez afos, se registro
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176 mm en el mes. Los dias con mayor precipitacion generalizada se centraron
en los dias 11, 8 y 31, hubo algunos dias con precipitaciones minimas. Las
temperaturas maximas oscilaron entre los 14 y 20°C en promedio y
temperaturas minimas entre 4y 8 °C.

Febrero fue un mes muy humedo, es decir con precipitaciones durante todo el
mes, se registraron precipitaciones ininterrumpidas por mas de 12 dias, los que
se presentaron a partir del 15 en adelante, entre los dias 21 al 23 se
intensificaron las precipitaciones. Las temperaturas maximas oscilaron entre los
13 y 18°C en promedio y temperaturas minimas entre 5y 8 °C.

Marzo fue un mes de caracteristicas secas, es decir con precipitaciones de
26.80 mm por debajo de su promedio normal de diez afios (131.01), se
registraron precipitaciones esporadicas solo entre los dias 9, 10 y 13, el resto
de dias no se registrd precipitacion. Las temperaturas maximas oscilaron entre
los 14 y 20°C en promedio y temperaturas minimas entre 0y 7 °C.

Abril fue un mes de caracteristicas humedas, es decir con precipitaciones por
encima de su promedio normal, se registraron precipitaciones esporadicas solo
entre los dias 5y 8,y 16 y 19 de abril, el resto de dias no se registrd
precipitacion. Las temperaturas maximas oscilaron entre los 11 y 18°C en

promedio y temperaturas minimas entre -1y 7 °C.
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- Disefio y analisis estadistico
El experimento en campo se condujo bajo un disefio de Bloque
completamente al azar con tres repeticiones, las unidades experimentales
de cada tratamiento fueron distribuidas al azar (Figura 20). Los datos de
AUDPC fueron transformados a raiz cuadrada, con dicha transformacion se
confirié la normalidad y homogeneidad de varianzas como lo recomendado
por Montgomery (2008) y en consecuencia estos fueron procesados en un
software estadistico InfoStat, version 2008 (Di Rienzo et al ., 2008), se
utilizé la prueba estadistica de Fisher a través del andlisis de varianza
(ANDEVA) para determinar diferencias entre cepas de Trichoderma
enddfito para el AUDPC y variables morfologicas cuantitativas. Del mismo
modo, se aplicé la prueba de contraste de Tukey para identificar las
diferencias de medias entre las cepas con un nivel de significancia de
0.05%. Para comprobar el nivel de ajuste del modelo lineal utilizado a los
datos obtenidos se tomara en cuenta el valor de R? cercano a 1. Asimismo,
se determind la relacidon que existe entre los parametros evaluados in vitro

y campo con un analisis de regresién multiple.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Capacidad endéfita de cepas de Trichoderma sp en plantas de
Chenopodium quinoa Willd.
Los analisis de varianza (ANDEVA) del indice y colonizacion endofitica de
cepas de Trichoderma sp en plantas de quinua variedad salcedo INIA que se
muestran en las Tablas 15 y 16, indican que los efectos de los factores
Métodos de inoculacién (M), Fecha de evaluacién (F) y Cepas de Trichoderma
sp (C) son significativos (p<0,05). Del mismo modo, las interacciones de
segundo orden e interacciones de tercer orden entre los factores mencionados
son significativas. Ademas, el analisis mostré un coeficiente de variacion (CV)
de 23.82 % y un R? de 0.94 para el indice de colonizacién,y CV de 13.72 %y
un R? de 0.96 para el porcentaje de colonizacion, indicando que el disefio
experimental utilizado fue el apropiado para el control de las variaciones

existentes.

Los efectos de dos métodos de inoculacion de cepas de Trichoderma sp en el
indice y porcentaje de colonizacion endofitica en plantas de quinua var.

Salcedo INIA a los 30 y 60 dias de evaluacién se observa en la Tabla 7, en

48
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donde el método 2 (infestacién del sustrato con cepas de Trichoderma sp)
presento el mayor indice (1.04) y porcentaje de colonizacion endofitica (20.76
%) a diferencia del método 1 (semillas peletizadas con cepas de Trichoderma
sp) que presento el menor indice (0.64) y porcentaje de colonizacion (12.73 %).
Por otro lado, se observa que a los 30 dias de evaluacion la colonizacion fue
menor en ambos métodos de inoculacion, siendo el método 1 con mayor
colonizacion (8.48 %) a diferencia del método 2 (7.27%); sin embargo, a los 60
dias fue mayor la colonizacién, siendo el método 2 con mayor colonizacion

(34.24 %) a diferencia del método 1 (16.97%).

Usando el método 1, a los 30 dias después de la siembra, seis de las 10 cepas
evaluadas lograron colonizar plantulas de quinua con valores que fluctian entre
0.5 a 1.17 de indice y de 10.00 a 23.33 de porcentaje de colonizacion
endofitica. Por el contrario, a los 60 dias de evaluacién todas las cepas
colonizaron las plantulas de quinua con valores comprendidos entre 0.5 -1.67
de IC y 10.00 — 33.33 de porcentaje de colonizacién endofitica, siendo la cepa
T2 quien logro el mayor indice y porcentaje de colonizacion (33.33%) seguido
de las cepas T1 y T3, mientras que las cepas T6, T8 y T9 presentaron los

menores valores de colonizacidén en plantas de quinua.

A su vez, usando el método 2, a los 30 dias después de la siembra seis de las
10 cepas evaluadas lograron colonizar plantulas de quinua con valores
comprendidos entre 0.5 -1.00 y 10.00 — 20.00 de indice y porcentaje de

colonizacion endofitica respectivamente.
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En cambio, a los 60 dias todas las cepas colonizaron las plantas de quinua con
valores comprendidos entre 0.83 -3.0 y 16.67 — 60.00 de indice y porcentaje
de colonizacion endofitica respectivamente. Siendo la cepa T10 quien logro la
mayor colonizacién seguido de T3 y T2, mientras que la cepa T8 presento la

menor colonizacion en plantas de quinua de 60 dias de edad.

Ademas, en la Figura 15, se muestra graficamente los efectos simpes de la
interaccidon métodos — fechas de evaluacion — cepas de Trichoderma sp, en
donde para su andlisis se ha separado métodos de inoculacion y fechas de
evaluacion por cada método, observandose interacciones significativas entre
cepas y fechas de evaluacion, en cada método de evaluacion. Donde se puede
observar claramente gque la colonizacion de todas las cepas de Trichoderma a
los 30 dias de evaluacion fue menor, incrementandose a los 60 dias. Este
incremento no fue igual, vario segun las cepas y métodos de inoculacién,
siendo el mayor incremento en el método 2 con valores comprendidos entre
20 -56.67% de incremento de colonizaciébn a diferencia del método 1 con

valores entre 0-16.67% (Figura 16).

Asimismo en la figura 16, se observa que en método 1 los mayores
incrementos de porcentaje de colonizacion se dio en con las cepas T3
(16.67%), T2 (13.33%) y T4 (13.33%) en comparacion de las cepas T1 (6.67%)
y T5 (3.33%) que presentaron un ligero incremento; sin embargo con la cepa
T7 no hubo incremento colonizacion de Trichoderma en los tejidos. Para el
método 2, todas las cepas incrementaron la colonizacién a los 60 dias, siendo
las cepas T3 (56.67%), T10 (46.67%) y T5 (36.67%) los que incrementaron en

mayor porcentaje la colonizacion.
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Figura 15. Porcentaje de colonizacién de cepas de Trichoderma sp en dos métodos
de inoculacion y fechas de evaluacion, realizado en laboratorio de fitopatologia de la
UNA, 2015. Método 1: Peletizacién de semillas Método 2: Infestacion del sustrato.
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Figura 16. Porcentaje de incremento de colonizacién de cepas de Trichoderma sp en
plantas de quinua (Chenopodium quinoa Willd.) a los 60 dias de evaluacion en dos
métodos de inoculacion, realizado en laboratorio de fitopatologia de la UNA, 2015.
Método 1: Peletizacion de semillas Método 2: Infestacion del sustrato.
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Considerando que el mayor indice de colonizacion de cepas de Trichoderma sp
es 5, significa que 30 de 30 segmentos de tejidos pertenecientes a 5 tejidos (6
de raiz principal media (RPM) ,6 de punta de raiz (PR) , 6 de hipocotilo (HP), 6
de epicotilo (EP) y 6 de hojas(H)) fueron colonizados por cada una de las cepas
utilizadas. En este estudio se lleg6 a un IC de 3 con 60 % de colonizacion en la

cepa T10 a los 60 dias de evaluacién con el Método 2.

La mayor colonizacion de cepas de Trichoderma sp en los segmentos de
tejidos se dio en plantas de 60 dias de edad en ambos métodos de inoculacion.
Con respecto al método 1, el tejido RPM fue el mayor colonizado por las cepas
de Trichoderma sp con 33.33 % de colonizacién seguido por los tejidos HP
(24.24 %) y PR (12.12%) a diferencia de los tejidos de H (6.06 %) y Ep (9.09
%) se observd menor colonizacién; mientras que, en el método 2 se observa
que todos los segmentos fueron colonizados en mayor porcentaje, siendo Hp
con la mayor colonizacion de 45.45%, seguido de RPM y Ep con 33.33 % , PR
con 31.82 % y H con 27.27% a los 60 dias de evaluacion. (Tabla 8 y Figura

17).

Del mismo modo, se puede apreciar en la Tabla 8 el porcentaje de colonizacion
endofitica de cepas de Trichoderma sp en tejidos de plantas de quinua varia
segun las fechas de evaluacion, los métodos de inoculacion y tipos de tejidos.
A los 60 dias de evaluacion, nueve cepas de Trichoderma lograron la mayor
colonizacion (>= 50%) en los tejidos de plantas de quinua que fueron inoculas
con el método 2 a diferencia del método 1, en donde tres cepas lograron la
mayor colonizacion. Sin embargo, a los 30 dias de evaluacién en el método 1
dos cepas lograron la mayor colonizacion a diferencia del método 2 ninguna

cepa consiguieron mayor del 50 % de colonizacion.
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Figura 17. Porcentaje de colonizacién endofitica de cepas de Trichoderma sp en
segmentos de cinco tejidos de plantas de quinua (Chenopodium quinoa Willd.) var.
Salcedo INIA a los 30 y 60 dias de evaluacién, realizado en laboratorio de fitopatologia
de la UNA, 2015. Método 1: Peletizacion de semillas Método 2: Infestacion del
sustrato. PR: Punta de la raiz. RPM: Raiz principal media. Hp: Hipocotilo. Ep: Epicotilo. H:
Hojas.

Ademas en la Tabla 8, se observa que las cepas T1, T2, T3 Y T10 fueron los
gue colonizaron todos los tejidos de la planta y a su vez presentaron la mayor
colonizacion de toda la planta mediante el método 2 a los 60 dias de
evaluacion a comparacion con el método 1 ninguna cepa logro la colonizacion
en todos los tejidos en ambas fecha de evaluacion. Esta mayor colonizacién

de las cepas mencionadas se debid por la alta colonizacion que se registré en
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los tejidos de RPM y HP en ambos métodos de inoculaciéon. Asimismo, estas
cepas fueron los mejores colonizadores en ambos métodos de inoculacion a
los 60 dias de evaluacidn, estos resultados concuerda con Bailey et al . (2008),
donde encontraron de 10 cepas de hongos enddfitos, cuatro cepas DIS 110a
(T. harzianum), DIS 219b (T. hamatum), DIS 219f (T. harzianum) y TA (T.
asperellum) fueron los que colonizaron mayor de 50 % los tejidos de cacao en

todos los métodos de inoculacion.

De acuerdo a los resultados, todas las cepas de Trichoderma fueron reaisladas
de segmentos de tejidos pantas de quinua, lo cual indica que son hongos
endofitos de quinua, debido a lo mencionado por Carroll (1988) que estos
microorganismos viven en asociacién con las plantas dentro de sus tejidos en
los espacios intercelulares e intracelulares, absorbiendo nutrientes de ella en
forma asintomética. De manera semejante, Stone et al . (2000) mencionan que
los hongos enddfitos viven en los espacios intercelulares y dentro de la célula
del huésped planta sin causar dafio aparente. Igualmente, concuerda con lo
reportado por Arnold et al . (2003), mencionan gue las plantas colonizadas por
Trichoderma sp crecieron asintomaticamente. Como tal, las cepas de
Trichoderma sp han mostrado interés en el campo de la fitopatologia y se
consideran como agentes de control biolégico que tienen ventajas especificas
sobre los fungicidas sintéticos, incluyendo menos efectos ambientales, eficacia
contra patdgenos resistentes a fungicidas y menor probabilidad de desarrollo

de resistencia(Gao et al ., 2010; Toghueo et al ., 2016).

De igual modo, en otros estudios se aislaron hongos enddfitos de plantulas de
Theobroma gileri previamente inoculadas, corroborado asi la capacidad

endofitica (Evans et al ., 2003) . Lo mismo sucedio en plantulas de cacao que

56
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fueron inoculadas con especies de Trichoderma sp enddfito y todos las cepas
fueron capaces de colonizar partes aéreas de la plantulas (Arévalo et al ., 2010;

Bailey et al ., 2008; Bailey et al ., 2006)

En ambos métodos se observa que el indice y porcentaje de colonizacion fue
menor a los 30 dias de evaluacion incrementandose a los 60 dias de
evaluacion. Estos resultados estuvieron de acuerdo con los hallazgos de Arnold
et al . (2003), donde indican que partes viejas de la planta puede albergar mas
endofitos que los mas jovenes, la edad de la planta y el tiempo de exposicién
del incremento del indculo tienen un efecto sobre la diversidad y nimero de
endofitos en sus tejidos. Ademas la incidencia de hongos endéfitos se

incrementa a medida que las hojas o las semillas crecen (Gallery et al., 2007).

Ademas, Bailey et al . (2008) sefialan que un indice de colonizacibn mayor a
cero indica que la cepa estuvo viviendo dentro del tejido de la planta y es un
enddfito, lo cual indicaria que todas cepas estudiadas son enddfitos de quinua,
estos indices se logré con el método 2. Estas cepas de Trichoderma sp
estudiadas lograron colonizar diferentes partes de la planta ya que fueron
recuperadas de diferentes fragmentos de la misma planta, lo cual indica que
infectaron sistémicamente los espacios intercelulares de las raices, tallos y
hojas de la quinua, considerdndose asi endoéfitos sistémicos, como lo

mencionan Stone et al . (2000).

En otros estudios, varias especies de endofitos fueron recuperados de
diferentes fragmentos de la planta (raices, hojas o ramas), mientras que otros
pueden infectar a varias de estas secciones (Bacon y Hinton, 1996; Bailey et al

., 2006; Carroll, 1988; De Souza et al ., 2008), lo que sucedi6é con las cepas
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estudiadas que colonizaron diferentes tejidos de plantas de quinua a los 30 y

60 dias de evaluacion.

Con respecto a los bajos de valores de indice y porcentaje de colonizacion de
las cepas de Trichoderma que se dio en este estudio, probablemente se deba
al clima frio que se presenta en la Region Puno con la media anual de
temperatura maxima y minima de 14.4°C y 2.7°C respectivamente; mientras
que sucede lo contrario en climas calidos, la colonizacién de hongos enddfitos
es alta (Arévalo et al ., 2010). En un contexto geoclimatico, Arnold and Lutzoni
(2007), sefalan que grupos de endofitos parecen ser mas ricos en los paises
tropicales que en zonas templadas o frias del mundo. Ademas, la procedencia
de las cepas estudiadas son de diferentes lugares, distintos al lugar de estudio,
que podria haber sido otra de las causas de la baja colonizacion en quinua, lo
cual concuerda con reportado por Collado et al. (1999), mencionan que los
taxones aislados de la misma especie hospedadora tienden a cambiar de un

lugar a otro.

Del mismo modo, los métodos de inoculacion empleados en el presente estudio
pueden influenciar la colonizacién de las cepas de Trichoderma, lo cual
concuerda con lo reportado por Bailey et al . (2008), donde muestran que la
colonizacion de hongos enddfitos en plantulas de cacao puede ser influenciado
por los métodos de inoculacion, siendo el comportamiento de algunos hongos
diferente en cada método; a su vez, mencionan que la colonizacién de cacao

por cepas de Trichoderma depende del tiempo y la oportunidad.
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4.2 Capacidad de biocontrol de cepas de Trichoderma sp. endofitos
hacia Peronospora variabilis patogeno de Chenopodium quinoa
willd.

4.2.1 Medicion de la enfermedad ( Severidad y AUDPC)

El andlisis de varianza (ANDEVA) del Area bajo la curva del progreso de la

enfermedad (AUDPC) del mildiu de la quinua (Peronospora variabilis Gaum.)

tratadas con 10 cepas de Trichoderma sp (Tabla 17), mostr6 una alta
significancia al 5 % de probabilidad (Pr<0.05) para tratamientos (cepas) con un

C.V. de 9.77% y un R? de 0.73, indicando que los resultados obtenidos en el

experimento son confiables y el disefio experimental utilizado fue el apropiado

para el control de las variaciones existentes.

La comparacién de medias mediante la prueba de contraste Tukey al 5% de

probabilidad, mostr6é diferencias significativas entre los tratamientos. Los

valores de AUDPC fueron significativamente menores en los todos los
tratamientos que recibieron aplicaciones de Trichoderma sp que el testigo

(T11), siendo el mas afectado con el valor mas alto de AUDPC (1670.5).

Asimismo, los tratamientos con aplicaciones de Trichoderma sp T6 y T8 fueron

los que presentaron los valores altos de AUDPC con 1198.7 y 1168.9

respectivamente; sin embargo, el tratamiento menos afectado fue el T1 seguido

de los tratamientos T3y T2 con valores menores de AUDPC de 615.7, 706.8 y

759 respectivamente (Tabla 9 y Figura 18).
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Tabla 9. Porcentaje de severidad (%) y area bajo la curva del progreso de la
enfermedad (AUDPC) del mildiu (Peronospora variabilis Gaum.) de la quinua
(Chenopodium quinoa Willd.) var. Salcedo INIA tratadas con cepas de
Trichoderma sp. en el CIP Camacani de la UNA, durante la campafa agricola

2015 - 2016.
_ Severidad (%)
Tratamientos AUDPC
100 dds 115dds 130dds 140 dds

T1 3.13 9.73 13.30 15.87 615.70 d
T2 2.11 10.12 19.78 20.68 759.04 cd
T3 3.49 10.07 16.71 18.24 706.76 d
T4 4.83 16.23 21.51 28.84 1021.34 bcd
T5 6.78 13.08 20.50 26.39 943.63 bcd
T6 10.68 20.44 23.41 20.60 1198.72 b
T7 8.97 14.37 19.69 25.18 984.68 bcd
T8 9.97 12.52 29.76 29.04 1168.87 bc
T9 5.88 17.87 18.86 31.47 1039.36 bcd
T10 3.06 13.97 18.01 21.30 833.41 bcd
T11 15.06 25.70 37.00 25.04 1670.53 a

dds: dias después de la siembra.

AUDPC: Area bajo la curva del progreso de la enfermedad
Severidad: Porcentaje del area de la hoja infectada (%)
Letras distintas indican diferencias significativas(p<= 0.05)

1800 a
1600 -
1400 -
1200 -

1000

b bc
bcd bcd
¢ bed bcd
oo | cd g bcd
d
600 -
400 -
200 -
0 -
T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10

T1

AUDPC

T11

TRATAMIENTOS

Figura 18. Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (AUDPC) del mildiu
(Peronospora variabilis Gaum.) de la quinua (Chenopodium quinoa Willd.) var. Salcedo
INIA tratadas con cepas de Trichoderma sp. en el CIP Camacani de la UNA durante la
campafia agricola 2015-2016. Letras distintas indican diferencias significativas (p<=
0.05
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También, los valores de severidad del mildiu de la quinua de todos los
tratamientos que recibieron aplicaciones de Trichoderma fueron inferiores al
testigo hasta los 130 dias después de la siembra (tercera evaluacion), mientras
gue en la dltima evaluacion hubo tratamientos que superaron al testigo (Figura

19).

La primera evaluacion se realizd a los 100 dias después de la siembra (dds)
debido a que el periodo de infeccibon de P. varibilis inicio tarde
aproximadamente a los 90 dds, en donde se observo los primeros sintomas de
la enfermedad con valores de severidad desde 2.11% hasta 15.06 % (testigo).
Dentro de los tratamientos que recibieron aplicaciones de Trichoderma sp, el
tratamiento T2 presento el valor mas bajo de severidad (2.11%) en

comparacion al tratamiento T6 que presento 10.68% de severidad.

En la segunda evaluacion (117 dds) el porcentaje de severidad incremento en
todos los tratamientos con valores desde 9.73% a 25.70% (Testigo), siendo el
tratamiento T1 quien presento el valor mas bajo de severidad (9.73%) en
comparacion al tratamiento T6 (20.44%) que presento el valor mas alto de los

tratamientos que recibieron el control.

En la tercera evaluacion (133 dds) se observé un mayor incremento de
severidad para todos los tratamientos con valores de severidad desde 13.30 %
hasta 37.00 % (testigo). De los tratamiento que recibieron el control, T1
presento el valor mas bajo (13.30%) en comparacion al tratamiento que T8

(29.76%) con el valor mas alto de severidad.
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Figura 19. Curvas del progreso de la enfermedad del mildiu (Peronospora variabilis
Gaum.) de la quinua (Chenopodium quinoa Willd.) var. Salcedo INIA tratadas con 10

cepas de Trichoderma sp. en el CIP Camacani de la UNA durante la campafia agricola
2015-2016.
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En la dltima evaluacion, a los 144 dds, en ocho tratamientos siguio
incrementando la severidad, por el contrario en los tratamientos T11 (testigo),
T6 y T8 que redujeron los valores de severidad Se infiere que las plantas mas
afectadas por la enfermedad, el patdgeno ocasiono defoliacion y es posible que
estas hojas no fueron seleccionadas para la evaluacion que probablemente
presentarian 100 % de severidad y de modo que presentaron bajos valores de
severidad. lgualmente, en todos los tratamientos hubo un ligero incremento de
severidad por que las condiciones medioambientales no eran favorables para el
desarrollo de la enfermedad en el mes de marzo, debido a que fue un mes de
caracteristicas secas, es decir con precipitaciones de 26.80 mm por debajo de
su promedio normal de diez afios (131.01mm).

Estas caracteristicas deficitarias de precipitacion en el mes de marzo no fueron
favorables para el desarrollo de la enfermedad debido a que las esporas se
deshidratan y la esporulacion desaparece (Saravia et al ., 2014); puesto que,
Kumar et al . (2006) mencionan que los factores determinantes para que el
crecimiento del patégeno y desarrollo de la enfermedad son temperaturas
frescas (23 °C) y humedad relativa (mayor 90 %) lo cual no se presentd en el
mes de marzo e hizo que la severidad sea menor y en algunos tratamientos
que recibieron el control se detuvo la enfermedad con ligeros incrementos. Por
el contrario, los incrementos de severidad desde la primera evaluacion hasta la
tercera evaluacion, se registro en el mes de febrero e inicios del mes de marzo,
se debio a que las condiciones ambientales fueron favorables para el desarrollo
de la enfermedad, en donde se registro precipitaciones durante todo el mes e

hizo que la enfermedad se disemine y se desarrolle el patégeno.
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Los tratamientos que fueron aplicados con las cepas T1, T2 y T3, resultaron ser
los menos afectados con la enfermedad, presentaron un lento aumento y
posterior disminucion de la severidad en el tiempo, puede deberse a la
expansion mas rapida de las hojas que al desarrollo de sintomas ( Danielsen et
al ., 2004). Ademas, se observd en estos tratamientos plantas bien
desarrolladas con buen follaje, probablemente las cepas de Trichoderma
actuaron como promotores de crecimiento (Infante et al ., 2009; Martinez et al .,
2013). lgualmente estos resultados concuerdan con Plata et al. (2013), quienes
reportaron dos grupos de Trichoderma, un grupo de cuatro cepas de
Trichoderma inhibieron el desarrollo del mildiu y promovieron el desarrollo de
las plantas de quinua, y un segundo grupo solo controlaron la enfermedad en

mayor proporcion.

Desde el punto de vista del control biol6gico, se demostré que todas las cepas
de Trichoderma sp aisladas de quinua resultaron ser endofitos, capaces de
reducir la severidad del mildiu (Peronospora variabilis Gaum.). No existen
reportes sobre el control del mildiu en quinua con el uso de hongos endofitos;
sin embargo existen estudios para el control de otros patégenos de importancia
en la agricultura, siendo el estudio mas impactante en especies tropicales, en
Theobroma cacao L., la inoculacién con endofitos redujo significativamente la
necrosis foliar y la mortalidad causada por Phytophthora palmivora (Arnold et al
., 2003). Igualmente, se encontraron hongos endofitos mostrando antagonismo
In vitro mediante pruebas de antibiosis y micoparasitismo contra Moniliophthora
roreri (moniliasis), Phytophthora palmivora (pudricion parda) y Moniliophthora
perniciosa (escoba de bruja), inhibieron significativamente el crecimiento

micelial de los patégenos (Leon et al ., 2010; Mejia et al ., 2008).
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Estudios similares han demostrado que especies de Trichoderma spp endéfitos
eran capaces de reducir significativamente la severidad y la incidencia de la
pudricion de raiz del frijol ( F. solani) (Toghueo et al ., 2016). Larran et al .
(2016) reportaron que la mayoria de los endéfitos probados redujeron
significativamente en comparacion con el control a los 11 a 15 dias después de

la inoculacion.

Por lo tanto, la reduccién de la severidad podria atribuirse a un efecto directo
del endofito sobre la propagacion de Peronospora variabilis Gaum. y varios
mecanismos podrian ser responsable de esa reduccion. Se ha reportado de
que los agentes de control bioldégico pueden producir sustancias que atacan
directamente a los patdégenos o que inducen la resistencia sistémica, lo que a
su vez reduce la incidencia de patdgenos en el huésped de la planta (Gao et al

., 2010).

El efecto directo de las cepas de Trichoderma spp sobre el patdgeno se debié a
las aplicaciones foliares que se realizaron a razén de 1 x 10 7 ufc. mIt que fue
adecuada sobre el control de la enfermedad reduciendo la severidad. Es
posible que estas cepas proliferaron y supervivieron en las plantas durante un
periodo prolongado después de la aplicacién, principalmente en tejidos que
suelen ser propensos a infeccién por el patégeno obijetivo, lo cual concuerda
con los hallazgos de otros investigadores que aplicaron la cepa endofito
Trichoderma martiale ALF 247 para el control de Phytophthora palmivora en
concentraciones que oscilaban entre 1 x 10* y 5 x 107 conidios por mililitro, la
severidad de la enfermedad disminuyd proporcionalmente y han demostrado
gue la cepa es un endofito que coloniza toda la planta después de la aplicacion

(Hanada et al ., 2009).
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Igualmente las aplicaciones que se realizaron en cuatro momentos criticos del
desarrollo fenoldgico del cultivo (durante la ramificacion, panojamiento,
floracion y grano lechoso) fue ideal para mantener las poblaciones de
Trichoderma sp sobre la superficie de la planta, colonice y ejerza sus
mecanismos de accion sobre el patdégeno. Es probable que estos endofitos
parasitaron las hifas del patégeno por diversos medios como enrollamiento,
penetracion a las hifas de los agentes patdégenos y secretaron enzimas para
descomponer la pared celular del patdgeno conforme a lo reportado por
Harman (2006). Asi por ejemplo, Trichoderma sp son capaces de parasitar las
hifas del patégeno de las plantas Rhizoctonia solani y muchas de estas
observaciones estan relacionadas con control biol6gico (Grosch et al ., 2006).
De manera semejante, Macagnan et al .(2008) sefalan que cuando los
endofitos colonizan la superficie de la planta, ellos producen enzimas para
hidrolizar paredes celulares de la planta. Como resultado, estas enzimas
también tienen la funcion de suprimir directamente las actividades del patégeno
de la planta y tienen la capacidad de degradar las paredes de la célula de los

hongos y Oomycetes.

A su vez, las aplicaciones que se realizaron a nivel de semilla tuvo un efecto
positivo en el control del inéculo primario de Peronospora variabilis Gaum.,
debido a que en la superficie de las semillas se encuentran las oosporas,
estructuras de reproduccion sexual, que es fuente de indculo para dar inicio a
la enfermedad (Danielsen y Ames, 2000;Danielsen et al ., 2003; Danielsen et
al ., 2004) y al peletizar las semillas con las cepas de Trichoderma sp es
probable que estos endofitos tuvieron efecto directo sobre el patdgeno

utilizando uno o varios mecanismos de accion para reducir las poblaciones de
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oosporas y se puedo observar plantas sanas hasta los 90 dias después de la
siembra a diferencia del control en donde no se aplicé estos hongos en la
superficie de las semillas. Ya que, existen reportes en donde indican los
efectos beneficiosos que tienen algunas especies de Trichoderma viride,
Trichoderma harzianum y Trichoderma pseudokoningii, en la reduccion de la
incidencia de patégenos fungicos transmitidos por semillas (Mukhtar, 2008).
Ademas, otros estudios han confirmado la mejora de la germinacion de las
semillas, asi como el aumento de la frecuencia de plantas sanas y el aumento
del rendimiento con aplicaciones de T. harzianum y T. viride (Toghueo et al .,

2016)

Por consiguiente, las estrategias utilizadas por los hongos endéfitos, agentes
de biocontrol son a menudo los resultados de interacciones directas o
indirectas con el patégeno. Siendo, el micoparasitismo, la secrecion de
metabolitos secundarios toxicos, la competencia por los nutrientes y el espacio
interacciones directas. Por otro lado, la resistencia inducida en las plantas
huésped y la promocion del crecimiento de la planta son interacciones
indirectas (Gao et al ., 2010). Es asi que, para controlar a Peronospora
variabilis Gaum., las cepas de Trichoderma sp pueden usar una o varias de
estas estrategias. Considerando que algunas especies de estos hongos,
inducen mecanismos de defensa en plantas infectadas por estos endofitos, y
cuando son atacadas las plantas por sus patdgenos hay una respuesta de
defensa con muerte celular localizada (Dingle y Mcgee, 2003; Waller et al .,

2005).

La eficacia de Trichoderma sp como agente de control biolégico depende de

los patdgenos a los que se enfrentan. Pero en términos generales, puede
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considerarse un buen candidato para ser utilizado como agente de control
bioldgico debido a su alta capacidad y velocidad de reproduccion; son capaces
de sobrevivir cuando las condiciones ambientales no son favorables, pueden
modificar la rizosfera, presentan la capacidad de transportar rapidamente la
glucosa lo que les da una ventaja en la competencia de nutrientes y pueden
promover el crecimiento de las plantas y mejorar mecanismos de defensa

(Benitez et al ., 2010).

Los resultados obtenidos en este estudio son muy prometedores, sugieren la
incorporacion de cepas de Trichoderma sp endofitos dentro del Manejo
integrado de enfermedades y la produccion de quinua podria beneficiarse
enormemente. Ademdas, apoyan al potencial que tienen estas cepas,
considerados endofitos de plantas y agentes de control biologico (ACB), son
ampliamente utilizados en la agricultura como biofungicidas, tienen la habilidad
de proteger al hospedante de las enfermedades y estrés abidtico, tienen
ventajas especificas sobre los fungicidas sintéticos, incluyendo menos efectos
ambientales, eficacia contra patdégenos resistentes a fungicidas y menor
probabilidad de desarrollo de resistencia (Arnold et al ., 2003; Bae et al ., 2009;
Bailey et al ., 2008; Chaves et al ., 2016; Chen et al ., 2016; Hanada et al .,
2009; Mejia et al ., 2008; Mukherjee et al ., 2012; Plata y Callizaya, 2013;

Reyes, 2012; Rinu et al., 2014; Toghueo et al ., 2016).

4.2.2 Caracteristicas morfolégicas de plantas de quinua tratadas con
cepas de Trichoderma sp.

Los analisis de varianza (ANDEVA) para las caracteristicas morfologicas altura

de planta (AP), longitud de panoja (AP), diametro de panoja (DPN), peso seco

de biomasa (PSB), peso de semilla (PSEM) y rendimiento (RDT ) de plantas de
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quinua var. salcedo INIA tratadas con 10 cepas de Trichoderma sp, mostraron
significancia al 5% de probabilidad (Pr<0.05) para los tratamientos. Ademas,
los analisis mostraron coeficiente de variacion (CV) relativamente bajos de
9.06% (APL), 10.05 %(APN), 14.04% (DPN), 28.40 %(PSB), 12.67%(PSEM) y
13.51% (RDT); y valores de R2 de 0.72 (APL), 0.88 (LPN), 0.75 (DPN), 0.68
(PSB), 0.91 (PSEM) y 0.89 (RDT). Estos valores indican que los resultados de
los parametros evaluados son confiables y el disefio experimental utilizado fue
apropiado para controlar la variacion existente y ademas los valores de R?
indican que el ajuste del modelo lineal usado es bueno. (Tablas 18, 19, 20, 21,
22y 23).

La comparacion de medias mediante la prueba de Tukey al 5% de probabilidad,
mostré diferencias significativas entre los tratamientos en todas las
caracteristicas morfologicas estudiadas (Tabla 10). Los valores de altura de
planta, fueron significativamente mayores en los todos los tratamientos que
recibieron aplicaciones de Trichoderma sp con valores comprendidos entre
78.89 cm a 104.25 cm, a diferencia del testigo (T11) que presento el valor mas
bajo con 71.55 cm, siendo los tratamientos T1, T2 y T3 los que tuvieron mayor
efecto en el crecimiento de la planta con valores de 99.01 cm, .101.52 cm y
104.25 cm.

En cuanto a los valores de altura de panoja, fueron significativamente mayores
en los todos los tratamientos que recibieron aplicaciones de Trichoderma sp
con valores comprendidos entre 22.70 cm a 37.55 cm a diferencia del testigo
(T11) que presento el valor méas bajo con 21.48 cm. Mientras que el tratamiento
T7 el que tuvo mayor efecto en la APN con 37.55 cm, .seguido de T10 con

35.32 cm. Sin embargo, en el parametro de diametro de panoja (DPN), sies de
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los tratamientos que recibieron aplicaciones de Trichoderma sp fueron
significativamente mayores con valores comprendidos entre 5.68 cm a 8.41 cm
a diferencia del testigo (T11) que presento el valor mas bajo con 4.43 cm,
siendo el tratamiento T1 el que tuvo mayor efecto en la DPN con 8.41 cm a
comparacion de los tratamientos T4, T6, T7 y T8 que no tuvieron diferencias
significativas con el testigo.

Sin embargo, los valores de peso seco de biomasa, fueron significativamente
mayores en los todos los tratamientos que recibieron aplicaciones de
Trichoderma sp con valores comprendidos entre 20.75 g a 43.44 cm a
diferencia del testigo (T11) que presento el valor mas bajo con 16.41 g, siendo
el tratamiento T2 con mayor efecto en el PSB. Similar comportamiento se
observé en el parametro rendimiento (RDT), en donde todos los tratamientos
que recibieron aplicaciones de Trichoderma sp fueron significativamente
mayores al testigo (1141.27 kg.ha') con valores comprendidos entre 1445.34
kg.hal a 3127.3 kg.ha?, siendo los tratamientos T1 (3127.3 kg.hal), T3
(3029.12 kg.hal) y T10 (3032.54 kg.ha' ) con mayor rendimiento.

Mientras que, para el pardmetro peso de semillas (g.planta!) ocho de los
tratamientos que recibieron aplicaciones de Trichoderma sp fueron
significativamente mayores al testigo (9.34 g.plantal) con valores
comprendidos entre 9.9 g-planta! a 19.98 g.planta’, siendo el tratamiento T10
con mayor efecto en el PSEM a comparacion de los tratamientos T6 y T8 que

no tuvieron diferencias significativas con el testigo.

Existen escasas investigacion sobre el uso de Trichoderma endofito en quinua;
sin embargo, en un trabajo de investigacion realizado en invernadero, utilizaron

30 cepas de Trichoderma para el control del mildiu de la quinua, encontraron
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seis cepas que inhibieron la enfermedad y a su vez mejoraron el crecimiento de
las plantas (Plata et al ., 2013) lo cual concuerda con los resultados de esta
investigacion. Puesto que los efectos de cepas de Trichoderma sp sobre el
crecimiento y desarrollo de las plantas tienen implicaciones econdmicas
importantes, asi como mejorar el vigor de las plantas para superar las
tensiones bidticas y / o abidticas (Toghueo et al ., 2016). Por lo tanto, el uso de
estas cepas en la mejora y proteccion del crecimiento de las plantas es de
importancia en el sistema de agricultura sostenible, ya que los fertilizantes
quimicos y los pesticidas no son econémicos a largo plazo debido a su costo y

a la contaminacién ambiental.

La promocion del crecimiento de las plantas se observa a menudo en
respuesta a la colonizacion de Trichoderma sp (Harman, 2006; Rinu et al .,
2014). Es probable que las cepas de Trichoderma endofito cree condiciones de
crecimiento mas favorables que conduzcan a un mejor crecimiento de la
planta.(Toghueo et al ., 2016) Los resultados estuvieron de acuerdo con los
hallazgos de otros investigadores que sugirieron que ademas de su capacidad
de biocontrol, algunas especies de Trichoderma spp son capaces de promover
el crecimiento de las plantas (Hoyos-Carvajal et al ., 2009). De igual modo,
muchos estudios demostraron que plantas infectadas con endéfitos obtienen
promocioén del crecimiento, la resistencia a la estrés por sequia y la tolerancia a
la condiciones inadecuadas del suelo (Malinowski et al., 2004). Asi por ejemplo,
semillas tratadas con la cepa T22 de T. harzianum, respondieron positivamente

y hubo un aumento de rendimiento(Harman, 2006).

Lu et al . (2000) sefialan que la mejora del crecimiento de la planta puede estar

influenciada por compuestos como fitohormonas producidas por hongos
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endofitos como el acido indolacético (IAA) y sus analogos. Ademas, la
produccion de algunos acidos organicos tales como los acidos glucénico citrico
y / o fumarico (Vinale et al.,, 2008) reduce el pH del suelo, dando como

resultado la solubilizacion de fosfatos. (Toghueo et al., 2016).

4.2.3 Estudios de correlacion

En la Tabla 11 se observa las correlaciones de Pearson entre variables de area
bajo la curva del progreso de la enfermedad (AUDPC) del mildiu (Peronospora
variabilis Gaum.) y colonizacién endofitica (Col) de cepas de Trichoderma sp.
en plantas de quinua (Chenopodium quinoa Willd.) var. Salcedo INIA con
variables morfoldgicas cuantitativas de la quinua: altura de planta (AP), longitud
de panoja (LPN), didmetro de panoja (DPN), peso seco de biomasa (PSB),
peso de semillas(PSEM) y rendimiento (RDT) . Se han considerado para el
analisis solamente las correlaciones altas >0.50 y que estas sean significativas
y aquellas cercanas a 1 indica una correlacion muy alta con una fuerte
dependencia lineal positiva 0 negativa entre las dos variables. La variable AP
tuvo la correlacion mas alta y positiva con PSB (r = 0.90) seguido con DPN
(r=0.79), PSEM (r=0.76), RDT (r=0.75), Col M1 60d (r=0.69), Col. M2 60d (r=
0.62), LPN(r=0.55) y Col. M1 30d (r=0.53), y correlacion negativa con AUDPC
(r=-0.68); sin embargo, con la variable Col. M2 30d (r=0.21) no hubo
correlacion.

La variable APN tuvo correlacion positiva con PSEM (r = 0.50) y Col. M2 60d

(r= 0.50) a diferencia de las demas variables no hubo correlacion significativa,
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mientras que la variable DPN presento una alta correlacion positiva con PSB
(r=0.89) seguido con RDT (r=0.81), PSEM (r=0.70), Col M1 60d (r=0.65), Col.
M1 30d (r=0.64) y Col. M2 60d (r= 0.50), y correlacion negativa con AUDPC
(r=-0.58).

La variable PSB presento una alta correlacion positiva con RDT (r=0.87),
seguido de PSEM (r=0.86), Col M1 60d (r=0.71), Col. M1 30d (r=0.65) y Col.
M2 60d (r= 0.61), y correlacion negativa con AUDPC (r=-0.61).

Asimismo, la variable PSEM presento una alta correlacién positiva con RDT
(r=0.84), seguido de Col M1 60d (r=0.60), Col. M2 60d (r= 0.60) y Col. M1 30d
(r=0.53),y no hubo correlacién con AUDPC (r=-0.46) y Col M2 30d (r=0.21).
Mientras que la variable RDT hubo correlacion positiva con Col M1 60d
(r=0.72), Col. M2 60d (r= 0.66) y Col. M1 30d (r=0.60), y correlacién negativa
con AUDPC (r=-0.62) y no hubo correlacién con Col M2 30d (r=0.24)

Por otra parte, existi6 una alta y negativa correlacion entre AUDPC y con Col.
M2 60d (r=- 0.79) seguido con Col M1 60d (r=- 0.78), y Col. M1 30d (r=-0.62) a
excepcion con Col M2 30d (r=-0.36). Sin embargo, la variable Col. M1 30d
Gnicamente presento una alta correlacién positiva con Col M1 60d (r= 0.76);
también, Col M1 60d con Col. M2 60d (r= 0.69).

En los tratamientos evaluados, las plantas con mayor altura poseen mayor
peso en biomasa, panojas grandes y de mayor diametro, peso de semillas por
planta, rendimiento y mayor resistencia al mildiu al mildiu y del mismo modo,
las plantas de menor atura tuvieron menor peso en biomasa, panojas pequefnas
y de menor didmetro, peso de semillas por planta, menor rendimiento y mayor

susceptibilidad al mildiu
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Por otra parte, fue notorio observar que la variable AUDPC de mildiu se
correlacion6 negativamente con todas las variables morfologicas y rendimiento,
esto indicaria que hay una relacion inversamente proporcional entre la
resistencia al mildiu y las variables mencionadas. Esto significa que las plantas
tratadas con cepas de Trichoderma sp adquirieron cierta resistencia a mildiu y
fueron plantas de mayor crecimiento y rendimiento. Por otra parte, los
tratamientos que resultaron ser susceptibles serian aquellas con menor
crecimiento y rendimiento. Estos efectos positivos en las plantas son
caracteristicas propias de las cepas de Trichoderma sp hacia la planta.

Resultados similares fueron reportados por Danielsen et al . (1999),
encontraron correlacion negativa fuertemente significativa entre AUDPC vy
rendimiento de ocho cultivares, significa que bajo estas condiciones AUDPC
explica la mayor parte de la variacion del rendimiento; igualmente, Gabriel et al

. (2012) reportaron una correlacion negativa entre AUDPC vy altura de planta.
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CONCLUSIONES

» Se logré la mayor colonizacion endofitica (34.24%) de cepas de Trichoderma
en quinua con el método de infestacion del sustrato a diferencia del método
peletizacion de semillas con 16.97%; siendo las cepas T10 (60%), T3
(56.67%) y T2 (43.33%) con mayor colonizaciébn mientras que la cepa T8
(33.33%) presento la menor colonizacién en plantas de quinua a los 60 dias

de evaluacion.

* Los valores de AUDPC fueron significativamente menores en los todos los
tratamientos que recibieron aplicaciones de Trichoderma sp que el testigo
T11l (AUDPC = 1670.5), siendo los tratamiento T1l, T3 y T2 menos
afectados con valores de AUDPC de 615.7, 706.8 y 759 respectivamente en
comparacion a los tratamientos T6 (AUDPC = 1198.7) y T8 (AUDPC =

1168.9) que fueron los que presentaron los valores altos de AUDPC.

« Similar tendencia ocurrié en las caracteristicas morfologicas de la planta, los
tratamientos T1, T2, T3,y T10 presentaron los valores mas altos en altura de
planta (99.01, 101.52, 104.25 y 92.76 cm), diametro de panoja (8.41, 6.77,
6.73 y 6.48 cm ), peso seco de biomasa (42.7, 43.44, 39.97y 39.32 g. planta

1), peso de semilla (14.25, 19.44, 15.45 y 19.98 g. planta 1) y rendimiento
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(3127.30, 2866.57, 3029.12 y 3032.54 kg. ha?l respectivamente) en
comparacion al Testigo (T11) con 71.55 cm, 21.48 cm, 16.42 g. planta !,

9.34 g. planta * y 1141.27 kg. halrespectivamente.

+ Asimismo, se observo una alta correlacion negativa entre los parametros
AUDPC y caracteristicas morfolégicas de la planta y colonizacion endofitica

gue significa el efecto positivo del biocontrol del mildiu con Trichoderma sp.
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RECOMENDACIONES

- Evaluar la colonizacion endofitica de las cepas de Trichoderma endofito
T1, T2, T3 y T10 en plantas mayores a 60 dias de edad desarrolladas

bajo condiciones controladas y en campo.

- Para el biocontrol de mildiu (Peronospora variabilis Gaum.) de la quinua
realizar aplicaciones de las cepas de Trichoderma endofito T1, T2, T3y
T10 a nivel de semillas y abono al momento de la siembra, y cuatro
aplicaciones a nivel foliar durante la ramificacién, panojamiento, floracién

y grano lechoso.

- Probar diferentes dosis e interacciones de Trichoderma endofito con las
cepas T1, T2, T3y T10 en diferentes zonas agroecolégicas de la Regién
Puno, con el fin de obtener un control mas eficaz del mildiu

(Peronospora variabilis Gaum.) de la quinua.

- Realizar estudios sobre la composicion genética de la poblacion de
Peronospora variabilis en cuanto a la presencia de razas en diferentes

zonas agroecologicas de la Regién Puno.
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Tabla 12. Evaluacion de colonizacion de cepas de Trichoderma sp. en tejidos de
plantas de quinua (Chenopodium quinoa Willd.) a los 30 y 60 dias después de la
siembra mediante dos métodos de inoculacion, desarrollado en el laboratorio de
Fitopatologia de la UNA, 2016.

S| < 30 dds 60 dds
Método de ;% :% ‘§ sl .l . 5 | olslal o =

colonizacion | G é' 3 & 28 Tl e § & 28 Tl e §

METODO 1 TL |1(1(1|0|0|0|0O0|1|2000|{0|212|0|1]|0]| 2] 40.00
METODO 1 TL |1(2|1|0|0|0|0O0|1|2000|{1|0|0|0|0]| 1] 20.00
METODO 1 TL |2(1(1|0|0|0|0O0|1|2000{0|0|21|0|0]|1]20.00
METODO 1 T1 |2|{2|1]1|0|0|0|2|4000/0(21|1|0]|O0]|2]40.00
METODO 1 T1 (3|{1/0|1|0|0|0|1|2000/0(2|0|0|O0]|1]20.00
METODO 1 T1 |3|2|1/]0|0|0|0|1|2000|/0|21|0|1]|0]|2]40.00
METODO 1 T2 |1(1(1|0|0|0|0O|1|2000|/0|212|0|O0]|1]| 2] 40.00
METODO 1 T2 |1](2|0|1|0|0|0|1|2000|{0|21|0|0]|1]|2)] 4000
METODO 1 T2 |2|1|0|1|0|0|0|1|2000|1|1|0|0]|0] 2] 40.00
METODO 1 T2 (2|2|0|0|1]0|0|1|2000/0(2|0|0|0]|1]20.00
METODO 1 T2 (3|{1|/0|0|1]0|0|1|2000/0(2|0|0|O0]|1]20.00
METODO 1 T2 {3|2|0|0|0|1]|0|1|2000|/0|2|0|1]|0]|2]40.00
METODO 1 T3 |1(1(0|0|0O|O|O|O|00O0|1|0O|2|0]|0] 2] 4000
METODO 1 T3 |1(2|0|1|0|0|0O|1|2000/0|0|0O|0|1]|1]20.00
METODO 1 T3 |2(1(0|0|1|0|0|1|2000|1|0|1|0]|0]| 2] 40.00
METODO 1 T3 (2|2|0|0|0|O0O|O|O|0OO0O|O|O|O|O|0O]|O0]| 0.00
METODO 1 T3 (3|{1/0|0|0|0O|O|0O|0OO0O|O|O|2|0|0]|1]20.00
METODO 1 T3 (3|2|1|]0|0|0|0|1|2000/0|0|21|1]|0]|2]40.00
METODO 1 T4 |1|1|0|0|0O|O|O|O|0OOO|O0O|O|O|0O]|1]|1]20.00
METODO 1 T4 |1|2|0|0|0|0O|O|O|0O0OO|O|O|O|O|0O]|O0O] 0.00
METODO 1 T4 |2|1|0|0|0O|O|O|O|00O0O|O|21|2|0]|O0]| 2] 4000
METODO 1 T4 (2|2|0|0|0|O0O|O|0O|0OO0O|O|O|O|O|O]|O]| 0.00
METODO 1 T4 |3|1|/0|0|0|0O|O|0O|0OO0O|O|2|0O|0|0O]|1]20.00
METODO 1 T4 |3|2|0|0|0|0O|O|0O|0OO0O|O|O|O|O|0O]|O]| 0.00
METODO 1 T5 |1(1(0|1|0|0|0|1|2000{0|0|2|0|0]| 1] 20.00
METODO 1 5 |1(2|0|1|0|0|0|1|2000/0|0|0|12]|0]| 1] 20.00
METODO 1 5 |2(1(0|1|0|0|0|1|2000{0|21|21|0]| 0] 2] 40.00
METODO 1 5 (2|2|0|0|0|O0O|O|O|0OO0O|O|O|O|O|O]|O] 0.00
METODO 1 5 (3|{1/0(1|0|0|0|1|2000/0(2|212|0]|O0]|2]40.00
METODO 1 5 ({3|2|0|1|0|0|0|1|2000{0|0|0|0|0O]|O0O]| 0.00
METODO 1 T6 |1|1|0|0|0O|O|O|O|0O0O0O|1|0O|0O|0O0]|0]|1]20.00
METODO 1 T6 |1/2|0|0|0|0O|O|O|0O0OO|O|O|O|O|0O]|O0O] 0.00
METODO 1 T6 |2|1|0|0|0O|O|O|O|0O0O0O|O0O|21|0O|0|0]|1]20.00
METODO 1 6 (2|2|0|0|0|O0O|O|0O|0OO0O|O|O|O|O|O]|O] 0.00
METODO 1 T6 ([3|1/0|0|0|0O|O|0O|0OO0O|O|2|0O|0|0O]|1]20.00
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METODO1 |76 |3 |2|0|0|0|0|0|0|000|0O|0O|O|0O|O]| O] 0.00
METODO1 |T7 |1|1|0|1|0|0|0|1|2000{0|0|0|0|0]| 0] 0.00
METODO1 |T7 |1|2|0|/0|0|0|0|0[000|0|0|0|1]|0]|1]20.00
METODO1 |T7 |2|1[0|/0|0|0|0|0|000|0|1|1|0]|0]|2]40.00
METODO1 |T7 |2 |2|0|1|0|0|0|1|2000{0|0|0|0|0]| 0] 0.00
METODO1 |T7 |[3|1|0|0|0|0|O|0O|00O0O|O|O|O|O|O]|O] 0.00
METODO1 |T7 |3|2|0|1|1|0|0|2[4000[1|0|0|0]|0]|1]20.00
METODO1 |78 |1|1|0|/0|0|0|0|0[000|0|1|0|0]|O0]|1]20.00
METODO1 |78 |1 |2 |0|0|0|0|0O|0|000|0O|0O|0O|0O|O]| O] 0.00
METODO1 |78 |2 |1[0|/0|0|0|0|0[000|0|1|0|0]|O0]|1]20.00
METODO1 (T8 |2 |2|0|0|0|0|0O|0O|00O0O|O|O|O|O|O]|O] 0.00
METODO1 (T8 [3|1[0|0|0[0|0|0[000|0|1|0|0]|O0]|1]20.00
METODO1 |78 |3 |2|0|0|0|0|0O|0|000|0O|0O|O|0O|O]| O] 0.00
METODO1 |T9 |1|1|0|0|0|0|O|0O|000|0O|O|O|O|O]|O] 0.00
METODO1 |T9 |1|2|0|0|0|0|0|0|000|0|0|21|0]|0]|1]20.00
METODO1 |T9 |2 |1|0|0|0|0|0|0|000|0|0O|0O|0O|O]| O] 0.00
METODO1 |T9 |(2|2|0|0|0|0|0|0[000|0|0|2|0]|0]|1]20.00
METODO1 |T9 |[3|1|0|0|0|0|0O|0O|00O0O|O|O|O|O|O]|O] 0.00
METODO1 |T9 |[3|2|0|/0|0|0|0|0[000|0|1|0|0]|0]|1]20.00
METODO1 |T10{1 |1 |0|1|0 |0 |0 |1/20.00{0|1|1|0]|O0]|2]|4000
METODO1 |T10|1|2|0|0|0|0|0O|0|000|0O|0O|0O|0O|O]| O] 0.00
METODO1 |T10|/2 |1 [0 |1|0|0|0|1[2000|1|0|0|0]|0]|1]20.00
METODO1 |T10|2|2|0|0|0|0|0|0[000|0|0|21|0]|O0]|1]20.00
METODO1 |T10|/3|1|1/0|0|0|0|1[2000[1|0|1|0]|0]|2]40.00
METODO1 |T10|/3|2|0|0|0|0|0|0|000|0O|0O|0O|0O|0O| O] 0.00
METODO1 |Ti1|1|0|0|0O|0|0|0O|0O|000|0O|0O|O|0O|O]| O] 0.00
METODO1 |Ti1|1|0|0|0O|0|0|0O|0O|000|0O|0O|0O|0O|O| O] 0.00
METODO1 |Ti1|2|0|(0|0|0|0|0O|0|000|0|0O|0O|0O|O| 0] 0.00
METODO1 |Ti1|2|0|0|0O|0|0|0O|0O|000|0O|0O|O|0O|O| O] 0.00
METODO1 |Ti1|3|0|0|0|0|0|0O|0O|000|0O|0O|O|0O|O| O] 0.00
METODO1 |Ti1|3|0|0|0|0|0|0O|0|000|0O|0O|0O|0O|O]| O] 0.00
METODO2 |T1 [1|1|0|1|0|1|0|2|4000{0|0|1|1]0]2]4000
METODO?2 |T1 |1|2|0|/0|0|0|0|0[000|0|1|212|0]|0]|2]40.00
METODO2 |T1 (2|1 |1|1|0|0|0|2|40.00{0|0|1|0]|1]2]4000
METODO2 |T1 (2|2|0|0|0|0|0|0[000|0|0|21|1]|0]|2]40.00
METODO2 |T1 (3|1 |1|1|0|0|0|2[4000{0|1|1|1]|0]|3]60.00
METODO2 |T1 (3|2|0|0|0|0|0|0[000|1|0|0|0]|O0]|1]2000
METODO2 |T2 [1|1|0|1|0|0|0|1/20.00{0|0|21|1]0]2]4000
METODO?2 |T2 |1|2|0|0|0|0|0|0[000|0|0|21|1]|0]|2]40.00
METODO2 |T2 [2|1|1|0|0|0|0|1/20.00{0|0|2|0]|O0]1]|2000
METODO2 |T2 |2|2|0|0|0|0|0|0[000|0O|O0|21|1]|1]|3]60.00
METODO2 |T2 |3|1|0|1|0|0|0|1[2000{0|1|1|1]|0]|3]60.00
METODO2 |T2 |3|2|0|0|0|0|0|0[000|12|0|0|1]|0]|2]40.00
METODO2 |T3 |[1{1|0|0|0|0|0|0[000|21|21|2|1]|1]|5]100.00




Universidad

TESIS EPG UNA - PUNO 2 Nacional del

Altiplano

METODO?2 |T3 |1|2|0|0|0|0|0O|0|00O0O|0O|O|O|0O|O]| O] 0.00

METODO?2 |T3 |2|1|0|0|0|0|0|0|000|0|0|21|1]|1]|3]60.00
METODO?2 |T3 |2|2|0|0|0|0|0|0|000|0|1|21|1]|1]|4]80.00
METODO?2 |T3 |3 |1[0|/0|0|0|/0|0[000|0|1|0|0]|O0]|1]20.00
METODO2 |T3 (3|2|0|0|0[0|0|0[000|21|21|21|1]|0]|4]80.00
METODO2 |T4 1|1 |0|1|0|0|0|1|2000{0|0|0|0|0]| 0] 0.00

METODO2 |T4 |1|2|0|/0|0|0|0|0|000|0|0|21|1]|1]|3]60.00
METODO2 |T4 [2|1|1|0|0|0|0|1/20.00{0|0|0|1]|1]2]4000
METODO?2 |T4 |2|2|0|0|0|0|0|0[000|0|1|0]|0]|1]|2]40.00
METODO?2 |T4 |3 |1|0|1|1|0|0|2|4000{0|0|0|0|0]| 0] 0.00

METODO2 |T4 |3|2|0|0|0|[0|0|0[000|0|0|21|1]|1]|3]60.00
METODO2 |T5 |1{1[0|0|0[0|0|0[000|0|0|21|0]|1]|2]40.00
METODO2 |T5 |1|2|0|/0|0|0|0|0[000|0|0|21|0]|0]|1]20.00
METODO2 |T5 |2 |1|0|/0|0|0|0|0[000|1|1|0|0]|0]|2]40.00
METODO2 |T5 |2 |2|0|0|0|0|0|0[000|0|1|21|0]|0]|2]40.00
METODO?2 |75 (3 |1[0|/0|0|0|/0|0[000|1|1|0|0]|0]|2]40.00
METODO2 |T5 |(3|2|0|/0|0|[0|0|0[000|0|21|12|0]|0]|2]40.00
METODO?2 |T6 |1{1[0|1|[0|0|0|1[2000[{0|0|21|0]|0]|1]20.00
METODO2 |T6 |1|2|0|0|0|0|0|0[000|12|0|0|0]|0]|1]20.00
METODO?2 |T6 |2 |1|1|/0|0|0|0|1[2000{0|0|21|0]|0]|1]20.00
METODO?2 |T6 |2 |2|0|0|0|0|0|0|000|0|1|0|0]|O0]|1]20.00
METODO?2 |T6 |3 |1[0|1|0|0|0|1[2000{0|0|21|0]|0]|1]20.00
METODO2 |T6 |(3|2|0|/0|0|[0|0|0[000|1|1|0|0]|O0]|2]40.00
METODO2 |T7 |1|{1[0|/0|0|[0|0|0[000|0|0|0O|1]|1]|2]40.00
METODO2 |T7 |1|2|0|/0|0|0|0|0[000|0|0|21|0]|1]|2]40.00
METODO?2 |T7 |2|1[0|0|0|0|0|0[000|0|0|0|0]|1]|1]20.00
METODO?2 |T7 |2|2|0|0|0|0|0|0[000|1|0|0|1]|0]|2]40.00
METODO?2 |T7 |[3|1|0|/0|0|0|0|0|000|0|0|21|1]|1]|3]60.00
METODO2 |T7 |3 |2|0|0|0|0|0O|0O|00O0O|0O|O|O|O|O]|O] 0.00

METODO?2 (T8 |1|1[0|0|0|0|0|0[000|1|0|0|0]|1]|2]40.00
METODO?2 |T8 |1|2|0|0|0|0|0O|0|000|0O|0O|O|0O|O]| O] 0.00

METODO?2 |78 |2 |1|0|0|0|0|0|0[000|1|0|0|0]|0]|1]20.00
METODO?2 |78 |2 |2|0|0|0|0|0|0[000|1|0|0|0]|0]|1]20.00
METODO?2 |78 [3|1[0|/0|0|[0|/0|0[000|1|0|0|0]|O0]|1]20.00
METODO?2 (T8 |3 |2|0|0|0|0|0O|0O|00O0O|0O|0O|O|0O|O]|O] 0.00

METODO2 |T9 [1{1[0|/0|0|[0|0|0[000|1|1|0|0]|O0]|2]40.00
METODO2 |T9 |1|2|0|1|0|0|0|1[2000{1|0|0|0]|0]|1]20.00
METODO2 |T9 [2|1|0|1|1|/0|0|2|4000{1|1|0|0]|O0]|2]4000
METODO?2 |T9 |2 |2|0|0|0|0|0|0[000|1|0|1|0]|0]|2]40.00
METODO?2 |T9 |3 |1[0|1|0|0|0|1[2000[1|0|0|0]|0]|1]20.00
METODO2 |T9 |[3|2|0|0|0|0|0|0[000|1|1|0|0]|O0]|2]40.00
METODO?2 |T10|1{1(0|0|0|0|0|[0[000 |21 |1 |21|1]|1]|5]/100.00
METODO?2 |T10|/1|2|1|/0|0|0|0|1[2000{0|1|0|0]|0]|1]20.00
METODO2 |T10(2 |1 |0 |1|1|/0|0|2|4000{1|1|1|1]|0]4]|8000
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METODO?2 |T10|/2|2|0|/0|0|0|0|0|000|0|1|0|0]|1]|2]40.00
METODO?2 |T10|/3|1|1|/0|0|0|0|1[2000{0|0|1|1]|0]|2]40.00
METODO?2 |T10|/3|2|0|0|0|0|0|0|000|0|1|21|1]|1]|4]80.00
METODO?2 |T11|1|0|(0|0|0|0|0|0|000|0|0O|0O|0|O| O] 0.00
METODO?2 |Ti1|1|0|0|0O|0O|0O|0O|0O|000|0O|0O|O|0O|O| O] 0.00
METODO?2 |Ti1|2|0|0|0O|0|0|0O|0O|000|0O|0O|O|0O|O| O] 0.00
METODO?2 |Ti1|2|0|0|0|0|0|0O|0|000|0O|0O|O|0O|O| O] 0.00
METODO?2 |T11|3|0|0|0|0|0|0O|0|000|0|0O|0O|0O|O| O] 0.00
METODO?2 |T11|3|0|0|0|0|0|0O|0|000|0|0O|0O|0O|O]| O] 0.00

Metodol: Peletizacién de semillas M2: Infestacion del suelo

PR: Punta de la raiz. RPM: Raiz principal media. Hp: Hipocotilo. Ep: Epicotilo. H: Hojas.
(1) colonizacién positiva de Trichoderma (0) No colonizo Trichoderma

IT: indice de colonizacion

%ocol: Porcentaje de colonizacién

dds: dias después de la siembra
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Figura 20: Distribucion de tratamientos, surcos, blogues segun disefio
experimental de bloque completo al azar en el CIP Camacani de la UNA, durante
la campafia agricola 2015 - 2016.
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Ndmero de surcos por parcela: 5
Distancia entre surcos: 0,60 m

Longitud de surcos: 5 m

Ancho de parcela: 2.4 m

Distancia entre parcelas: 1.2 m

Area efectiva del experimento: 889.2 m2
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Tabla 14. Evaluacién de caracteristicas morfologicas de plantas de quinua
(Chenopodium quinoa Willd) var. Salcedo INIA tratadas con cepas de
Trichoderma spp en el CIP Camacani de la UNA, durante la campafia agricola

2015 - 2016
2 s = © = @ S
w| z| «| E o E SE | 9 ©| =% z
D | W g < T L o & o 8= £ ¢ L d
o = = oc S S »E @ o © <
O| 2| < © O Ele) ) c9Qg "3 52
J | B | 4 5> g Ec N 8= o= 2
o < o = <a S 3 7 o 02 5
o < e oo o x
Bl T1 1 94.50 28.50 7.50 34.73 10.50 2275.22
Bl T1 2 91.60 27.50 8.00 34.68 10.84 2347.80
Bl T1 3 94.00 31.00 8.00 36.61 16.52 3579.33
Bl T1 4 90.40 29.00 9.70 37.81 13.22 2863.47
Bl T1 5 89.40 30.00 7.40 38.01 9.91 2147.60
Bl T1 6 99.00 26.60 6.00 36.56 10.84 2348.67
Bl T1 7 93.00 25.40 6.50 30.72 10.18 2205.02
Bl T1 8 102.00 29.50 8.00 38.49 13.30 2881.23
Bl T1 9 100.50 28.00 8.50 39.80 17.70 3834.13
Bl T1 10 100.40 30.00 9.50 36.27 17.81 3857.75
Bl T1 1 98.25 31.00 7.75 39.15 13.69 3079.69
Bl T1 2 100.30 30.25 8.25 40.23 12.49 2810.36
Bl T1 3 98.75 30.50 8.50 41.46 17.37 3908.59
Bl T1 4 93.95 31.25 9.50 44.83 14.17 3187.46
Bl T1 5 95.20 30.50 8.20 43.96 12.41 2792.03
Bl T1 6 99.00 28.55 7.25 43.40 13.03 2932.76
Bl T1 7 96.75 27.85 7.85 40.65 12.16 2736.23
Bl T1 8 101.20 31.50 8.68 46.65 13.72 3087.34
Bl T1 9 104.40 32.35 9.00 45.92 15.92 3582.11
Bl T1 10 102.28 31.43 9.13 40.79 17.55 3948.19
Bl |T1 1 102.00 33.50 8.00 43.56 16.87 3656.03
Bl |T1 2 109.00 33.00 8.50 45.77 14.15 3064.75
Bl |T1 3 103.50 30.00 9.00 46.30 18.22 3948.32
Bl |T1 4 97.50 33.50 9.30 51.85 15.12 3275.35
Bl |T1 5 101.00 31.00 9.00 49.92 14.91 3229.63
Bl |T1 6 99.00 30.50 8.50 50.23 15.23 3299.62
Blll |T1 7 100.50 30.30 9.20 50.58 14.15 3064.75
Blll |T1 8 100.40 33.50 9.35 54.81 14.15 3064.75
Blll |[T1 9 108.30 36.70 9.50 52.03 14.15 3064.75
Blll T1 10 104.15 32.85 8.75 45.30 17.29 3746.17
Bl T2 1 100.00 23.00 8.00 53.57 19.44 2672.31
Bl T2 2 98.00 25.00 6.00 3541 17.91 2462.49
Bl T2 3 82.70 20.00 4.80 18.14 18.73 2575.24
Bl T2 4 107.00 20.20 7.50 62.18 17.79 2445.44
Bl T2 5 89.00 24.00 4.50 54.94 21.35 2935.76
Bl T2 6 72.00 24.00 5.00 1.72 18.99 2611.26
Bl T2 7 81.00 20.00 7.50 3.35 19.06 2621.30
Bl T2 8 110.00 24.00 9.00 53.34 20.00 2750.41
Bl T2 9 107.00 23.00 6.50 50.83 21.49 2955.29
Bl T2 10 100.00 21.00 5.00 32.21 17.37 2388.51
Bll T2 1 105.00 24.00 7.25 48.08 22.85 4265.15
Bll T2 2 115.00 24.00 7.00 82.09 19.58 3655.31
Bl T2 3 90.35 21.50 6.40 25.48 18.38 3431.77
Bl T2 4 100.00 27.60 7.50 49.90 20.93 3907.21
Bl T2 5 104.50 26.00 6.50 64.80 18.14 3386.23
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B [T2 |6 73.00 22.00 5.00 8.97 18.30 3415.16
B [T2 [7 84.00 22.00 6.75 13.47 19.17 3577.84
Bl [T2 |[8 112.00 28.15 9.00 65.70 17.92 3345.16
BIL [T2 |9 98.85 29.00 6.25 50.24 21.29 3974.69
B [T2 [10 132.50 23.75 6.00 25.65 17.88 3337.69
Bl [T2 |1 110.00 25.00 6.50 42.59 19.26 2279.46
Bl [T2 [2 132.00 23.00 8.00 128.76 16.26 1923.51
Bl [T2 |3 98.00 23.00 8.00 32.83 18.04 2134.73
Bl [T2 [4 93.00 35.00 7.50 37.63 20.08 2375.90
Bl [T2 |[5 120.00 28.00 8.50 74.66 20.93 2476.72
Bl [T2 [6 74.00 20.00 5.00 16.22 21.60 2556.00
Bl [T2 [7 87.00 24.00 6.00 23.59 19.27 2280.28
Bl [T2 [8 114.00 32.30 9.00 78.06 21.84 2584.16
Bl [T2 |9 90.70 35.00 6.00 49.66 20.09 2377.67
Bl [T2 [10 165.00 26.50 7.00 19.08 19.39 2294.48
Bl [T3 [1 133.50 35.50 7.30 51.41 16.81 2662.06
Bl [T3 |2 124.30 32.50 7.60 53.96 21.93 3471.46
Bl [T3 |3 126.46 33.00 7.00 49.66 22.22 3518.80
Bl [T3 [4 132.25 32.75 7.00 46.35 20.50 3245.52
Bl [T3 |5 128.63 33.18 7.00 46.04 18.77 2972.23
Bl [T3 [6 119.50 36.00 7.00 52.63 20.25 3206.73
Bl [T3 |7 125.00 33.60 6.00 44.33 16.29 2579.25
Bl [T3 |8 117.10 29.00 7.00 46.65 15.12 2394.63
Bl [T3 |9 104.00 30.00 7.60 45.35 16.36 2590.49
Bl |13 10 109.20 31.00 6.00 49.98 16.26 2574.03
B [T3 |1 91.00 30.20 7.20 37.09 15.28 3323.40
B [T3 |2 93.50 33.70 6.00 37.21 15.03 3267.94
B [T3 |3 101.00 33.50 8.50 40.62 14.50 3153.97
B [T3 [4 100.00 23.90 8.75 39.33 14.76 3210.95
Bl [T3 |5 99.00 29.30 8.00 37.05 13.03 2832.94
Bl [T3 |6 94.00 26.65 8.65 38.66 14.85 3228.79
Bl [T3 |7 89.00 34.00 8.30 40.28 16.67 3624.64
Bl [T3 |[8 86.50 24.00 6.20 39.75 13.85 3011.29
B [T3 |9 89.50 24.30 5.40 38.72 14.67 3189.64
Bl [T3 [10 100.00 34.60 5.30 38.22 13.35 2903.41
Bl [T3 |1 102.00 32.70 5.30 34.10 12.31 2770.65
Bl [T3 |2 103.00 35.00 6.50 31.37 15.00 3375.45
Bl [T3 [3 89.65 30.50 5.75 32.02 14.47 3255.19
Bl _[T3 [4 90.83 30.25 6.03 32.64 13.93 3134.93
Bl [T3 |5 92.00 30.00 6.30 34.26 14.27 3211.20
Bl [T3 |6 103.50 29.70 6.50 33.29 12.54 2820.60
Bl [T3 [7 97.75 29.35 6.25 32.00 12.92 2907.45
Bl [T3 |8 92.00 29.00 6.00 31.32 11.83 2660.85
Bl [T3 |9 103.00 35.00 6.00 32.71 12.13 2729.70
Bl [T3 [10 90.20 32.50 5.50 32.07 13.54 3045.38
B T4 |1 82.60 27.75 4.25 24.85 10.36 1915.95
Bl T4 |2 85.80 28.93 4.30 22.59 14.33 2651.42
Bl T4 |3 89.00 30.10 4.35 23.33 12.06 2231.66
Bl [T4 [4 86.05 29.80 4.90 22.37 14.53 2687.68
Bl |[T4 |5 83.05 29.50 4.95 25.41 12.99 2402.50
Bl |[T4 |6 89.50 29.00 4.40 21.49 11.56 2138.60
Bl T4 |7 86.28 29.75 4.45 23.33 12.28 2271.66
Bl |[T4 |8 80.50 27.30 4.70 25.43 14.79 2735.87
Bl T4 |9 84.00 30.10 4.50 21.68 10.98 2031.58
Bl [T4 |10 89.48 26.98 4.70 24.51 10.21 1888.25
B [T4 |1 98.20 27.50 4.50 25.38 13.71 2685.66
Bl [T4 |2 94.50 34.00 4.40 27.59 13.46 2634.94
Bl |[T4 |3 90.00 34.00 4.80 26.03 14.87 2912.43
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Bl [T4 |4 95.40 34.50 5.00 25.09 13.82 2706.61
Bl [T4 |5 85.00 26.00 4.90 27.75 16.35 3201.09
Bl [T4 |6 85.00 28.00 4.00 28.31 13.76 2693.88
Bl [T4 [7 85.00 28.00 4.00 28.51 13.06 2558.17
Bl [T4 |8 89.00 29.50 5.20 28.11 14.58 2854.47
B [T4 |9 96.10 34.40 4.80 24.28 14.46 2831.16
Bl [T4 [10 87.00 28.00 5.20 28.10 13.66 2675.08
Bl [T4 |1 77.00 28.00 4.00 23.33 11.00 1484.87
Bl [T4 [2 78.00 33.50 3.80 22.08 8.21 1108.22
Bl [T4 |3 88.00 26.20 3.90 22.63 9.25 1249.29
Bl [T4 [4 86.70 27.10 4.80 25.44 8.21 1108.22
Bl [T4 |5 81.10 33.00 4.00 25.08 9.25 1249.29
Bl [T4 |6 84.00 30.00 4.80 24.66 9.36 1264.14
Bl [T4 [7 87.55 31.50 4.90 23.15 9.31 1256.72
Bl [T4 |[8 72.00 26.10 4.20 22.75 10.00 1350.14
Bl [T4 |9 71.90 28.80 4.20 24.08 10.51 1418.31
Bl [T4 [10 71.95 27.95 4.20 25.91 10.25 1384.22
Bl [T5 |1 100.00 39.00 9.00 66.88 20.31 4044.88
Bl [15 [2 112.00 38.00 9.50 56.61 19.64 3910.84
Bl [15 |3 118.50 41.00 8.50 65.16 20.98 4178.92
Bl |15 [4 107.00 37.50 7.50 53.66 17.67 3518.68
Bl |15 |5 102.00 35.00 7.50 59.09 19.22 3828.38
Bl |[T5 [6 102.00 33.00 9.00 64.89 25.32 5043.70
Bl |15 |7 102.50 36.00 8.75 66.78 22.14 4409.35
Bl |T5 |8 103.00 39.00 7.50 53.66 18.95 3775.01
Bl [15 |9 107.00 36.00 7.00 53.23 19.03 3790.54
Bl |15 [10 102.00 36.00 8.50 52.61 18.56 3696.33
B [T5 |1 81.00 29.50 6.00 25.94 11.65 2620.35
B [T5 |2 96.00 27.00 5.00 23.04 6.21 1397.03
Bl |[T5 |3 90.00 27.35 5.00 24.34 6.41 1442.03
B [T5 [4 84.00 27.70 5.00 25.23 8.47 1905.98
Bl |[T5 |5 85.00 29.00 6.50 24.90 8.48 1908.23
Bl |[T5 [6 86.00 28.00 5.50 27.76 10.80 2430.45
Bl [T5 |7 87.50 29.50 5.50 26.56 10.07 2265.41
Bl |[T5 |8 89.00 31.00 6.00 25.36 9.34 2100.38
B [T5 |9 82.00 27.00 5.00 24.78 10.52 2365.88
B [T5 [10 87.00 26.50 4.50 25.53 9.84 2214.45
Bl _[T5 |1 71.00 25.00 4.50 14.46 7.20 1560.87
Bl [T5 |2 76.70 24.50 4.30 12.45 4.96 1074.02
Bl _[T5 |3 68.50 21.00 4.00 12.77 4.68 1013.57
Bl _[T5 [4 66.00 20.50 4.50 11.00 4.68 1013.35
Bl [T5 |5 80.00 33.00 4.60 13.10 6.00 1300.87
Bl [T5 [6 80.00 36.00 4.50 14.58 5.84 1265.77
Bl [T5 [7 67.00 24.00 3.50 13.23 4.99 1080.08
Bl [T5 |8 69.00 23.50 4.00 13.10 5.37 1162.42
Bl [T5 |9 68.00 23.75 3.25 14.58 5.84 1265.77
Bl [T5 [10 68.50 23.63 3.80 14.23 4.99 1080.08
Bl [T6 |1 69.00 18.00 3.00 13.55 5.58 1379.81
Bl |[T6 |2 70.50 19.00 4.50 14.31 4.07 1007.08
Bl |[T6 |3 74.50 17.00 3.00 16.16 5.48 1356.80
Bl [T6 [4 69.00 17.00 3.20 15.87 4.96 1226.36
Bl |[T6 |5 68.70 20.50 3.00 13.82 4.14 1025.39
Bl |[T6 [6 72.10 20.50 4.50 14.03 4.74 1173.89
Bl |[T6 [7 72.00 17.00 3.50 14.03 3.92 969.21
Bl |[T6 |8 72.00 18.00 4.30 14.91 5.74 1421.39
Bl [T6 |9 77.00 20.00 4.00 14.79 5.47 1354.82
Bl [T6 [10 72.20 20.00 4.10 15.68 5.79 1432.53
B [T6 |1 79.00 28.00 5.70 26.41 13.42 2270.89
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Bl |[T6 |2 86.00 31.00 7.00 27.59 14.34 2425.17
Bl [T6 [3 90.00 24.00 7.20 27.99 13.12 2219.30
Bl [T6 [4 91.00 26.00 7.00 28.34 12.12 2049.62
Bl [T6 [5 79.00 27.60 7.40 27.69 12.63 2135.73
Bl [T6 [6 90.00 25.00 5.00 22.41 9.86 1668.32
Bl [T6 |7 82.00 26.30 7.20 27.55 11.24 1902.03
Bl [T6 [8 87.00 30.00 6.00 27.39 11.59 1960.98
B [T6 |9 84.00 21.00 5.00 28.55 10.13 1714.34
Bl [T6 [10 85.50 25.50 5.50 27.97 10.86 1837.66
Bl [T6 |1 75.50 22.00 5.35 18.48 9.50 1535.75
Bl [T6 [2 78.25 22.00 5.75 19.45 9.20 1487.74
Bl [T6 [3 84.25 22.50 5.10 20.08 9.30 1503.58
Bl _[T6 [4 76.00 21.50 5.10 18.11 8.54 1379.91
Bl [T6 [5 71.35 24.05 5.20 20.26 8.38 1355.41
Bl [T6 [6 80.05 22.75 5.25 21.72 7.30 1180.57
Bl [T6 [7 82.00 21.65 5.35 22.29 7.58 1225.39
Bl [T6 [8 82.50 24.00 5.15 22.15 8.67 1401.25
Bl [T6 |9 80.50 24.50 4.50 19.67 7.80 1261.65
Bl _[T6 [10 85.85 24.75 5.80 21.33 8.33 1345.96
B [17 [1 99.00 39.00 5.00 27.01 14.31 1717.56
Bl [17 |2 103.00 46.50 6.00 30.32 14.28 1713.54
Bl |17 |3 107.00 44.00 6.00 28.00 14.25 1709.52
Bl [17 |4 100.00 44.00 6.00 30.33 17.09 2051.04
Bl [17 |5 95.00 45.00 5.00 31.00 15.66 1878.96
Bl |[T7 |6 85.00 46.00 5.00 29.62 15.17 1820.22
Bl |17 |7 87.00 39.50 5.50 25.25 14.68 1761.48
Bl |17 |8 98.00 41.00 6.00 29.10 14.92 1789.92
Bl [17 |9 102.75 40.75 6.00 31.51 14.66 1758.96
Bl |17 10 107.50 40.50 6.00 33.92 14.40 1728.00
B [1T7 |1 81.00 31.50 4.28 23.72 14.01 2778.25
B [17 |2 79.00 39.50 5.00 23.95 10.37 2056.32
B [T7 |3 70.00 33.00 4.90 21.02 10.52 2086.17
B |17 [4 76.50 32.50 4.80 20.09 10.67 2116.02
Bl [T7 |5 74.75 28.75 4.40 23.77 11.00 2182.06
Bl [T7 |6 73.00 31.00 4.00 20.46 11.34 2248.11
B |17 |7 82.50 34.00 4.00 20.03 12.24 2426.61
Bl [T7 |8 76.50 29.00 4.00 21.04 10.13 2008.13
BIL [T7 |9 71.50 33.00 5.00 21.90 12.84 2546.01
B [T7 10 75.00 32.50 5.00 22.97 12.23 2425.42
Bl _[T7 |1 90.00 35.25 4.64 25.36 14.16 2253.88
Bl _[T7 |2 91.00 43.00 5.50 27.14 12.32 1961.53
Bl [T7 |3 88.50 38.50 5.45 24.51 12.38 1970.84
Bl [T7 [4 88.25 38.25 5.40 25.21 13.88 2209.31
Bl [T7 |5 84.88 36.88 4.70 27.39 13.33 2121.69
Bl [T7 6 79.00 38.50 4.50 25.04 13.25 2109.24
Bl [T7 [7 84.75 36.75 4.75 22.64 13.46 2141.91
Bl [T7 |8 87.25 35.00 5.00 25.07 12.52 1992.85
Bl [T7 9 87.13 36.88 5.50 26.70 13.75 2188.14
Bl [T7 |10 91.25 36.50 5.50 28.44 13.31 2119.22
B T8 |1 86.00 26.00 7.00 22.11 10.63 2400.83
Bl T8 |2 80.50 24.50 5.63 24.73 9.14 2063.16
Bl T8 |3 75.00 23.00 4.25 22.35 4.64 1047.98
Bl [T8 [4 85.00 21.00 6.00 23.15 5.46 1233.73
Bl |[T8 |5 81.00 25.00 3.50 22.41 6.20 1399.04
Bl |18 |6 80.00 16.00 3.50 23.11 9.15 2066.15
Bl |18 [7 80.00 30.00 5.00 21.59 6.13 1384.81
Bl |T8 |8 75.00 33.00 8.00 24.12 10.52 2375.32
Bl T8 |9 75.00 34.00 6.50 23.99 10.08 2275.50
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Bl [T8 |10 80.00 31.00 6.00 20.46 9.58 2163.65
Bl [T8 |1 90.00 28.00 5.50 20.94 9.09 1976.10
Bl [T8 [2 90.75 29.75 5.81 22.02 7.96 1732.36
Bl |[T8 |3 80.00 25.00 4.88 22.09 4.01 872.66
Bl [T8 [4 76.50 22.50 5.00 21.03 5.59 1214.96
Bl [T8 |5 81.00 24.00 4.25 20.46 5.41 1176.46
Bl [T8 [6 79.10 20.50 4.50 19.36 6.63 1442.68
Bl [T8 [7 77.50 28.50 4.75 18.11 6.10 1326.97
Bl [T8 |[8 84.00 31.00 6.75 22.94 8.31 1807.64
B [T8 |9 88.00 32.00 5.50 23.05 9.13 1986.21
B [T8 [10 87.50 31.00 6.50 22.55 10.68 2322.22
Bl [T8 |1 89.00 30.00 4.00 19.77 5.54 789.45
Bl [T8 |[2 89.00 30.00 6.00 19.31 6.79 968.15
Bl [T8 |[3 80.00 27.00 5.50 21.83 6.38 909.72
Bl [T8 [4 68.00 27.00 4.00 19.91 6.71 956.03
Bl [T8 [5 81.00 27.00 5.00 18.51 5.62 801.28
Bl [T8 [6 88.20 28.00 5.50 21.62 7.12 1014.17
Bl [T8 [7 85.00 27.00 4.50 19.64 6.07 864.98
Bl [T8 [8 84.00 29.00 5.50 17.77 6.10 869.82
Bl [T8 |9 86.00 25.00 4.50 18.11 6.19 881.79
BIl_[T8 [10 85.00 29.00 7.00 21.64 7.27 1036.40
Bl [1T9 |1 88.75 33.00 5.00 23.99 8.98 1653.17
Bl [T9 |2 92.50 34.50 5.50 22.81 9.25 1704.28
Bl |[T9 |3 90.00 33.50 5.50 24.90 10.42 1918.19
Bl [T9 [4 85.75 34.50 5.50 23.02 10.72 1974.91
Bl |[T9 |5 88.50 36.75 5.50 25.95 10.11 1861.00
Bl |[T9 [6 84.50 32.50 5.50 26.46 8.95 1648.29
Bl |19 |7 89.25 34.00 6.00 26.22 10.68 1966.26
Bl [T9 |8 88.63 32.00 6.25 27.07 9.15 1685.95
Bl |[T9 |9 86.75 30.00 6.00 25.14 10.06 1852.67
Bl |19 10 89.25 29.00 6.00 26.72 10.63 1958.34
B [T9 |1 90.50 30.00 4.00 20.79 6.88 1214.58
B [T9 |2 97.00 34.00 5.00 21.33 7.39 1305.74
Bl |[T9 |3 94.00 35.00 5.00 23.05 7.32 1292.32
Bl [T9 [4 90.50 30.00 4.00 20.79 8.57 1514.21
Bl [T9 |5 97.00 34.00 5.00 22.33 6.57 1161.05
Bl |[T9 [6 94.00 35.00 5.00 23.05 6.50 1148.33
Bl [T9 [7 90.00 36.00 6.00 20.82 8.19 1446.72
Bl |[T9 |8 93.50 33.00 6.00 23.77 7.01 1239.14
BIL [T9 |9 92.50 30.00 6.00 21.19 9.69 1712.52
Bl [T9 10 91.50 27.00 6.00 25.60 7.37 1302.56
Bl [T9 |1 87.00 36.00 6.00 27.19 11.08 2123.28
Bl [T9 |2 88.00 35.00 6.00 24.30 11.12 2130.76
Bl [T9 |3 86.00 32.00 6.00 26.74 13.52 2590.57
Bl [T9 [4 81.00 39.00 7.00 25.25 12.88 2467.90
Bl [T9 |5 80.00 39.50 6.00 29.56 13.64 2613.95
Bl [T9 |6 75.00 30.00 6.00 29.88 11.40 2185.00
Bl [T9 [7 88.50 32.00 6.00 31.62 13.16 2523.10
Bl [T9 |8 83.75 31.00 6.50 30.36 11.30 2164.88
Bl [T9 |9 81.00 30.00 6.00 29.10 10.43 1998.32
Bl [T9 [10 87.00 31.00 6.00 27.84 13.89 2663.02
Bl [T10 [1 100.00 40.00 7.00 50.58 19.36 3033.07
Bl [T10 [2 98.00 41.00 7.50 47.10 20.11 3151.12
Bl |[T10 [3 101.00 45.00 8.00 45.63 20.87 3269.16
Bl [T10 [4 104.50 39.00 7.00 47.01 19.84 3108.42
Bl |[T10 [5 102.50 41.00 8.00 44.36 24.69 3867.94
Bl |T10 [6 98.00 36.00 6.00 48.06 20.43 3200.54
Bl |[Ti0 [7 98.00 39.00 7.00 47.97 18.61 2915.57
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] T10 |8 102.50 48.00 7.00 48.56 24.29 3805.59
BI T10 |9 108.50 44.00 7.00 46.00 21.47 3363.01
BI T10 |10 98.00 40.00 6.00 45.35 22.87 3582.65
BIl [T10 |1 91.50 29.00 6.00 36.02 19.23 3013.33
BIl [T10 |2 98.00 29.00 7.00 34.30 21.59 3382.43
BIl [T10 [3 92.00 32.00 8.00 39.90 20.19 3162.32
BIl |T10 |4 92.50 35.00 7.00 38.03 19.21 3008.94
BIl [T10 |5 80.00 32.00 6.00 34.02 20.67 3238.30
BIl [T10 |6 97.50 30.00 8.00 38.29 22.08 3459.20
BIl [T10 |7 90.00 29.00 6.00 35.86 23.64 3703.60
BIl [T10 |8 97.50 34.00 7.00 36.86 19.16 3001.58
BIl [T10 |9 92.00 33.00 7.00 34.60 23.35 3657.54
BIl [T10 [10 90.00 28.00 6.00 35.13 21.90 3431.17
BIl [T10 |1 90.50 34.00 6.00 31.98 18.51 2591.26
BIl [T10 |2 77.00 35.00 5.00 32.83 15.95 2233.42
BIl [T10 [3 92.00 31.00 7.00 35.38 18.89 2644.46
Bl |[T10 |4 79.00 31.00 7.00 35.28 15.11 2115.12
BIl [T10 |5 86.75 34.50 6.50 35.21 18.20 2547.72
BIl [T10 |6 94.50 38.00 6.00 35.15 16.29 2280.32
BIl [T10 |7 92.00 33.00 5.00 33.66 19.65 2751.42
Bl [T10 |8 80.00 29.00 4.50 34.75 13.50 1890.00
Bl [T10 |9 73.00 35.00 4.00 35.83 17.35 2428.58
Bl [T10 |10 86.00 35.00 5.00 35.76 22.42 3138.38
BI T11 |1 81.00 24.00 7.00 23.81 17.22 1936.91
BI T11 |2 65.00 23.50 5.00 23.00 13.30 1496.59
BI T11 |3 82.00 25.50 6.00 25.00 16.43 1848.15
BI T11 |4 81.00 24.00 7.00 23.81 14.67 1650.71
BI T11 |5 74.00 28.00 4.00 20.00 15.23 1712.93
BI T11 |6 72.00 25.00 5.00 19.04 14.46 1626.75
BI T11 |7 97.00 25.00 5.00 20.04 17.66 1986.53
BI T11 |8 82.00 27.00 4.00 20.00 17.12 1926.34
BI T11 |9 92.00 30.00 6.00 24.91 13.68 1538.44
BI T11 |10 65.00 28.00 7.00 20.04 12.19 1370.93
BIl [T11 |1 43.00 13.50 3.00 8.65 5.35 1020.77
BIl [T11 |2 43.00 13.50 3.00 8.65 4.89 933.75
BIl [T11 [3 55.00 18.00 3.00 8.94 1.97 376.32
BIl |T11 |4 61.00 16.00 3.00 8.48 2.46 468.88
BIl [T11 |5 76.00 20.50 4.00 9.82 3.99 761.04
BIl [T11 |6 73.00 21.00 3.00 11.93 4.92 938.52
BIl [T11 |7 72.00 18.00 3.50 10.87 2.55 486.63
BIl [T11 |8 68.00 15.00 4.00 9.73 5.32 1015.62
Bl |T11 |9 61.00 18.00 3.00 8.54 1.99 380.33
BIl |T11 |10 58.00 12.00 3.00 9.47 1.35 257.63
BII |[T11 |1 64.00 19.50 4.25 16.53 11.28 1269.34
BII |[T11 |2 64.00 21.75 3.50 19.04 9.10 1023.53
BII |[T11 |3 73.50 24.25 5.25 17.93 9.20 1035.00
BII |[T11 |4 80.50 25.00 5.00 18.87 8.57 963.56
BII |[T11 |5 75.00 21.75 4.00 17.51 9.61 1080.79
BII |[T11 |6 85.50 25.50 3.50 17.49 9.69 1090.01
BII |[T11 |7 84.50 20.50 3.75 15.95 10.10 1136.70
BII |[T11 |8 70.00 19.00 5.00 18.21 11.22 1262.53
BII |[T11 |9 76.50 24.00 5.50 16.70 7.83 881.33
BII |[T11 |10 72.00 17.50 4.50 19.28 6.77 761.40
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Tabla 15. Andlisis de varianza del indice de colonizacion endofitica de cepas
de Trichoderma sp. en plantas de quinua (Chenopodium quinoa Willd.) var.
Salcedo INIA en el laboratorio de Fitopatologia de la UNA, 2016.

F.V. GL SC CM F p-valor
Modelo 43 147.63 3.43 39.41 <0.0001
Métodos de inoculacion 1 12.12 12.12 139.13 <0.0001
Fecha de evaluacién 1 47.28 47.28 542.70 <0.0001
Cepas de Trichoderma 10 44.80 4.48 51.42 <0.0001
Métodos*Fecha 1 16.03 16.03 184.00 <0.0001
Métodos*Cepas 10 9.05 0.90 10.38 <0.0001
Fecha*Cepas 10 12.80 1.28 14.70 <0.0001
Métodos*Fecha*Cepas 10 5.55 0.56 6.37 <0.0001
Error 88 7.67 0.09
Total 131 155.30

CVv:23.82 R2:0.94

Tabla 16. Andlisis de varianza del porcentaje de colonizacién endofitica de
cepas de Trichoderma sp. en plantas de quinua (Chenopodium quinoa Willd)
var. Salcedo INIA en el laboratorio de Fitopatologia de la UNA, 2016.

F.V. GL SC CM F p-valor
Modelo 43 27896.60 648.76 84.30 <0.0001
Métodos de inoculacion 1 903.33 903.33 117.38 <0.0001
Fecha de evaluacion 1 8918.21 8918.21 1158.84 <0.0001
Cepas de Trichoderma 10 10359.78 1035.98 134.62 <0.0001
Métodos*Fecha 1 1257.57 1257.57 163.41 <0.0001
Métodos*Cepas 10 2475.47 247.55 32.17 <0.0001
Fecha*Cepas 10 1756.29 175.63 22.82 <0.0001
Métodos*Fecha*Cepas 10 2225.96 222.60 28.92 <0.0001
Error 88 677.23 7.70
Total 131 28573.83

CV:13.72 R2:0.96
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Tabla 17. Andlisis de varianza del Area bajo la curva del progreso de la
enfermedad (AUDPC) del mildiu (Peronospora variabilis Gaim.) de la quinua
(Chenopodium quinoa Willd.) var. Salcedo INIA tratadas con cepas de
Trichoderma spp en el CIP Camacani de la UNA, durante la campafia agricola

2015 - 2016.

F.V. GL SC CM F p-valor
Modelo 32 7466.38 233.32 25.38 <0.0001
BLOQUE 2 72.84 36.42 3.96 0.02
TRAT 10 6186.02 618.6 10.25 <0.0001
BLOQUE*TRAT 20 1207.53 60.38 6.57 <0.0001
Error 297 2730 9.19
Total 329 10196.38

CV:9.77 R2:0.73

Tabla 18. Analisis de varianza de la altura de planta (cm) de quinua
(Chenopodium quinoa Willd) var. Salcedo INIA tratadas con cepas de
Trichoderma sp en el CIP Camacani de la UNA, durante la campafia agricola

2015 - 2016.

F.V. GL SC CM F p-valor
Modelo 32 48628.39 1519.64 23.39 <0.0001
BLOQUE 2 2547.77 1273.89 19.61 <0.0001
TRAT 10 29225.1 2922.51 3.47 0.0086
BLOQUE*TRAT 20 16855.51 842.78 12.97 <0.0001
Error 297 19293.03 64.96
Total 329 67921.42

CVv:9.05 R2:0.72

Tabla 19. Andlisis de varianza de la altura de panoja (cm) de plantas de quinua
(Chenopodium quinoa Willd) var. Salcedo INIA tratadas con cepas de
Trichoderma sp en el CIP Camacani de la UNA, durante la campafia agricola

2015 - 2016.

F.V. GL SC CM F p-valor
Modelo 32 10429.7 325.93 37.33 <0.0001
BLOQUE 2 355.85 177.92 20.38 <0.0001
TRAT 10 7594.29 759.43 6.13 0.0003
BLOQUE*TRAT 20 2479.56 123.98 14.2 <0.0001
Error 297 2593.03 8.73
Total 329 13022.73

CV:10.05 R2:0.80
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Tabla 20. Andlisis de varianza del diametro de panoja (cm) de plantas de
quinua (Chenopodium quinoa Willd) var. Salcedo INIA tratadas con cepas de
Trichoderma sp en el CIP Camacani de la UNA, durante la campafa agricola

2015 - 2016.

F.V. GL SC CM F p-valor
Modelo 32 609.13 19.04 28.13 <0.0001
BLOQUE 2 12.51 6.25 9.24 0.0001
TRAT 10 415.71 41.57 4.60 0.0018
BLOQUE*TRAT 20 180.92 9.05 13.37 <0.0001
Error 297 201.01 0.68
Total 329 810.15

CV:14.04 R2:0.75

Tabla 21. Analisis de varianza del peso seco de la biomasa (g) de plantas de
quinua (Chenopodium quinoa Willd) var. Salcedo INIA tratadas con cepas de
Trichoderma sp en el CIP Camacani de la UNA, durante la campafa agricola

2015 - 2016.

F.V. GL SC CM F p-valor
Modelo 32 45949.69 1435.93 19.51 <0.0001
BLOQUE 2 1523.8 761.9 10.35 <0.0001
TRAT 10 28467.31 2846.73 3.57 0.0075
BLOQUE*TRAT 20 15958.57 797.93 10.84 <0.0001
Error 297 21857.45 73.59
Total 329 67807.14

CV:28.39 R2:0.67

Tabla 22. Andlisis de varianza del peso de semilla (g./planta) de plantas de
quinua (Chenopodium quinoa Willd) var. Salcedo INIA tratadas con cepas de
Trichoderma sp en el CIP Camacani de la UNA, durante la campafa agricola

2015 - 2016.

F.V. GL SC CM F p-valor
Modelo 32 7956.78 248.65 94.36 <0.0001
BLOQUE 2 391.42 195.71 74.27 <0.0001
TRAT 10 5304.78 530.48 4.69 0.0016
BLOQUE*TRAT 20 2260.58 113.03 42.89 <0.0001
Error 297 782.64 2.64
Total 329 8739.42

CV:12.67 R2:0.91
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Tabla 23. Andlisis de varianza del rendimiento (kg/ha) de plantas de quinua
(Chenopodium quinoa Willd) var. Salcedo INIA tratadas con cepas de
Trichoderma sp en el CIP Camacani de la UNA, durante la campafa agricola

2015 - 2016.

F.V. GL SC CM F p-valor
Modelo 32 239766803 7492712.6 81.96 <0.0001
BLOQUE 2  14458465.03 7229232.5 79.08 <0.0001
TRAT 10  150092038.6 15009204 3.99 0.0041
BLOQUE*TRAT 20  75216299.39 3760815 41.14 <0.0001
Error 297  27151513.38  91419.24
Total 329  266918316.4

CV:13.51 R2:0.89
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