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RESUMEN

A nivel mundial los alimentos que se producen son cada vez mas perjudiciales para la salud
humana debido al alto contenido de residuos quimicos que contienen. Uno de los principales
problemas es el uso excesivo e inadecuado de insumos agricolas para controlar enfermedades
fungicas en el cultivo de granadilla Passiflora ligularis J. Ademés de un bajo conocimiento
sobre manejo integrado de plagas por parte de los productores. Es por esto que una de las
alternativas para reducir el uso de fungicidas como Mancozeb, para manejo de antracnosis, es
el control biologico que disminuye los residuos quimicos en la fruta. Trichoderma spp. es un
excelente controlador bioldgico de algunos patoégenos, como Fusarium oxysporum, Botrytis
cinérea, Phytophthora infestans, que ocasionan pérdidas en las producciones y disminuyen los
rendimientos. El principal objetivo del presente estudio fue evaluar in vitro el hongo
Trichoderma spp. como potencial antagonista en el control de la enfermedad antracnosis
ocasionada por el fitopatdgeno Colletotrichum gloeosporioides Penz en granadilla. La
investigacion se realizdo en los laboratorios de la PUCE-SI, cantén Ibarra, provincia de
Imbabura y se utilizé un disefio completamente al azar con tres dosis de Trichoderma spp
(1x10%, 1x10°, 1x107 ufc/ml) y un testigo a base de Mancozeb con tres repeticiones. Se utilizo
la técnica de cultivos duales en donde se obtuvo el mejor control del patogeno con la dosis de
1x107 ufc/ml. Ademas, las dos mejores dosis se evaluaron en camaras hiimedas con hojas
infectadas midiendo el crecimiento diametral de la lesién obteniendo el mejor resultado con
1x10” ufc/ml de Trichoderma spp. Por esta razén el antagonista en estudio resulta una
alternativa de control a la enfermedad antracnosis en granadilla aportando a la produccion

sana de productos agricolas y al cuidado del medio ambiente.

Palabras clave: Trichoderma, Passiflora ligularis, control bioldgico, control quimico,

Colletotrichum gloeosporioides



ABSTRACT

Globally, the foods that are produced are increasingly harmful to human health due to the high
content of chemical residues they contain. One of the main problems is the excessive and
inappropriate use of agricultural inputs to control fungal diseases in passion fruit cultivation
Passiflora ligularis P., in addition to low knowledge on integrated management of pests and
diseases by producers. This is why one of the alternatives to reduce the use of chemical
fungicides such as Mancozeb, for anthracnose management, is biological control that reduces
chemical residues in the fruit. Trichoderma spp is an excellent biological controller of some
pathogens, such as Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea, Phytophthora infestans, which
cause production losses and decrease yields. The main objective of this study was to evaluate
in vitro the fungus Trichoderma spp as a potential antagonist in the control of anthracnose
disease caused by the phytopathogen Colletotrichum gloeosporioides Penz in granadilla. The
research was carried out in the laboratories of PUCE-SI, Ibarra canton, Imbabura province,
and a completely randomized design was used with three doses of Trichoderma spp (1x10°,
1x10°, 1x107 spores/ml) and a control based on Mancozeb with three repetitions in each
treatment. The dual culture technique was used, where the best control of the pathogen was
obtained with a dose of 1x10” ufc/ml. In addition, the two best doses were evaluated in humid
chambers with infected leaves, measuring the diametral growth of the lesion, obtaining the
best result with 1x107 spores/ml of Trichoderma spp. For this reason, the antagonist under
study is an alternative to control the anthracnose disease in passion fruit, contributing to the

healthy production of agricultural products and the care of the environment.

Keywords: Trichoderma, Passiflora ligularis, biologic control, chemical control,

Colletotrichum gloeosporioides



CAPITULO I

INTRODUCCION

Los paises productores de granadilla en el continente americano son: México, Bolivia, Peru,
Ecuador y el mayor exportador Colombia. El principal lugar de destino de esta fruta es
Europa, debido al interés que existe en este mercado por su elevado contenido de vitamina C,
su potencial para preparar mermeladas, jarabes; y aportar en el cuidado de patologias cronicas,

segin lo mencionado por Lopez et al., (2012).

Este cultivo en Ecuador representa un rubro importante para la economia de pequeiios y
medianos productores. Esta fruta posee una gran adaptabilidad a los diferentes climas y tiene
alto contenido nutritivo. Presenta una gran aceptacion en la region para ser consumida en

fresco, y también se usan las hojas y frutos en la farmacologia, segiin Brito et al., (2008).

Carvajal et al., (2014) afirman que en Europa el mercado es estricto en relacion a estdndares
de calidad algo que no cumplen los principales exportadores de la granadilla. Esto es debido a
que el control de plagas y enfermedades es deficiente y los fitosanitarios que se utilizan tienen
un efecto negativo sobre el medio ambiente. Una de las enfermedades de mayor perjuicio en la

produccion es la antracnosis.

La antracnosis es una enfermedad fingica problematica para los productores, debido a su alta
agresividad, ocasionando afectaciones en las partes vegetativas y sobre todo provocando
disminucion en los rendimientos de produccion. Es ocasionada por el hongo Colletotrichum
gloeosporioides Penz, el cual ataca principalmente a hojas, tallos y frutos, ocasionando dafios
en las etapas de produccion, cosecha y post cosecha, lo que perjudica la comercializacion y

por ende la economia del productor (Vaca, 2018).

El control quimico es el que realizan mayoritariamente los productores para disminuir las
afectaciones en campo por el ataque de este hongo. Sin embargo, el inadecuado uso de los
productos fitosanitarios genera resistencia en los fitopatogenos, y las dosis de los insumos

agricolas deben ser cada vez mayores para lograr un resultado, dejando un elevado contenido



de residuos lo que los convierte en perjudiciales para la salud humana y para el medio
ambiente. Debido a esto es importante buscar alternativas de control para esta enfermedad que

afecta a la granadilla (Izquierdo, 2017).

Entre las alternativas de control a enfermedades ocasionadas por hongos se encuentra el
control bioldgico, basado en bacterias u hongos benéficos, como la Trichoderma spp. La
finalidad de estos antagénicos es inhibir el desarrollo de los patdégenos. Esta manera de
realizar controles de plagas y enfermedades en los cultivos resulta importante, ya que es
amigable con el medio ambiente, sus sistemas y sobre todo aporta en salvaguardar la salud de

los consumidores.

El presente documento muestra en el capitulo de Estado del Arte, informacion sobre el manejo
de cultivo de granadilla, sus fitopatogenos y hongos antagénicos. En el capitulo de materiales
y métodos se presentan los insumos requeridos en la investigacion. En el capitulo de
resultados y discusion, se presentan los principales hallazgos obtenidos en el estudio. Y

finalmente, se muestran las conclusiones y recomendaciones para el control de la antracnosis.

10



CAPITULO 11

OBJETIVOS

2.1. Objetivo general
Evaluar in vitro el hongo Trichoderma spp. como potencial antagonista en el control de la
enfermedad antracnosis ocasionada por el fitopatdgeno Colletotrichum gloeosporioides Penz.

en granadilla Passiflora ligularis

2.2. Objetivos especificos
e (aracterizar el hongo Colletotrichum gloeosporoides Penz. en plantas infectadas
mediante secuenciaciéon molecular.
e Analizar la accidén antimicrobiana de diferentes dosis de Trichoderma spp. a través
de pruebas en laboratorio.
e Determinar la mejor dosis de Trichoderma spp. en hojas con sintomas de

antracnosis mediante pruebas en camaras himedas.

2.3. Hipotesis
HO= Ninguna dosis de Trichoderma spp. tiene accién antimicrobiana frente al hongo
patogeno.
Ha= Al menos una dosis de Trichoderma spp. tiene accidon antimicrobiana frente al hongo

patoégeno.
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CAPITULO 111

ESTADO DEL ARTE

3.1. Passiflora ligularis (granadilla)

3.1.1. Generalidades

La granadilla es una fruta originaria de América y se halla dispersa desde norte, centro y
Sudamérica, con altos contenidos nutricionales tanto en vitaminas como en minerales, por lo
que es de gran interés econdomico en el Ecuador. En este pais se han identificado

aproximadamente 800 hectareas sembradas, con un rendimiento de 4,5 a 6 t/ha (Realpe, 2020).

Esta planta es de tipo perenne y trepadora, por lo que necesita un sostén o una guia para su
desarrollo, no genera tallos gruesos y sin mucho gasto energético alcanza un gran crecimiento
longitudinal, por lo que sus raices no van mas alld de 35 centimetros de profundidad, también

cabe mencionar que son pivotantes con multiples raices secundarias y terciarias, segin Bonilla

etal., (2015).

3.1.2. Valor nutricional

Esta fruta es rica en nutrientes, ya que presenta un alto contenido de proteinas y minerales,
tales como: calcio, hierro, fosforo, potasio, ademas de vitaminas B2 y C. La pulpa de la
granadilla contiene fenoles, lo cual le brinda las caracteristicas nutracéuticas en el control de la
presion sanguinea. De igual forma tiene propiedades digestivas y diuréticas, ademas de su

capacidad antioxidante (Realpe, 2020).
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La Tabla 1 que se muestra a continuacion describe los contenidos nutricionales que contiene la

granadilla.

Tabla 1

Contenidos nutricionales de la granadilla

Parametros Contenido/100g de pulpa
Agua 72 —80
Energia (kcal) 94
Proteinas (g) 2,4
Fibra dietética 2.8
Magnesio 10,9
Sodio 29
Potasio 28
Vitamina B6 348
Vitamina C (mg) 0,06
Acido félico (mg) 20
Carbohidratos (total) 17,3
Cenizas (g) 1,2
Calcio (mg) 10
Fosforo (mg) 64
Hierro (mg) 0,9

Nota. Adaptado de Realpe, (2020).
3.1.3. Relevancia economica en Ecuador

Realpe (2020) afirma que este cultivo se desarrolla mejor en climas subtropicales, con
temperaturas de 14 a 24 °C y en la sierra se cultiva en todos los cantones, encontrando
principalmente variedades como: morada, amarilla y real. Este alimento en el pais se consume
en fresco, aunque también se puede desarrollar productos terminados, con valor agregado

como pulpa o mermeladas, lo cual aporta en la generacién de empleos en toda su cadena

productiva.
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La granadilla representa el 12% de la produccion de frutos tropicales en Ecuador con un
mercado ascendente desde el 2006 hasta el 2012 por la demanda que existe en los paises que

la requieren.

Es comercializada en kilogramos, definiéndose como de primera al fruto con didmetro mayor

a 74 mm y una masa superior a los 150g. El precio de esta categoria es de 4 dolares el kg.

El fruto de segunda se cotiza en $2,50/kg, su diametro debe estar entre los 74 y 65 mm, masa
de 150 a 100 gramos. Finalmente, el de tercera presenta un didmetro menor a 65 mm, menor a

100g y un precio de venta de $1,25/kg (Realpe, 2020).

A pesar de la elevada produccion que se obtiene con la granadilla, los productores no tienen
un margen de rentabilidad, debido a la masiva presencia de intermediarios. Ademas, el poco
conocimiento para el mantenimiento de la calidad y técnicas que ayuden a la inocuidad del
producto son factores que dificultan el comercio de este cultivo. Las cosechas se ven afectadas
por insectos plaga y enfermedades, una de ellas es la antracnosis (Puga-Muima y Chalco-

Sandoval, 2021).

3.2. Antracnosis

3.2.1 Agente causal

El hongo causante de la antracnosis es Colletotrichum gloeosporioides Penz, mismo que es un
estado anamorfo de Glomerella. Este patdgeno presenta colonias variables, de crecimiento
micelial con forma radial, margen ondulado de coloracion blanco y masas anaranjadas; el
micelio es aéreo plano, presenta enramado inmenso y septado. Una de las caracteristicas es la
presencia de conidias hialinas, curvadas y fusiformes. Los conidios tienen una forma cilindrica
ovoide, con color salmén y en forma de masas, con un tamafio de 13,56 — 14,24 x 4 um

(Carrillo, 2019).

Llivicura (2018) afirma que C. gloeosporioides Penz afecta gran parte de los 6rganos de la
planta, especialmente la zona aérea; es decir, brotes tiernos, inflorescencias, frutos en

formacion y maduros. Este hongo es considerado como uno de los mas importantes en ataque
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a productos agrondmicamente importantes, debido a su gran capacidad para causar infecciones
latentes o quiescentes (donde el hongo permanece asintomatico en el tejido hasta que algin

factor predisponente activa su estado).

El desarrollo de este patdogeno empieza por la deposicion de conidias en la superficie del
hospedero, estas se fijan y germinan, producen apresorios los cuales penetran la epidermis de
la planta, en donde van a crecer, colonizan los tejidos y finalmente esporulan (Llivicura,

2018).

3.2.2 Proceso infeccioso de la enfermedad

En el cultivo de granadilla, la antracnosis es una de las principales enfermedades que limita la
produccion y rendimiento para una buena comercializacion, generando de esta manera
pérdidas econdmicas. La antracnosis tiende a causar infecciones latentes y/o quiescentes, que

dependen de las condiciones ambientales para su correcto crecimiento (Carrillo, 2019).

El mismo autor menciona que el porcentaje de infeccion de esta enfermedad es muy variable
ya que depende de las condiciones ambientales y del cultivo; sin embargo, las precipitaciones
son el factor més relevante e influyente para su desarrollo. La humedad relativa y temperaturas
altas generadas por lluvias perioddicas ayudan al progreso de la enfermedad, aunque también se
favorece por una baja nutricién, mal drenaje, saturacion de agua en el suelo, mal manejo de

podas e inadecuado uso de fungicidas.

Ademas de los factores ambientales existen estructuras especializadas del agente causal, tales
como: tubos germinales, apresorios e hifas para desarrollar la enfermedad. El proceso
infeccioso empieza con la germinacion de las conidias, mismas que se encargan de generar el
apresorio por las aberturas existentes, lenticelas o lesiones que presenta la granadilla en su
cuticula. Las hifas de penetracion ingresan por estas aperturas creciendo dentro de las células,
generando haustorios y ocasionando asi la infeccion; pero, las condiciones ambientales y del

hospedero tienen que ser Optimas para generar la enfermedad (Granados y Guevara, 2010).

Los autores antes mencionados, afirman que la granadilla, al igual que todas las plantas, tiene

diversos mecanismos fisiologicos de defensa, es por este motivo que el agente causal de la
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antracnosis puede permanecer en un estado de quiescencia en los tejidos del hospedero, es
decir, permanece inactivo en la capa epidérmica de la granadilla, el tiempo necesario hasta que
las condiciones sean las favorables para su crecimiento. En este punto C. gloeosporioides Penz
se nutre de forma biotrofica (los nutrientes se obtienen de las células vivas de la granadilla) y
necrotrofica (los nutrientes se obtienen de células muertas ya infectadas), creciendo y

generando los sintomas caracteristicos de la enfermedad.

3.2.3 Sintomatologia

La humedad ayuda a la generacion de esporas, las cuales se colocan en las ramas, frutos y
demas organos donde se produce la infeccion, generando la sintomatologia pertinente. Los
sintomas de la enfermedad son la presencia de manchas necréticas oscuras y de tamafio
variable. En las etapas de desarrollo del hongo su micelio avanza de manera densa y presenta
una tonalidad cada vez mas oscura con el paso del tiempo. En las hojas se presentan margenes
y manchas circulares en el envés con halos de color verde oscuro que finaliza con un color

pardo o casi negra (Carrillo, 2019).

La antracnosis puede presentarse en las ramas, siendo uno de los ataques mas severos, ya que
el ataque puede continuar a los peciolos y las hojas ocasionando un desprendimiento y la
defoliacion total. En los frutos ocasiona la caida prematura o la deformacion general cuando la
infeccion es en las etapas de desarrollo del mismo. En los brotes se presenta necrosis,
totalmente negra, debido al marchitamiento y dependiendo de la severidad de la enfermedad se

puede generar una muerte de las puntas (Granados y Guevara, 2010).

En todos los 6rganos que se presenta la enfermedad existe un polvillo de color salmén lo cual
identifica a las masas conidiales del hongo y por ende la cantidad de esporas generadas. En
este sentido el control es fundamental para mantener la granadilla, su vida productiva y la

economia del productor.
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3.3. Control de la enfermedad

3.3.1. Control quimico

Tradicionalmente, se utiliza un control quimico para cuidar el cultivo de granadilla de la
antracnosis; pero, no existe un modelo correcto de aplicacion. La efectividad del cuidado de la
enfermedad disminuye debido a que no existe un manejo adecuado de los fungicidas. Los
agricultores no utilizan una rotacion del ingrediente activo y las dosis de los pesticidas no son

correctas, considerando el proceso epidemiologico del hongo (Arias y Carrizales, 2007).

Entre los fungicidas mas utilizados en el control de esta enfermedad se encuentran del grupo
benzimidazol y estrobilurinas, los cuales afectan la division celular del hongo. Se utiliza
también azoxistrobina, propiconazol, clorotalonil, tebuconazole, thiofanato de metil,
mancozeb, entre otros de amplio espectro. La aplicacion de fungicidas preventivos disminuye
indculos quiescentes (proceso infeccioso), y una posterior aplicacion con agroquimicos
curativos reduce la infeccion del ataque por este hongo, tal como afirman Pérez-Ledn et al.,

(2015).

Los fungicidas son importantes para el control de enfermedades, siempre y cuando se apliquen
de manera responsable y precautelando la salud humana; sin embargo, existen alternativas
como el control biologico utilizados para disminuir el uso de agroquimicos evitando el

desarrollo de resistencia y siendo amigables con el medio ambiente.

3.3.2. Control bioldgico

Segun Carrillo et al., (2016) este se puede definir como la actividad que reduce el inoculo o el
desarrollo del patéogeno desencadenante de la enfermedad, gracias a la presencia de
organismos externos. En la mayor parte el control biologico se realiza aplicando el antagonista
en condiciones de humedad y temperatura controladas, siendo minimas las investigaciones
realizadas en campo. Debido a la incidencia de otros microorganismos y los cambios bruscos

de temperatura afectan a la eficiencia de control por parte del agente biologico.
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Existen diferentes modos de accidn por el cual atacan los antagonistas a los agentes patogenos,
por esto es importante seleccionar al microorganismo controlador en base a esta informacion.
Sin embargo, el control biologico tiene un mercado con pequefio margen de utilidad, por lo
que es imprescindible aplicar tratamientos con mezclas de antagonistas complementarios, mas
no competitivos entre ellos. Este proceso permite el aumento de efectividad, reduccion de la

cantidad de aplicaciones y el costo del tratamiento (Carrillo et al., 2016).

En el control biologico se presentan diversas formas in vitro para realizar este proceso, tales

como pruebas de cultivos duales, caAmaras humedas, etc.

3.4. Métodos de control bioldgico con Trichoderma spp

3.4.1. Trichoderma spp. como controlador en antracnosis

Chiriboga et al., (2015) afirman que este es un hongo anaerobio facultativo cuyo hébitat es el
suelo y que no presenta un estado sexual determinado. Es beneficioso para el control biologico
ya que posee un rapido crecimiento, ademas desarrollan una gran cantidad de enzimas en la

presencia del hongo patdgeno.

Actia degradando a los hongos fitopatégenos y tomando sus nutrientes, ademds de

descomponer la materia orgdnica de manera rapida actuando como saprofito.

Trichoderma spp se adapta facilmente al sustrato, por ende, presenta un amplio control en
patogenos foliares y aéreos, ademas estimula el crecimiento longitudinal de la planta y algunos
organulos. Tiene una accidon antagonista ya que controla al patdogeno por tres formas, de
manera directa en donde compite por el espacio y alimento, produciendo metabolitos

antibidticos (volatiles o no volatiles) o realizando parasitismo directo (Valdés, 2014).

Las pruebas de accion antimicrobiana de Trichoderma spp miden la inhibicion del halo del

patdgeno en los cultivos duales.
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3.4.2. Pruebas de antagonismo

Andrade-Hoyos et al., (2019) afirman que estos mecanismos de control permiten identificar
las reacciones que presentan los microorganismos entre si y reconocer mediante diferentes
pruebas el funcionamiento de un hongo antagénico contra un patégeno ocasionando la pérdida
de actividad de al menos uno. Entre las pruebas existentes se encuentra la técnica de cultivos
duales, la cual consiste en colocar en los extremos de una caja Petri los hongos o
microorganismos a evaluar. En esta se determina el control en base al crecimiento del halo de

los hongos en prueba.

La técnica de camaras himedas permite monitorear la presencia y reproduccion de una

enfermedad en especifico.

Esto se basa en realizar un montaje de las especies o muestras del 6rgano a evaluarse,
mediante un espacio saturado de humedad relativa. Ademas, se debe realizar una lectura
frecuente del cambio presenciado en la cdmara evaluando la presencia de la enfermedad y
eliminando las muestras afectadas. El lugar de implementacion debe tener las facilidades de

asepsia, asi como una humedad relativa estandarizada (Ramirez, 2018).

Se puede implementar tanto en hojas, brotes, flores u otros 6rganos de la planta. Tal como
menciona Yumbay (2011) en su investigacion realizada, en donde evidencio el control de
diferentes cepas de Trichoderma spp frente al fitopatdgeno Botrytis cinerea, en el cultivo de
rosas, implementando también la técnica de camaras humedas para observar el desarrollo de la

enfermedad.
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales, equipos e insumos

4.1.1 Insumos

Fundas de papel
Guantes quirurgicos
Pipetas volumétricas
Vasos de precipitacion
Asa

Tubos de ensayo
Cajas Petri

Estilete

Frasco boeco
Gradillas

Papel aluminio

4.1.2 Equipos

Balanza analitica (modelo: adam PW254) (serie: AE4383736)
Estufa (serie: 1210180008)

Cémara de flujo laminar N BIOTEK®

Autoclave (ican clave)

Congelador (thermoscientific™)

Termociclador (Thermal cyclier PCR - 3000)

Kit de extraccion de ADN para hongos (OMEGA BIO TEK)
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4.1.3 Reactivos

e Papa Dextrosa Agar (PDA TM MEDIA)
e (aldo nutritivo (TM MEDIA)

e Master Mix
e Primers (ITS 1, ITS 4)
4.2. Generalidades

4.2.1. Ubicacion del area de estudio

La presente investigacion se desarrolld en los laboratorios de Biotecnologia y Microbiologia

de la PUCE-SI, ubicados en la provincia de Imbabura, canton Ibarra (Figura 1).

La Figura 1 que se presenta a continuacion, muestra la ubicacion de la sede universitaria y de
los laboratorios en donde se realizaron los procesos investigativos

Figura 1
Ubicacion de los laboratorios en la sede universitaria
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4.2.2. Unidad experimental

Para la presente investigacion cada caja Petri fue una unidad experimental, teniendo un total
de 12 cajas Petri o unidades experimentales. Estas placas miden 9,5 cm de didmetro y 2cm de
ancho. En cada plato petri se coloco la dosis respectiva de cada tratamiento y el hongo
patogeno, para la prueba de antagonismo, cuyos procedimientos y cantidades utilizadas se

explican més detalladamente en los siguientes apartados de este capitulo.
4.2.3. Tratamientos

Se utilizaron cuatro tratamientos, los cuales fueron: tres dosis de Trichoderma spp (variable
independiente) y un control quimico con Mancozeb como ingrediente activo (I.A) en dosis de
1000 ppm.

La Tabla 2 muestra los tratamientos que se aplicaron y la descripcion de cada uno de estos.

Tabla 2

Descripcion de tratamientos

Tratamiento Simbologia Descripcion
Uno Tl 1x103 ufc/ml
Dos T2 1x10° ufe/ml
Tres T3 1x107 ufe/ml
Cuatro T4 Control quimico con
Mancozeb (1000 ppm)

Las dosis descritas se relacionan con las utilizadas por Varela (2021) en su investigacion

realizada con Trichoderma spp frente a Fusarium.
4.2.4. Disefio experimental

Se realiz6 un disefio completamente al azar (DCA), con 4 tratamientos y 3 observaciones
teniendo un total de 12 unidades experimentales.

Los datos se analizaron estadisticamente mediante analisis de varianza con una prueba Tukey
al 5%, con ayuda de R estudio version 4.0.3 (AGPL v3), tanto para la prueba de antagonismo,

como en camaras humedas.
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La figura que se presenta a continuacion muestra la aleatorizacion realizada en el software

estadistico, para la distribucion de los tratamientos en las unidades experimentales.

Figura 2

Distribucion de tratamientos

t3 12 t4 t4
t4 tl i3 12
t2 t1 t1 t3
Nota. Los circulos hacen referencia a las cajas Petri que son las unidades experimentales y t:

tratamientos

4.3. Preparacion de la investigacion

4.3.1 Identificacion de muestras

Para seleccionar las muestras se llevo a cabo una investigacion bibliografica para identificar
los dafios y la sintomatologia que ocasiona este patégeno. Los dafios del hongo se presentan en
las hojas, en forma de manchas circulares necréticas, la cual es una sintomatologia causada

por el hongo en estudio, segiin Rodriguez-Lopez et al., (2013).

4.3.2 Recoleccion de muestras

Las muestras fueron tomadas en la provincia de Imbabura, canton Pimampiro, parroquia de
San Francisco de Sigsipamba, comunidad San Antonio. Estas se cortaron en el peciolo con
tijera de poda y posterior a cada corte, se desinfectd el instrumento con alcohol.

Las muestras se sellaron en fundas plasticas herméticas y se trasladaron al laboratorio de
Microbiologia la PUCE-SI, siguiendo el protocolo de Quintero-Mercado et al., (2019) en

donde mencionan la toma de muestras y la conservacion para su transporte.
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4.4. Caracterizacion del hongo Colletotrichum gloeosporoides Penz en plantas infectadas

mediante secuenciacion molecular
4.4.1 Aislamiento del patégeno C. gloeosporioides Penz

Se realizd6 un lavado de las hojas infectadas con agua esterilizada, luego se hizo un corte
pequeio con bisturi en la zona con sintomatologia y se coloco esta muestra en plato Petri,
previamente esterilizado, con 20 ml de PDA para el crecimiento. Se dej6 en incubadora a 27
°C por 5 dias hasta observar el crecimiento del hongo seglin la técnica implementada por

Garcia-Mateos et al., (2021).
4.4.2 Purificacion de la muestra

Después de la incubacion, se tomd una muestra con asa de la zona con mayor micelio y se
coloco en nuevas cajas petri con PDA teniendo resiembras sucesivas (3). Se seleccionaron los
platos petri con mejor crecimiento del hongo de acuerdo a la caracterizacidn macroscopica
(color, textura del micelio y forma de la colonia) y se almacend para realizar las pruebas de

antagonismo y secuenciacion molecular siguiendo la técnica de Trinidad-Angel et al., (2017).
4.4.3 Extraccion de ADN

Se utilizo el kit de extraccion de ADN para hongos de “OMEGA BIO TEK”. Inicialmente se
hizo un raspado con asa de un plato purificado, se sembrd en tubos de ensayo con 10 ml de
caldo nutritivo (soluciéon madre) y se dejo incubar por 48 horas a 30 °C. Después de este
periodo de tiempo se tom6 1 ml de la solucién madre, se colocdé en un microtubo y se

centrifugd a 1000 rpm por 1 minuto.

Se bot6 todo el liquido del microtubo y se colocd nuevamente 1 ml de la misma solucion

repitiendo el proceso de centrifugado por 3 veces hasta tener presencia de pellet.

En el microtubo con pellet se anadieron 600 uL de FG1 Buffer y 5 uL de RNasa A, se

mezclaron en el vortex por 1 minuto para tener una mezcla homogénea.
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Se anadieron 10 uL de mercaptoethanol y se incubd a 65°C por 5 minutos. Posteriormente se
agregaron 140 uL de FG2 Buffer y se dejo en el congelador por 5 minutos. Se centrifugé la
muestra por 10 minutos a 10000 rpm y se transfirié todo el liquido a un nuevo microtubo con
0.5ml de FG3 Buffer y 1 ml de etanol al 100%. Se transfiridé a un nuevo microtubo, se anadio
750 uL de ADN Wash Buffer, se centrifugd a 10000 rpm por 1 minuto, se bot6 el liquido y se
repiti6é el proceso. Finalmente se afadid 100 uL de Elution Buffer, se dej6 reposar por 5
minutos, se centrifugd y se almacend el DNA a — 20 °C para continuar con la PCR (Omega

Bio-Tek, 2013).

4.4.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se aplicd 9 uL de agua estéril, se afiadio 25 pL de master mix, se colocé 2 pL de cada
primer (ITS 1 y ITS 4) y finalmente se agregdé 10 uL de la muestra de ADN. Se dejo las
muestras en la maquina de PCR estandar “Thermal cyclier PCR 3000 por 4 horas, se
almaceno a temperaturas bajas y se empaco para enviar a realizar la secuenciacion (Omega

Bio-Tek, 2013).

Posteriormente, se enviaron las muestras obtenidas a un laboratorio privado “GEN” en donde

se realizd la secuenciaciéon molecular del hongo en estudio.

4.5. Analisis de la accion antimicrobiana de diferentes dosis de Trichoderma spp a través
de pruebas en laboratorio

4.5.1. Crecimiento de colonias puras de Colletotrichum gloeosporioides Penz

De las cajas purificadas se hizo un raspado con asa y se sembrd en tubos de ensayo con 10 ml
de caldo nutritivo, todo en un medio esterilizada. Estas muestras se dejaron en la incubadora a

30 °C por 48 horas, siguiendo la metodologia empleada por Aldas (2021).

4.5.2. Aislamiento y crecimiento de colonias puras de Trichoderma spp.

La cepa de Trichoderma spp se obtuvo en la provincia Pichincha, canton Cayambe. Se preparo
10 ml de caldo nutritivo en tubos de ensayo previamente esterilizados en el autoclave. En 10

ml de agua destilada esterilizada se diluyd 1 gramo de la cepa de Trichoderma spp.
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Posteriormente se tomo6 100uL de la dilucién y se coloco en cajas Petri con 20 ml de PDA. Se
dej6 reposar por 7 dias en incubadora a 26 °C. Al cabo de este periodo se hizo un raspado con
asa de las zonas con mayor crecimiento del hongo y se coloco en los tubos con caldo nutritivo
por 48 horas, con la finalidad de obtener un mejor crecimiento de esporas del posible

antagonista (Acurio y Espafia, 2017).
4.5.3. Preparacion de las dosis del antagonista

Para este proceso se utilizd una cdmara de Neubauer, en el cual se colocd una muestra de 100
uL del hongo preparado en caldo nutritivo. Se realizd el conteo de esporas con ayuda del
microscopio compuesto y el lente de 40X. Se hizo el procedimiento en 5 cuadros medianos
(cuatro esquinas y el centro), de cada uno de los hemisferios de la camara (Figura 4) segin lo

establecido por Salinas (2019).

Posteriormente se utilizo el tubo con el mayor promedio de esporas y se realizaron diluciones
para tener las dosis de los tratamientos. Para obtener las dosis de 1x10° ufc/ml se coloco 1 ml
del tubo seleccionado y se aforo con 9 ml de caldo nutritivo nuevo esterilizado, para la dosis
1x10° se utilizo6 3ml del tubo selecto y se aforo hasta 10 ml con el nuevo caldo nutritivo y
finalmente para 1x107 ufc/ml se colocé 7 ml del tubo determinado y de igual manera se afor6

como en los otros tratamientos (Salinas, 2019).

La Figura 3 representa la camara de Neubauer utilizada en el conteo de esporas de

Trichoderma spp.

Figura 3

Cdmara de Neubauer
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La Figura 4 indica los cuadrados medianos de un solo hemisferio en los que se realizd el
conteo de esporas del posible antagonista. Estos cuadros medianos se dividen en 16 pequefios,

los cuales sirven para ubicar las esporas.

Figura 4

Cuadros de conteo de esporas
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Nota. Adaptado de Salinas (2019).

4.5.4. Dosis del control quimico

Se evalu6 un control quimico, siendo el ingrediente activo (I.A) Mancozeb. Se pesé una
cantidad equivalente a 1 gramo del I.A, se disolvid en 5 ml de agua destilada y posteriormente
se aforé hasta 100 ml. A partir de esta solucidon, se tom6 1 ml, siguiendo el protocolo de
diluciones en plato agar de Rondon y Sanabria (2016). Se coloc6 en tubo de ensayo cuyo
contenido inicial fue 9ml de agua destilada. Se utilizé 1 ml de esta dilucion para la prueba de

antagonismo (Rondon y Sanabria, 2016).
4.5.5. Analisis de la accion antimicrobiana

Se realiz6 la técnica de cultivos duales, para esto se coloc6 20 ml de PDA en plato petri,

posteriormente se sembro el patdgeno colectado en los tubos de ensayo con caldo nutritivo, a
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0.5 cm del borde de la caja 'y a 6 cm se colocd los tratamientos respectivos, igualmente
almacenados en caldo nutritivo (Figura 5).

La siembra de los hongos y tratamientos se realizd con un asa estéril, en un diametro de 0.5
cm considerando la concentracion definida anteriormente para cada uno. Finalmente se dejo
en incubacion por 10 dias a 25 °C + 2, siguiendo la metodologia de Ramirez-Olier et al.,
(2019).

Se midi6 el crecimiento micelial (variable dependiente) de Colletotrichum gloeosporioides
Penz, a partir del dia tres de siembra de los tratamientos, con ayuda de una regla o pie de rey y
se registro los datos del diametro para su respectivo analisis estadistico (Rodriguez, 2020).

Figura 5

Esquema de la técnica de cultivos duales
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Nota. Adaptado de Rodriguez (2020).

4.6. Determinacion de la mejor dosis de Trichoderma spp. en hojas con sintomas de
antracnosis mediante pruebas en camaras himedas

4.6.1. Descripcion de tratamientos usados en las camaras hiumedas

Se evalud6 las dos mejores dosis con mayor control en la técnica de cultivos duales, ademas se
utiliz6 el control quimico y un testigo (sin control), con tres repeticiones.

La Tabla 3 muestra los tratamientos que se utilizaron en las cdmaras humedas.
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Tabla 3

Tratamientos de cdmaras hiumedas

Tratamiento Simbologia Descripcion
Uno Tl 1x10” ufe/ml
Dos T2 1x10° ufe/ml
Tres T3 Control quimico con

Mancozeb (1000 ppm)
Cuatro T4 Sin ninglin control

4.6.2. Elaboracion de camaras humedas

Se colocaron en fundas plésticas herméticas. En el interior primero se colocd papel toalla
mojado con agua destilada esterilizada y posteriormente se afiadié la hoja infectada con
sintomas de antracnosis. Finalmente, se cerrd la funda y se tomo el registro del tamafio inicial
de la lesion, relacionando el proceso con el realizado por Violeta et al., (2020) y Lopez-

Navarrete et al., (2018).

4.6.3. Evaluacion de las mejores dosis

Se utiliz6 un atomizador manual y se aplicé 5 ml de cada tratamiento, de acuerdo a las dosis
establecidas en la Tabla 3. Se dej6 incubar por 10 dias y se determiné la severidad de acuerdo
al crecimiento diametral de la lesion (variable dependiente), en la zona infectada, siguiendo la

metodologia de Barrios et al., (2016) y Lopez-Navarrete et al., (2018).
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Pruebas de normalidad y homogeneidad de la varianza
Se realizaron las pruebas de normalidad y homogeneidad, para cada uno de los resultados de
las variables evaluadas, con la finalidad de tener una validacion del experimento. Los datos se

observan en la Tabla 4, y se puede determinar que se encuentran distribuidos normalmente.

Tabla 4

Prueba de normalidad Shapiro Wilk y homogeneidad Bartlett test de las variables evaluadas

Variable Observaciones Promedio Desviacion W° p value p value
(cm) estandar (Shapiro Wilk) (Bartlett test)

Crecimiento micelial
del patégeno

Crecimiento a los 3
dias

Tratamiento 1 3 2,17 0,29
Tratamiento 2 3 1.83 0,29
Tratamiento 3 3 1,67 0,29 0.86 0,05 0.79
Tratamiento 4 3 2,33 0,29
Crecimiento a los 5
dias
Tratamiento 1 3 3,17 0,29
Tratamiento 2 3 2.83 0,29
Tratamiento 3 3 2,33 0,29 0,86 0,05 0,62
Tratamiento 4 3 3,17 0,29
Crecimiento a los 7
dias
Tratamiento 1 3 5 0
Tratamiento 2 3 3,33 0,29
Tratamiento 3 3 27 036 086 0,05 0,55
Tratamiento 4 3 4 0
Crecimiento a los 10
dias
Tratamiento 1 3 6,83 0,76
Tratamiento 2 3 3,83 0,29
Tratamiento 3 3 3 0,5 0,97 0.94 0,46
Tratamiento 4 3 4,73 0,25
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Variable Observaciones Promedio Desviacion W° p value p value

(cm) estandar (Shapiro Wilk) (Bartlett test)
Crecimiento del
hongo en camaras
humedas
Crecimiento a los 3
dias
Tratamiento 1 3 2,27 0,68
Tratamiento 2 3 3 0,5
Tratamiento 3 3 2,27 0,25 0.96 0,79 0,17
Tratamiento 4 3 4,5 1,5
Crecimiento a los 5
dias
Tratamiento 1 3 2,83 0,76
Tratamiento 2 3 3,83 0,29 0,66
Tratamiento 3 3 4,33 0,58 0,94 0,51
Tratamiento 4 3 6,67 0,76
Crecimiento a los 7
dias
Tratamiento 1 3 3,33 0,76
Tratamiento 2 3 5 0
Tratamiento 3 3 6,27 0,46 0,96 0,78 0,75
Tratamiento 4 3 8,17 0,76
Crecimiento a los 10
dias
Tratamiento 1 3 4 0,87
Tratamiento 2 3 6,17 0,29
Tratamiento 3 3 7,5 0,5 0.95 0.7 0,58
Tratamiento 4 3 9,67 0,76

5.2. Caracterizacion del hongo Colletotrichum gloeosporoides Penz en plantas infectadas

5.2.1 Caracterizacion macroscopica y microscépica

La caracterizacion macroscopica de Colletotrichum gloeosporioides Penz se determind de
acuerdo a la forma y color de la colonia y micelio. La Figura 6 muestra el crecimiento

observado a los 7 dias del aislamiento de hojas infectadas con sintomas de antracnosis.
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Figura 6

Cepa aislada con caracteristicas similares para Colletotrichum gloeosporioides Penz

En la Figura 6 se observa el color salmdn de la colonia en el envés del plato petri, que presenta
caracteristicas similares a C. gloeosporioides Penz Estas caracteristicas concuerdan con las
mencionadas por Flores (2019), en donde afirma que en el envés de la placa se presenta un

color salmoén en el centro.

La Figura 7 hace referencia al color del micelio del fitopatdgeno aislado después de realizar

una purificacion del aislamiento inicial.
Figura 7

Cepa con caracteristicas similares para Colletotricum gloeosporioides Penz, purificada
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En la Figura 7 se muestra el crecimiento micelial del hongo en el haz del plato petri, el cual es
de forma algodonosa con color blanco, cuyas caracteristicas son similares a las mencionadas
por Santacruz (2013) y Revelo (2014), los cuales afirman que el color del micelio es

algodonoso y con el tiempo se vuelve grisdiceo con un maximo de desarrollo a los 15 dias.

La Figura 8 muestra caracteristicas microscopicas similares para C. gloeosporioides Penz. Se
presenta apresorios miceliales observados en el microscopio optico con el lente de 40x, los

cuales tienen similitud a los analizados por Flores (2019), en su investigacion realizada.

Figura 8

Apresorios miceliales del fitopatogeno

5.2.2 Caracterizacion molecular

Se obtuvo un porcentaje de identidad de 99,45% entre la muestra aislada del patogeno y el
espécimen de Colletotrichum gloeosporioides Penz de acuerdo a la base de datos del NCBL
La Tabla 5 indica las caracteristicas de la muestra ensamblada y la relacion existente con la

informacion del GenBank del sitio informatico.
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Tabla 5

Andlisis de la muestra ensamblada de acuerdo a la caracterizacion molecular

N° Muestra ID Accession Descripcion Nombre Porcentaje
cientifico de

identidad

1. Aislada M480 consensus sequence

J4791W49016 Hongo aislado de
sintomatologia en hojas de
granadilla
2. NCBI KT004429.1 Colletotrichum gloeosporioides

isolate GXO016 18S ribosomal  Colletotrichum
RNA gene, partial sequence;  gloeosporioides  99.45%
internal transcribed spacer 1, Penz
5.8S ribosomal RNA gene, and
internal transcribed spacer 2,
complete sequence; and 28S
ribosomal RNA gene, partial
sequence

Ademas, la muestra 1 (aislada), corresponde a la secuencia ensamblada de la amplificacion de
los primers ITS1 (Anexo 7) y el ITS4 (Anexo 8) del hongo patdégeno en estudio.

5.3. Analisis de la accién antimicrobiana de diferentes dosis de Trichoderma spp. a través
de pruebas en laboratorio.

5.3.1 Crecimiento micelial del fitopatégeno (cm)

En la Tabla 6, se muestra el crecimiento micelial del fitopatogeno obtenido tras los datos
tomados en un periodo de 10 dias.
Tabla 6

Crecimiento del patogeno en la evaluacion in vitro del hongo Trichoderma spp como

potencial antagonista en el control de la enfermedad antracnosis

Tratamientos Dosis de Trichoderma spp  Crecimiento micelial del
(ufc/ml) patégeno (cm)
T1 1x10° 6,83
T2 1x10° 3,83
T3 1x10’ 3
T4 Testigo (control quimico) 4,73
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Para la variable crecimiento micelial del hongo causante de la enfermedad, se observa que el
tratamiento tres, T3 (1x107 ufc/ml de Trichoderma spp), presentd un mayor control, ya que se
presencid un minimo crecimiento de Colletotrichum gloeosporioides Penz (3 cm); mientras
que el T1 (1x10% ufc/ml de Trichoderma spp) presentd un menor control del fitopatdgeno,
debido a que este logrd un crecimiento de 6,83 cm.

La tabla que se presenta a continuacion muestra el andlisis de varianza para la variable
crecimiento micelial del fitopatdgeno.

Tabla 7

Andlisis de varianza para el crecimiento micelial de C. gloeosporioides Penz en la evaluacion
in vitro del hongo Trichoderma spp como potencial antagonista en el control de la
enfermedad antracnosis

F.V G.L S.C C.M Fo F0,05
Total 11 26,42
Tratamientos 3 24,46 8,15 33,28 4,066 *
Error 8 1,96 0,25
CV (%) 10,76
Promedio del
crecimiento
micelial 4,6 cm

Nota. F.V: Fuentes de variacion, G.L: Grados de libertad, S.C: Suma de cuadrados, C.M: Cuadrados
medios, Fo: valor de F calculado, F0.05: valor de F tabulado al 5% con un 95% de valor alfa de

confiabilidad, *: Diferencias significativas.

Para la variable crecimiento micelial del patogeno, tras el analisis ANOVA, se detectd que

existen diferencias significativas al 5% entre los tratamientos.

Esto indica que al menos un tratamiento fue diferente a los demads para la variable en estudio.
De igual manera el coeficiente de variacion fue de 10,76%, por lo que existe una baja
desviacion estandar de los datos con respecto a la media y demostrando que la investigacion es

viable. Ademas, el promedio general entre tratamientos fue de 4,6 cm.

La prueba Tukey al 5% para el crecimiento del patogeno (Figura 9), muestra que
evidentemente existen cuatro rangos dentro de los cuales se encuentran los tratamientos en
estudio. Se obtuvo que el tratamiento T3 se encontrd en el rango “c”, siendo el mejor control

inhibiendo el crecimiento micelial del patégeno. A diferencia del tratamiento T1, que se ubicd
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[P 4]

en el rango “a” y presentd un menor control en el crecimiento micelial. El tratamiento T4

obtuvo el rango “b” y T2 el rango “bc”.
Figura 9

Rangos para el crecimiento micelial del patégeno (cm) por tratamiento en la evaluacion in

vitro del hongo Trichoderma spp como potencial antagonista en el control de la enfermedad

antracnosis
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Como se observa en la Figura 9, el tratamiento T3 se encontrd en el rango “c”, debido a que
presentd un crecimiento micelial de C. gloeosporioides Penz de 3 cm, mientras que el
tratamiento T4 (testigo) tuvo el rango “b” porque su inhibicion fue menor, ya que el hongo
causante de antracnosis obtuvo un crecimiento micelial de 4,73 cm; sin embargo, este obtuvo

su maximo crecimiento (6.83 cm) con el tratamiento T1.

Estos resultados se asemejan a los obtenidos por Pelaez-Alvarez et al., (2016), quien demostrd
que el uso de Trichoderma asperellum inhibe el crecimiento de Colletotrichum en 91%; lo
cual ratifica que el uso del hongo benéfico promueve una inhibicion en el crecimiento del
patogeno en estudio. También existe concordancia con los resultados obtenidos por Landero-
Valenzuela et al., (2016), en donde el mayor control del hongo se presentd con glucosinolatos

aislados de floretes de brocoli a concentraciones de 1,54 y 0,92 ng/uL logrando la inhibicién
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total de la germinacion de esporas de Colletotrichum gloesporioides P, aislado de mango,
ratificando el uso de extractos naturales y microorganismos benéficos como alternativas de

control.

5.4 Determinacion de la mejor dosis de Trichoderma spp. en hojas con sintomas de

antracnosis mediante pruebas en camaras himedas
5.4.1 Crecimiento diametral de la lesion en la zona infectada

La Tabla 8 muestra el crecimiento diametral de la lesién ocasionada por C. gloeosporioides
Penz y su desarrollo con los tratamientos evaluados, en un periodo de 10 dias y la Tabla 9
presenta los datos de crecimiento antes de los tratamientos.

Tabla 8

Crecimiento diametral de la lesion en hojas infectadas por C. gloeosporioides Penz

Tratamiento Dosis Crecimiento de la lesion
(cm)
T1 1x107 ufc/ml 4
T2 1x10° ufc/ml 6,17
T3 Mancozeb (1000 ppm) 7,5
T4 Sin control 9,67

Para la variable crecimiento diametral de la lesion en la zona infectada, se analiza que el
tratamiento T1 (1x107 ufc/ml de Trichoderma spp), presentd un mayor control en el desarrollo
de la enfermedad, esto debido a que el crecimiento de la infeccion al término de 10 dias fue de
4 cm; mientras que en el tratamiento T4 (sin ningin control), el crecimiento fue de 9,67 cm,

alcanzando un gran desarrollo de la lesion.

A su vez, la Tabla 9 presenta la relacion existente en el desarrollo de la zona infectada desde el
momento que se implemento las cdmaras hiimedas (dia 0) y el ultimo dia del analisis de datos
(dia 10).
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Tabla 9

Relacion de crecimiento de la infeccion al dia 0y 10

Tratamiento Diametro inicial Crecimiento al dia 10 Relacion de
(cm) (cm) crecimiento (cm)
T1 1,83 4 2,17
T2 1,5 6,17 4,67
T3 1,3 7,5 6,2
T4 2,17 9,67 7,5

Por tal motivo, considerando el didmetro inicial de la lesion, se muestra que el tratamiento T1
tuvo un mejor control en el desarrollo de la infeccion, ya que existiéo un crecimiento de 2,17
cm, al contrario que con el tratamiento T4 en donde la infeccion avanzo 7,5 cm (5,33 cm mas)

debido a que no se utilizé ningln control, logrando una inhibicién del 71,07% en el desarrollo

de la enfermedad.

A continuacidn, se presenta la Tabla 10 en donde se muestra el andlisis de varianza para la

variable crecimiento de la lesion considerando el diametro inicial de la misma.

Tabla 10

Andlisis de varianza para el crecimiento diametral de la lesion en la determinacion de la
mejor dosis en el control de Colletotrichum gloeosporioides Penz

FV GL SC CM Fo F0,05
Total 11 48,667
Tratamientos 3 47,273 15,758 90,475 4,066 *
Error 8 1,393 0,174
CV (%) 8,13
Promedio del
crecimiento 5,13 cm

Nota. F.V: Fuentes de variacion, G.L: Grados de libertad, S.C: Suma de cuadrados, C.M: Cuadrados
medios, Fo: valor de F calculado, F0.05: valor de F tabulado al 5% con un 95% de valor alfa de

confiabilidad, *: Diferencias significativas.
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Para la variable crecimiento diametral de la lesion, tras el analisis ANOVA, se determin6 que
existen diferencias significativas al 5% entre los tratamientos, por lo que se define que al
menos un tratamiento fue distinto a los demas. Asi mismo, el coeficiente de variacion fue de
8,13%, por lo que existe una baja desviacion estandar de los datos con respecto a la media y el

promedio entre los tratamientos de 5,13 cm.

La prueba Tukey al 5% (Figura 10), para el crecimiento diametral de la lesion en la zona
infectada indica que existen cuatro rangos entre los tratamientos evaluados. De tal forma, se
determinod que el tratamiento T4 estd en el rango “a”, el T3 enel “b”, el T2 en “c” y el T1 en

rango “d”.

Figura 10

Rangos para el crecimiento diametral (cm) de la lesion de la zona infectada por tratamiento
en la determinacion de la mejor dosis en el control de la enfermedad antracnosis
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Como muestra la Figura 10, el tratamiento T1 obtuvo el rango “d”, debido a que tuvo un
crecimiento del didmetro de la infeccion de 2,17 cm; sin embargo, el tratamiento T4 que no

tiene ningun control, se encontrd en el rango “a” ya que su crecimiento diametral fue mayor

que el mencionado anteriormente (7,5 cm).
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Los resultados obtenidos tienen relacion con los alcanzados por Landero (2013), en donde
menciona que cepas de Trichoderma spp lograron la reduccién de la severidad en el diametro
de la lesion causada por Colletotrichum gloeosporioides Penz, en frutos de papaya, con una
eficiencia de 77,40%, con lo cual se confirma la capacidad antagonica de Trichoderma spp
frente al causante de antracnosis. Se reafirma el control de Trichoderma spp frente al
fitopatdgeno en estudio gracias a la investigacion desarrollada por Gaviria-Hernandez et al.,
(2013), en la cual mencionan que el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de los
productos a base de Trichoderma lignorum 'y T. harzianum oscild entre 61% y 65% para C.
gloeosporioides Penz, y entre 77% y 79% para C. acutatum, consolidando los resultados de la

presente investigacion con la influencia de Trichoderma spp como antagonista.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES

En la caracterizacion molecular se evidencid que el hongo aislado de la sintomatologia
en las hojas de Passiflora ligularis pertenecia al hongo Colletotrichum gloeosporioides
Penz, ya que se encontrd una similitud de 99,45% de acuerdo a la base de datos de
especimenes del GenBank del NCBI.

El anélisis de la accioén antimicrobiana de diferentes dosis de Trichoderma spp. con la
prueba de cultivos duales permitié determinar que el tratamiento T3 (1x107 ufc/ml)
presentd un crecimiento micelial de Colletotrichum gloeosporioides Penz de 3 cm,
siendo este el mejor control, debido a que con el tratamiento T4 (control quimico) el
patogeno alcanzo un crecimiento de 4,73 cm.

En la determinacion de la mejor dosis de Trichoderma spp. en hojas con sintomas de
antracnosis en camaras humedas, se evidenci6 que en el tratamiento T1 (1x107 ufc/ml)
el crecimiento diametral de la lesion fue de 2,17 cm, mientras que en hojas sin ninglin
control la lesion se desarrolld 7,5 cm. Logrando una inhibicion del 71,07% del
desarrollo de la enfermedad.

Finalmente, la evaluacién in vitro del hongo Trichoderma spp. como potencial
antagonista de la enfermedad ocasionada por el fitopatogeno Colletotrichum
gloeosporioides Penz en granadilla Passiflora ligularis permiti6é concluir que esta tiene
un efecto positivo en el control del hongo causante de antracnosis, por lo que se aprobo
la hipdtesis alternativa en donde se mencionod que al menos una dosis de Trichoderma

spp tiene accidon antimicrobiana frente al patdgeno.
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CAPITULO VII
RECOMENDACIONES

La metodologia aplicada para este estudio puede ser usada en futuras investigaciones, ya
que es necesario profundizar en la actividad antifungica de Trichoderma spp como
potencial antagonista en el control de diferentes patdégenos en productos agricolas de
interés comercial.

Se recomienda continuar con la investigacion de Trichoderma spp para conocer el
metabolito secundario que controla el desarrollo del hongo Colletotrichum
gloeosporioides Penz, con la finalidad de realizar réplicas de este componente omitiendo
el proceso in vitro.

Evaluar en campo abierto la mejor dosis de Trichoderma spp (1x107 ufc), en diferentes
especies de la familia Passiflora con la finalidad de tener una alternativa de control frente
a la enfermedad ocasionada por Colletotrichum gloeosporioides Penz y asi disminuir el
uso excesivo de agroquimicos toxicos.

Es importante continuar con las investigaciones sobre los diferentes beneficios de los
microorganismos, especialmente Trichoderma spp, tanto en el control de enfermedades
como en mejoras de rendimiento, aportando asi en brindar alternativas sanas de
produccion y también amigables con el medio ambiente, conociendo el funcionamiento de

estos en las plantas.
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ANEXOS

Anexo 1

Recoleccion de hojas con sintomas de antracnosis

Anexo 2

Siembra de la zona infectada en plato petri con medio de cultivo
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Anexo 3

Crecimiento del aislamiento de la zona infectada por C. gloeosporioides Penz
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Anexo 4

Crecimiento de la muestra purificada del fitopatogeno
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Anexo 5

Siembra de C. gloeosporioides Penz en caldo nutritivo

Anexo 6

Extraccion de ADN del patogeno
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Anexo 7

Amplificacion de la secuencia del primer ITS 1
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Anexo 8

Amplificacion de la secuencia del primer ITS 4
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Anexo 9

Cepa de Trichoderma spp. y crecimiento en caldo nutritivo

Anexo 10

Conteo de esporas del antagonista
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Anexo 11

Dosis del control quimico

Anexo 12

Medicion del crecimiento micelial del patogeno
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Anexo 13

Relacion de crecimiento de la lesion (cm) en cdmaras hiimedas

Anexo 14

Tabla de crecimiento en la técnica de cultivos duales

CRECIMIENTO MICELIAL (cm)

TRATAMIENTO | Rep 1 | Rep 2 | Rep 3 | SUMA | PROMEDIO | SD
Tl 2 2,5 2 6,5 2,167 0,289
T2 2 1,5 2 5,5 1,833 0,289
DIA 3 T3 2 1,5 1,5 5 1,667 0,289
T4 2 2.5 2.5 7 2,333 0,289
Tl 3 3 3,5 9,5 3,167 0,289
T2 3 2,5 3 8,5 2,833 0,289
DIiA 5 T3 2,5 2,5 2 7 2,333 0,289
T4 3 3,5 3 9,5 3,167 0,289
Tl 5 5 5 15 5,000 0,000
T2 3,5 3 3,5 10 3,333 0,289
DIA 7 T3 3 2,8 2,3 8,1 2,700 0,361
T4 4 4 4 12 4,000 0,000
Tl 7 6 7,5 | 20,5 6,833 0,764
T2 4 3,5 4 11,5 3,833 0,289
DIA 10 T3 3,5 3 2,5 9 3,000 0,500
T4 5 4,5 47 | 142 4,733 0,252
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Anexo 15

Tabla de crecimiento de la lesion en cdmaras hiimedas

CRECIMIENTO DIAMETRAL DE LA LESION (cm)

TRATAMIENTO |Rep 1| Rep2 |Rep 3| SUMA | PROMEDIO | SD

Tl 1,5 2 2 5,5 1,833 0,289

T2 2 1 1,5 | 4,5 1,500 0,500

DIA 0 T3 1,2 2 0,7 | 3,9 1,300 0,656
T4 1 2 3,5 6,5 2,167 1,258

Tl 1,5 25 | 28 | 68 2,267 0,681

T2 3,5 3 2,5 9 3,000 0,500

DIiA 3 T3 2.8 3 2,5 8,3 2,767 0,252
T4 3 45 6 13,5 4,500 1,500

Tl 2 3 3,5 8,5 2,833 0,764

T2 4 4 3,5 | 11,5 3,833 0,289

DIA 5 T3 4 5 4 13 4,333 0,577
T4 6 6,5 7,5 20 6,667 0,764

Tl 2,5 3,5 4 10 3,333 0,764

T2 5 5 5 15 5,000 0,000

DIiA 7 T3 6 6,8 6 18,8 6,267 0,462
T4 7,5 8 9 24,5 8,167 0,764

Tl 3 45 | 45 12 4,000 0,866

T2 6,5 6 6 18,5 6,167 0,289

DIA 10 T3 7,5 8 7 22,5 7,500 0,500
T4 9 9,5 | 10,5 | 29 9,667 0,764

Crocimiento Tl 1,5 | 25 | 25 6,5 2,167 0,577
final do la T2 45 5 45 14 4,667 0,289
lesion T3 6,3 6 6,3 | 18,6 6,200 0,173
T4 8 7,5 7 22,5 7,500 0,500
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