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RESUMEN

A nivel global, los alimentos que se cultivan son cada vez mas nocivos para la salud
humana, principalmente debido a la elevada presencia de residuos quimicos. Uno de los
problemas fundamentales radica en la utilizacion excesiva e inapropiada de insumos agricolas
para combatir enfermedades fungicas en los cultivos de vid. Es por esto que una de las
alternativas para disminuir el uso de fungicidas quimicos, para manejo de oidio, es el control
biolégico que disminuye los residuos quimicos en la fruta. Las variedades pertenecientes al
género Trichoderma son reconocidas como unas de las més utilizadas en funciones de control
biolégico, desempefiando en algunas situaciones un papel antagonista frente a hongos y
bacterias fitopatdgenos. El principal objetivo de esta investigacion fue la evaluacion in vitro de
Trichoderma spp. aislada frente a oidio en el cultivo de la vid. La investigacion se la realizo en
los laboratorios de la PUCE-I, canton Ibarra, provincia de Imbabura en donde se utilizé un
disefio completamente al azar con dos dosis de Trichoderma spp (1x10° UFC/ml y 1x10°
UFC/ml) y un testigo como controlador quimico (Myclobutanil), con tres repeticiones en cada
tratamiento. Se empleo la técnica de cultivos duales para poder determinar la mejor dosis,
obteniendo que la dosis 1x10° UFC/ml fue la mejor en el control del patdgeno. También se
realizé la técnica de camaras humedas en donde se inocul6 hojas de vid con el hongo patdgeno
aislado y con la Trichoderma spp. las mediciones respectivas del crecimiento diametral se
realizaron a los 15 dias en donde se evidencié que con la dosis de 1x10°ml de Trichoderma spp
se obtuvo un mejor control del hongo patdégeno. También como estudio complementario se
realizd el conteo de células de oidio por el periodo de 10 horas por la técnica de
espectrofotometria y se realizo las evaluaciones de las dosis en campo para poder constatar la

validez de la investigacion.

Palabras clave: Trichoderma spp, oidio, control biologico.



ABSTRACT

Globally, the foods that are grown are increasingly harmful to human health, mainly due to the
high presence of chemical residues. One of the fundamental problems lies in the excessive and
inappropriate use of agricultural inputs to combat fungal diseases in grapevine crops. This is
why one of the alternatives to reduce the use of chemical fungicides, to manage powdery
mildew, is biological control that reduces chemical residues in the fruit. Varieties belonging to
the genus Trichoderma are recognized as some of the most used in biological control functions,
playing in some situations an antagonistic role against phytopathogenic fungi and bacteria. The
main objective of this research was the in vitro evaluation of Trichoderma spp. isolated against
powdery mildew in grape cultivation. The research was carried out in the laboratories of the
PUCE-I, canton Ibarra, province of Imbabura where it was used in a completely randomized
design with two doses of Trichoderma spp (1x10° ufc/ml and 1x10° UFC/ml) and a control as a
chemical controller (Myclobutanil), with three repetitions in each treatment. The dual culture
technique was used to determine the best dose, obtaining better results in controlling the
pathogen with the 1x10°ml dose. The humid chamber technique was also carried out where vine
leaves were inoculated with the isolated pathogenic fungus and with Trichoderma spp. The
respective measurements of diametral growth were carried out after 15 days, where it was
evident that with the dose of 1x10° UFC/ml of Trichoderma spp, better control of the pathogenic
fungus was obtained. Also as a complementary study, the counting of powdery mildew cells
was carried out for a period of 10 hours using the spectrophotometry technique and the dose
evaluations were carried out in the field to verify the validity of the research.

Keywords: Trichoderma spp, powdery mildew, biological control.



CAPITULO |
INTRODUCCION

El cultivo de vid es una actividad de gran relevancia a escala global, dado el impacto
econdémico que genera en los paises que se dedican a su cultivo. La produccion se utiliza
principalmente para la elaboracion de jugos, consumo fresco, pasas, destilados y la produccion
de vino, siendo estos dos Ultimos de especial importancia en términos econémicos (Freire,
2022).

En Ecuador, con condiciones climaticas propicias para el desarrollo y adaptacion del
cultivo de uva, destaca especialmente en ciertas zonas de la costa, como Santa Elena, y la
serrania, como Tungurahua lo cual representa ingresos importantes para medianos y grandes
productores. En la actualidad, la extension de tierra destinada a este cultivo se encuentra
aproximadamente entre 120 y 130 hectareas, distribuidas en diversas localidades como
Imbabura, Cotacachi, Valle del Chota, Tungurahua, EI Oro y Manabi, aunque la produccion
actual es relativamente baja (Valero, 2017).

El oidio es una enfermedad muy temida en el cultivo de vid, debido a que puede atacar
a todos los 6rganos verdes y ser el causante de dafios en zonas vitivinicola, el rango de dafio va
a depender de las variedades de la vid y las condiciones climatoldgicas de cada afio, en algunos

casos puede provocar la pérdida total del cultivo (Oliva, 2020).

De igual manera, ahora en la actualidad se observa un mal manejo de plagas y
enfermedades en la agricultura, durante todo el tiempo se ha realizado controles quimicos,
teniendo como consecuencia que, conforme pasa el tiempo aquellas plagas y enfermedades se
van haciendo mas resistentes, los cual requiere dosis de quimicos mas elevadas dejando altos
contenidos de residualidad de los agroquimicos en los productos agricolas que son destinados

para el consumo humano, ocasionando problemas graves en la salud de los consumidores.



Las altas dosis de aplicaciones de agroquimicos no solo afectan a la salud de los
productores y consumidores, sino que se ve afectado también el medio ambiente debido a que

estos agroquimicos tardan mucho tiempo en descomponerse.

Es por eso que se busca una alternativa biologica urgente, mediante Trichoderma spp,
para la disminucion de la contaminacion y enfermedades tanto en el cultivo como en los seres
humanos (Andrade et al., 2019).



CAPITULO I
OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

e Evaluar in vitro el control bioldgico de oidio (Uncinula necator) mediante la aplicacion

de Trichoderma spp en el cultivo de Vid (Vitis vinifera).

2.2. Objetivos especificos

e Analizar la accion antifingica de diferentes dosis de Trichoderma sp aislada de suelos
de cultivo de vid contra el oidio mediante pruebas de laboratorio.
e Determinar la mejor dosis de Trichoderma spp en hojas con sintomas de oidio mediante

pruebas en cdmaras himedas.

2.3. Hipotesis

e HO: Ninguna dosis de Trichoderma spp tiene accion antifungica ante el hongo patégeno
oidio (Uncinula necétor).
e HA: Al menos una dosis de Trichoderma spp tiene accion antiflngica ante el hongo

patdgeno oidio (Uncinula necator).



CAPITULO 11l
ESTADO DEL ARTE

3.1. Cultivo de la uva (vid)

3.1.1. Generalidades

La vid, parte de la familia de las vitaceas, su origen es en la region que se ubica entre el
Mar Caspio y Asia Menor, desde donde se propagd por las naciones costeras del Mediterraneo.
Se cree que la uva fue la primera fruta que el ser humano cultiv. Los colonos espafioles
desempefiaron un papel fundamental al introducir la uva en América, desde donde se difundio

a lo largo y ancho del continente (Gonzélez et al., 2021).

La vid produce la uva, se caracteriza por ser una fruta pequefia y dulce que crece en
racimos que pueden contener entre 6 y 300 unidades. Las uvas son recomendadas consumirse
frescas o se utilizan en la elaboracion de mosto, vino y vinagre. En el mercado, se encuentran
gran variedad de uva, incluyendo las principales como el cardinal, fantasy sedles, crinson sedles,
ribiera, ribol, italia, red glob, benitaka, thomson sedles, centenal sedles, flame sedles, perlete

sedles, river y quebranta (Bravo et al., 2021).

La vid es una fruta que se adapta a gran diversidad de terrenos. Debido a que existe una
amplia gama de porta injertos, la vid es cultivable en zonas de gran exigencia. La disponibilidad
de materia organica en el terreno se considera un factor de gran importancia. Un suelo con
valores inferiores al 1.5% es considerado pobre en materia organica para el cultivo de la vid, y

porcentajes superiores al 2.5% se consideran ricos en este sentido (Sotomayor, 2020).

La composicion de la vid es un 80% de agua y aporta alrededor de 70 calorias por cada
100 gramos, es decir, su densidad caldrica es baja ya que aporta menos calorias en mas volumen
lo cual contribuye a dar saciedad y a moderar la ingesta de alimentos. Dentro de su composicion
existen ciertas sustancias que pueden brindar grandes beneficios a la salud (Yanez, 2011).



3.1.2. Clasificacion Taxonémica del Cultivo.

En la Tabla 1 se muestra la clasificacion taxonémica de la vid.

Tabla 1

Taxonomia de la vid

Taxonomia de la vid

Reino Plantae
Divisiébn  Magnoliophyta.
Clase Magnoliopsida
Orden Vitales

Familia  Vitaceae
Género  Vitis

Especie V. vinifera.

Nota: Segln Baudrit (1990) la vid presenta esta division taxonémica

3.1.3. Morfologia de la vid

La vid, originaria de Asia, se clasifica como una planta semilefiosa y tiene el potencial
de alcanzar alturas notables si no se aplican técnicas de poda de manera oportuna a lo largo de
su proceso de crecimiento. Es esencial llevar a cabo la poda para proporcionar soporte y
estructura al cultivo, mejorando asi la productividad de la planta.

Latorre (2016), nos menciona que la vid estd constituida por las siguientes partes
detalladas a continuacion:

e Raiz

En la mayoria de los casos, se encuentran bajo tierra y desempefian diversas funciones,
como aclarar la planta al suelo, facilitar la absorcion de agua y minerales, y acumular sustancias
de reserva.

e Tronco



Presenta una apariencia retorcida y agrietada, cubierta por una corteza. Su altura puede
variar dependiendo de la variedad y del sistema de conduccion seleccionado. La funcion
principal del tronco es proporcionar soporte a los brazos y pampanos (se explica més adelante),
dirigir el flujo de agua y savia, y almacenar sustancias de reserva.

e Brazos

Los brazos de la vid tienen la responsabilidad de conducir los nutrientes y distribuir la
vegetacion y los frutos en el espacio. Estos brazos sostienen los tallos del afio, que se llaman
pampanos cuando son herbaceos y sarmientos cuando se han lignificado.

e Sarmiento

Las nuevas ramas que la vid produce cada afio se llaman pampanos en su fase inicial.
Estos pampanos estan formados por una sucesion de nudos y entrenudos, y llevan consigo las
yemas, las hojas, los zarcillos y los racimos.

e Pulgar

Un pulgar de la vid es una parte del sarmiento que se deja durante la poda de la cepay
que contiene un numero variable de yemas.

Partes de la uva
e Pulpa

La principal composicion de la pulpa de la uva es el agua, siendo el componente
predominante. ElI segundo componente més relevante, aunque no menos importante, es el
azucar.

e Piel u hollejos

En la piel de la uva se encuentran los compuestos responsables del sabor y el color. Los
taninos presentes en la piel son los encargados de proporcionar estructura y textura a los vinos
tintos. Los antocianos, que también se encuentran en la piel, son responsables del color.

e Pepitasy Raspon
Ademas de la presencia de taninos, las pepitas y el raspdn contienen aceites amargos.

e Pruina



Es una fina capa de cera presente en la cuticula del hollejo o piel también llamada flor.
En la pruina se encuentran las levaduras que realizaran la fermentacion alcoholica.

3.1.4. Valor nutricional

La composicion de las uvas puede variar ligeramente segln se trate de uvas blancas o
negras. En general, su aporte en hidratos de carbono es mayor que en otras frutas, por eso
proporcionan mucha energia. Son hidratos de carbono de facil asimilacion como la glucosa, la
fructosa, sacarosa, dextrosa y levulosa. Las uvas son ricas en compuestos fenolicos, destacando
los estilbenos (resveratrol) y los flavonoides. Algunos autores indican que, tanto la uva negra
como el vino tinto, poseen una mayor cantidad de fitonutrientes que las otras variedades de uva

y vino (Pantoja, 2019).

Tabla 2

Composicion y valor nutricional del fruto de Vitis vinifera L.

Pardmetros Contenido/100g de sustancia comestible
Agua 81,1 (g)
Energia 67 (kcal)
Proteinas 0,68 (g)
Hidratos de carbono 15,2 (9)
Lipidos 0,28 (9)
Fibra
Fibra total 1,5(g)
Vitaminas
Vitamina A (Retinol) 5,5 (1Q)
Carotenos totales 33 (1Q)
Beta-caroteno 33 (1g)
Vitamina E 0,63 (mg)
Vitamina B1 0,05 (mg)
Vitamina B2 0,03 (mg)
Niacina 0,23 0,23 (mg)
Vitamina B6 0,07 (mg)
Folatos 43 (ug)
Vitamina C 4,2 (mg)
Minerales
Calcio 12 (mg)




Hierro 0,41 (mg)

Fasforo 19 (mg)
Magnesio 7,6 (MgQ)
Zinc 0,05 (mg)
Selenio 1,7 (ug)
Sodio 2 (mg)
Potasio 197 (mg)
Esteroles Esteroles
Esteroles totales 4 (mg)
Beta-sitosterol 3 (mg)
Compuestos bioactivos
especiales
Kaempferol Trazas (mgQ)
Quercetina 1,4 (mg)
Miricetina 0,45 (mg)
Acidos organicos
Acido citrico 23 (mg)
Acido clorogénico 13 (mg)
Acido maélico 327 (mg)
Acido tartarico 530 (mg)

Nota. Souci et al. (2000); Moreiras et al. (2001); Olmedilla et al. (2001); USDA (2002).

3.1.5. Requerimientos de temperatura del cultivo

Historicamente, las uvas han sido cultivadas y prosperan principalmente en regiones que
se encuentran entre los 34-49 grados de latitud en ambos hemisferios. Aunque es posible
cultivarlas en latitudes superiores, siempre que se disponga de areas soleadas a baja altitud o en
regiones tropicales secas con acceso a riego. Su desarrollo 6ptimo se observa en climas con
veranos prolongados y secos, asi como inviernos frios. La temperatura maxima en el mes méas
calido debe superar los 18-20 °C, y en el mes mas frio, no deberia descender por debajo de 0
°C.

Temperaturas inferiores a 17 °C disminuyen la velocidad de acumulacion de azlcares y
prolongan el proceso de maduracion. De manera similar, temperaturas extremadamente altas y
baja humedad también pueden reducir la tasa de acumulacion de azucar debido a la disminucion

de la fotosintesis. La elevada humedad aumenta el riesgo de enfermedades y plagas. La lluvia o
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la niebla durante la floracién pueden ocasionar una mala cuajada. Un periodo de crecimiento

prolongado es esencial para lograr una adecuada maduracion de las uvas (Yara, 2023).
3.1.6. Tipos de suelo

Las uvas se pueden cultivar en una diversidad de tipos de suelos, abarcando desde los
muy arenosos hasta los arcillosos, y pueden adaptarse a niveles variables de fertilidad. Su
desarrollo éptimo se logra en suelos fértiles y profundos que permiten una expansion radicular
de hasta 3 a 5 metros o incluso mas. Por otro lado, terrenos excesivamente arcillosos, poco
profundos, con deficiente drenaje o presencia de sales y otras toxinas no son adecuados para

una produccion optima, ya que presentan limitada disponibilidad de nutrientes.

La disponibilidad de nutrientes esta condicionada por diversos factores, tales como el
pH del suelo, la concentracién de nutrientes, la profundidad de las raices, el suministro de agua
en el suelo y el uso de cultivos de cobertura 0 mulching. La vid prefiere un pH neutro, aunque
puede tolerar un rango que va desde 4,5 hasta 8,5. Por ejemplo, en suelos alcalinos con un pH

de 7,3 o superior, la vid se encuentra propensa a sufrir clorosis por falta de hierro. (Yara, 2023).

3.2. El cultivo de uva en Ecuador

La uva es altamente demandada en el mercado ecuatoriano debido a su delicioso sabor
y su valioso aporte nutricional, que ofrece diversos beneficios para la salud. Ecuador, con su
diversidad climatica y suelos propicios, es capaz de producir uvas de diferentes variedades y de
alta calidad. Entre las regiones adecuadas para este cultivo se encuentran los valles de Ibarra,
Pomasqui, Guayllabamba, Tumbaco, Patate, Loja, Catamayo y Santa Isabel, asi como las zonas
costeras de Portoviejo, Manta, Manglar Alto y Santa Elena. Sin embargo, algunos de estos

lugares aun no han sido aprovechados para llevar a cabo esta actividad (Santander et al., 2016).

La Provincia de Santa Elena destaca como la principal zona de cultivo de uva en
Ecuador. Segun los expertos, una ventaja considerable que tiene el pais en el cultivo de la vid
es que la cosecha se realiza en meses en los que no se produce en Chile ni en los Estados Unidos.

Segun los datos recopilados por el MAGAP en 2010, la empresa "Figalsa” opera el vifiedo méas
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extenso de Ecuador y lidera la produccion del reconocido vino nacional denominado "Paradoja”.
Ademas, existen otros vifiedos registrados en el pais, segun la informacion proporcionada por
el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP). También se sefiala la presencia
de plantaciones mas pequefias y huertos de uva en areas especificas como Portoviejo, Santa
Ana, Eloy Alfaro y Tungurahua, segun datos del mismo instituto (Valero, 2017).

Segun la afirmacién de Rodriguez (2010), en los paises del hemisferio sur, la temporada
de cosecha de uva se inicia en los meses de enero, febrero y marzo, a diferencia de Estados
Unidos, donde la cosecha ocurre entre junio y agosto. Esta discrepancia en los calendarios de
cosecha permite que Ecuador, durante los meses de abril, mayo, octubre, noviembre y
diciembre, tenga la oportunidad de abastecer la demanda interna. Rodriguez destaca que,
durante estos meses, el pais ofrece productos que no estan disponibles en ninguna otra parte del

mundo.

En Ecuador, las variedades de uva de mesa mas populares incluyen Cardinal (de color
rojo violeta), Alphonse Lavallé (de color negro azulado), Italia (de color amarillento), Ribiera
(de color negro) y Red Globe (de color rojo violeta). Sin embargo, el area de produccion de uvas
en el pais es bastante limitada. En el afio 2009, se produjo 397 toneladas métricas, una cantidad

insuficiente para satisfacer las demandas internas del pais (Yanez, 2011).
3.2.1. Importancia econémica

Gonzales menciona que, la uva de mesa importada al mercado exhibe una calidad
excepcional, y productores como locales, ese es el estandar con el que se nos evalua.
Necesitamos alcanzar un nivel de frutas de exportacion equiparable a los mejores mercados, lo
que nos obliga a mantener altos estandares de calidad y a seguir procesos distintos de otras
industrias en el mundo. En la misma linea, sefiala que la superficie dedicada al cultivo de uva

de mesa en Ecuador abarca unas 250 hectareas, segun los registros del Ministerio de Agricultura.

Ademas, destaco que la industria se esta concentrando en dos aspectos principales: la
produccidn de variedades sin semillas y la expansion de las exportaciones. Dada las dificultades

que ha presentado el mercado local durante la temporada de produccion de Perd, ha surgido un
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mensaje claro y unanime dentro de la asociacién de que debemos orientarnos hacia la

exportacion en la actualidad (Pineda, 2019).

El cultivo de la vid es una actividad de gran importancia econdémica a nivel mundial. En
el afio 2015 se cultivaron mas de 7.5 millones de ha de vid en el mundo, los cuales produjeron
274.4 millones, de hectolitros (hl), en donde se comenta que el consumo de vino se ha

estabilizado.

La provincia de Santa Elena, cumple las condiciones climéticas para la viticultura, por
tener caracteristicas muy parecidas al vecino pais Per(, especificamente la zona de Piura. Garcia
(2017), alude la primera referencia moderna acerca de la viticultura ecuatoriana, insinuando que,
en el pais el desarrollo de la viticultura podria ser uno de los cultivos con mayor potencial,
sefialando la posibilidad de que, con el manejo adecuado del cultivo se produzcan uvas todo el
afio. Santa Elena cuenta con una superficie de 3,690 km2 que cubren bosques y montes, pastos
naturales y cultivados. En el territorio se presentan dos variedades de uva de mesa, Red Globe

y Crimson seedless (Loor y Pino, 2022).

3.3. Oidio

3.3.1. Agente causal

El oidio es ocasionado por el hongo Uncinula necator, perteneciente al orden
Erisiphales. Esta enfermedad se caracteriza por la formacion de una capa pulverulenta de color
blanco en las hojas, compuesta por el micelio y las conidias del hongo. EI micelio es superficial
y bien desarrollado, dando origen a los conidi6foros desde una célula pie con forma de T
invertida. Estos conidioforos son alargados y constantes de dos 0 mas células. Las conidias,
también conocidas como oidias, se generan en el extremo apical y se liberan cuando alcanzan
la madurez. Una conidia madura presenta una forma cilindrica o elipsoidal, con dimensiones de
40 a 50 micrémetros de longitud por 15-17 micrometros de espesor, y contiene un protoplasma

denso, granulado y refringente (Icochea, 2017).
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3.3.2. Ciclo bioldgico del oidio

El oidio tiene la capacidad de afectar todos los 6rganos verdes de la vid, que incluyen
las hojas, tallos, frutos e inflorescencias. Dado que se trata de un parasito que depende de tejido
vivo, como las hojas y los racimos, para su desarrollo y propagacion, esta caracteristica resulta

crucial para gestionar eficazmente la enfermedad.

(Gomez et al., 2020) nos menciona lo siguiente, este patégeno puede atacar la vid a lo
largo de toda la temporada de crecimiento, aunque la susceptibilidad de los diferentes 6rganos
varia segun la época del afio. Durante la floracidn, las flores y las bayas son particularmente
propensas, mientras que los peciolos de las hojas y los brotes son susceptibles en cualquier

momento durante la temporada.

El hongo entra en una fase de inactividad dentro de las yemas y los sarmientos. Cuando
se inicia el crecimiento de nuevos brotes y las condiciones ambientales son favorables, el hongo
comienza su proceso de desarrollo. Una vez que alcanza la madurez, inicia la reproduccién
asexual al generar conidias, las cuales son dispersadas por el viento, propagando de esta manera
la enfermedad a través de todos los elementos verdes de la vid (Rodriguez, 2015).

3.3.3. Comportamiento del oidio respecto a la temperatura

e Raépido crecimiento y esporulacion del micelio: 23°C — 30°C.
e Crecimiento 6ptimo: 26°C.
e Inhibicién de germinacion de conidias: de 35°C a mas.

e Muerte del patogeno: 40°C.

3.3.4. Comportamiento del oidio respecto a la humedad

e Alta germinacién de conidias: 40%-100%.
e Germinacién optima de ascosporas: 100%.

e Maxima incidenciay severidad: 85%.
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3.3.5. Signos y sintomatologia

Inicialmente, en la superficie de las hojas, se observan manchas blancas que indican la
presencia del hongo en el huésped. La produccion de esporas, conocida como esporulacion,
tiene lugar en un lapso de 5 a 7 dias desde el comienzo de la infeccion. Estas esporas pueden
visualizarse en cualquier tejido verde de la planta, incluyendo frutos, raquis, hojas y partes
florales. Las conidias de este hongo son especialmente sensibles a la luz solar directa, por lo que
las lesiones tienden a desarrollarse en la cara inferior de las hojas expuestas. En hojas que se
encuentran en sombra, las lesiones se manifiestan en ambos lados de la hoja (Alarcon, 2023).

Las esporas en las areas afectadas aparecen como una especie de polvo blanco a grisaceo,
con una apariencia distintiva que se asemeja a la ceniza (Puelles y Sepulveda, 2012).

3.3.6. Afectaciones del oidio en la vid

Oliva (2020) nos menciona en su investigacion las afectaciones del oidio en la vid. El
Uncinula necator puede atacar a todas las zonas verdes de la vid. Su desarrollo se presenta en
las hojas, brotes, sarmientos y racimos. Los dafios causados por este hongo pueden llegar a ser
criticos, reduciendo la produccion y calidad de la uva.

e Dafios en las hojas: En las hojas aparece un polvillo blanco, como manchas harinosas,
tanto en la superficie como en el envés de la hoja. Provoca deformaciones y
marchitamiento de la hoja, si el ataque es intenso.

e Dafios en brotes y sarmientos: En los brotes y sarmientos se puede observar manchas
difusas de color verde oscuro, que crece y cambia de tonalidad méas oscuros al avanzar
la vegetacion, incluso llegan a ser de color negro dependiendo si aumenta la lignificacién
de la vifia (segun adquiere mayor la consistencia de madera). Esto provoca un mal
agostamiento del sarmiento, reduciendo la acumulacion de reservas en las yemas.

e Dafios en racimos y granos Los sintomas se asemejan a los de las hojas, al comienzo
aparece un polvillo blanco, como ceniza, que en poco tiempo recubre toda la superficie
del grano. En el racimo el dafio es méas grave, ya que el hongo puede detener el
crecimiento de la piel del grano, agrietandolo y afectando a la produccién. Si el ataque
se presenta cuando los granos tienen un tamafio de un guisante es muy problematico, ya
gue se sean y se caen.
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3.4. Manejo integrado de oidio en la vid

3.4.1. Control quimico

Es mas efectivo cuando se integra con practicas culturales. El enfoque del manejo debe
centrarse en un control preventivo durante la fase de infeccidn primaria, que ocurre al inicio de
la temporada de crecimiento.

El tratamiento debe iniciarse tempranamente, cuando los brotes lideres alcanzan entre 5
y 10 cm de longitud, manteniendo un programa de aplicaciones periddicas segun la persistencia
del producto, hasta la maduracion de las bayas. Al elegir el tipo de producto a aplicar, es crucial
considerar el estado fenoldgico de la vid y los fungicidas previamente utilizados para evitar el
desarrollo de cepas resistentes.

En lineas generales, el tratamiento comienza en la fase inicial de brotacion mediante el
uso de productos a base de azufre. Esto se realiza para controlar el micelio latente y prevenir su
afectacion a los brotes. Durante la floracion, no se aplican productos liquidos de azufre, ya que
favorecen la escorrentia. Por esta razon, se emplean productos pertenecientes a diversos grupos
quimicos (Puelles y Sepulveda, 2012).

Los fungicidas desempefian un papel crucial en el control de enfermedades, siempre y
cuando se utilicen de manera responsable y se salvaguarde la salud humana. Sin embargo,
existen alternativas como el control biolégico que se emplean para reducir la dependencia de
agroquimicos, previniendo el desarrollo de resistencia y siendo respetuosas con el medio

ambiente.
3.4.2. Control biologico

El control biolégico se define como la accion que reduce la cantidad o la propagacion
del agente patdgeno responsable de una enfermedad, gracias a la intervencion de organismos
externos. Por lo general, este control se lleva a cabo introduciendo antagonistas en condiciones
ambientales controladas, especialmente en términos de humedad y temperatura, aunque las
investigaciones de campo son limitadas. La eficacia de estos agentes bioldgicos puede ser

afectada por la presencia de otros microorganismos y por cambios abruptos en la temperatura.
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Los antagonistas emplean diversos mecanismos de accion para combatir a los agentes
patdgenos, por lo que la seleccion cuidadosa del microorganismo controlador es esencial en base
a esta informacion. Sin embargo, el control bioldgico se enfrenta a un mercado con margenes
de utilidad reducidos, lo que hace necesario aplicar tratamientos que impliquen combinaciones
de antagonistas que sean complementarios en lugar de competir entre si. Esto conlleva a una
mayor eficacia, una disminucion en la frecuencia de aplicaciones y en los costos del tratamiento
(Serrano y Galindo, 2017).

Existen varias técnicas in vitro en el control biolégico, como pruebas de cultivos duales

y el uso de camaras hiimedas, entre otras (Romainville, 2022).
3.4.3. Antecedentes

En Maharashtra (India), realizaron ensayos a escala preliminar, pequefia escala y escala
de campo para seis aislados de Trichoderma, de las cuales cinco fueron obtenidos de la coleccion
de cultivos microorganismos de la agricultura nacional (NAIMCC) de ICAR-NBAIM, y una
cepa de Trichoderma aspereloides la cual fue obtenida de laboratorio de patologia de plantas de
ICAR-NRCG. De las cuales los aislados de NAIMCC-F-01938 y NAIMCC-F-01965 (cepas
obtenidas de la coleccion de cultivos de microorganismos de la agricultura nacional de Mau-
India) fueron superiores a los otros cuatro aislados de Trichoderma, reduciendo la enfermedad
en un 43,67-50,36% y 35,71- 53.40% respectivamente (Garnetti, 2022).

En la Habana - Cuba, resaltaron la importancia que tiene el conocimiento profundo de
los mecanismos de accion que pueden presentar los diferentes aislados de Trichoderma. Este
conocimiento es vital desde el punto de vista practico, debido a que permite una adecuada y
mejor seleccion de aislamientos con mayor potencialidad para el control de diferentes
fitopatdgenos. Mientras mas modos de accion estén presentes en un aislamiento, mayor sera la
eficacia del mismo en el control del fitopatdgeno, y por ende, menor el dafio que puede causarle
al cultivo (Escobar, 2018).

En Chiguagua - México, aislaron seis cepas de Trichoderma spp. TC74 de chile
jalapefio, TvWA 'y TbVA de nogal, TvB y ThB de menta y TSO1 de durazno. Las cepas TS01,
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TC74 y TvB mostraron mayor actividad micoparasita in vitro. La tasa de crecimiento del
patdgeno se redujo practicamente a la mitad al confrontarse con las cepas TC74, TvB y TS01,
lo que al final del experimento se reflejo en una reduccion del 51, 47 y 45% de su crecimiento,
respectivamente (P < 0.002), y mostrando asi una mayor actividad antagonica sobre
Phytophthora capsici (Morales, 2016).

En Cusco - Perud, determind el efecto antagdénico de Trichoderma harzianum y
Trichoderma viride en la incidencia y severidad de Mycena citricolor (ojo de pollo) sacc del
café. T. viride mostro una reduccion en el incremento de la incidencia de M. citricolor con un
5,88% en comparacién a los demas tratamientos. En cuanto a la severidad de M. citricolor la

combinacioén de T. harzianum y T. viride mostraron una reduccion de 35,62% (Quishpe, 2020).

En Trujillo - Per(, determinaron el efecto antagonico de Trichoderma harzianum Rifai
sobre hongos causantes de enfermedades en frutos de postcosecha de Carica papaya L. “papaya
amarilla”, (Rhizopus nigricans, Colletotrichum gloeosporioides, Stemphylium lycopersici,
Alternaria alternata, Fusarium oxysporu y Lasiodiplodia theobromae). Con respecto al estudio
de la competencia por nutrientes y espacio A. alternata, S. lycopersici y L. theobromae, fueron
los hongos que resistieron mejor la accion antagonica de T. harzianum, con crecimientos
promedio de 3,32; 3,13 y 3,25 cm respectivamente; en cambio F. oxysporum mostré una gran
susceptibilidad a la accién antagdnica de 6 T. harzianum con un crecimiento micelial promedio
de 1,92 cm. En cuanto a la capacidad antagonica de T. harzianum sobre los hongos fitopatdgenos

fue en promedio de grado 2 (Gémez, 2015).

En Tacna - Peru, determinaron el grado de control de dos hongos de Trichoderma sobre
el oidio en los racimos de las plantas de vid. Se aplico 10 mL de inoculo de Trichoderma,
constituido por una suspension densa de conidios, por aspersion sobre los racimos de las plantas
de vid con cinco repeticiones por tratamiento. Trichoderma sp. TL (cepa nativa) presentd un
grado 6 de control sobre el oidio y T. harzianum un grado 5 en la disminucion de infeccion de
oidio en los racimos de uva. Concluyeron que el mayor grado de control encontrado en
Trichoderma sp. TL sea porgue es una especie nativa propia del lugar de Tacna, en comparacién
al otro Trichoderma que es proveniente de fuera de Tacna (Lara, 2021).
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3.5. Métodos de control biolégico con Trichoderma spp

3.5.1. Trichoderma spp como controlador de oidio

Trichoderma spp destaca como un agente de control biolégico debido a varias ventajas
significativas. Su rapido crecimiento y desarrollo son notables, y, ademas, produce una
abundante cantidad de enzimas, especialmente cuando se detecta la presencia de hongos
fitopatdgenos. Su capacidad para prosperar en una amplia variedad de sustratos facilita su

produccidn a gran escala para su implementacion en la agricultura (Andrade et al., 2019).

La gran tolerancia de Trichoderma spp. a condiciones ambientales extremas y a habitats
afectados por hongos patdgenos lo convierte en un bioagente de control eficiente. Asi mismo,
su capacidad para sobrevivir en entornos con altos niveles de agroquimicos y otros compuestos
quimicos es una caracteristica valiosa. Ademas, su variabilidad genética actia como un
reservorio de posibilidades para el control bioldgico, adaptandose a diferentes sistemas de

produccién y cultivo.

Se ha demostrado que Trichoderma spp. ejerce su accién contra una amplia variedad de
hongos fitopatdgenos transmitidos por suelo y aire, consolidando su versatilidad y eficacia en

el control biol6gico (Chiriboga et al., 2015).

Una vez que se obtienen cantidades significativas, se procede a la cosecha y, finalmente,
se realiza la formulacion para que el producto llegue al productor. La cantidad de esporas se
controla mediante el uso de microscopios, asegurando asi la entrega constante de un producto
de calidad a los agricultores. La suspensién final no contiene conservantes, por lo que debe
aplicarse lo mas rapido posible después de su produccion, preferiblemente en un plazo de tres
dias, conservado bajo condiciones controladas de temperatura (Chiriboga et al., 2015).

3.5.2. Pruebas de antagonismo

La realizacion de pruebas de antagonismo representa un paso esencial en la evaluacion

de la capacidad de un microorganismo especifico como agente de biocontrol. El indicador
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directo de su potencial radica en el porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR)

obtenido para cada cepa.

Entre las diversas pruebas disponibles, se encuentra la técnica de cultivos duales, que
implica la colocacion de hongos o0 microorganismos a evaluar en los extremos de una caja Petri.
En esta técnica, se evalla el control segun el crecimiento del halo de los hongos sometidos a

prueba.

Otra prueba relevante es la técnica de camaras himedas, que facilita la observacion y el
seguimiento de la presencia y propagacion de una enfermedad especifica. Este método implica
la disposicién de especimenes u muestras del 6rgano bajo evaluacion en un entorno saturado de
humedad relativa. Ademas, se requiere realizar lecturas periodicas para detectar cualquier
cambio en la cAmara, lo que posibilita la identificacion de la presencia de la enfermedad y la
eliminacion de las muestras afectadas. La implementacion de esta técnica demanda un entorno
con instalaciones que cumplan con estandares de asepsia y una humedad relativa uniforme
(Hoyos., et al, 2019).
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CAPITULO IV
MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales, equipos e insumos

4.1.1. Insumos

e Fundas de papel

e Fundas siplock

e Pipetas volumétricas
e Asa

e Vasos de precipitacion
e Micropipetas

e Cajas Petri

e Frascos boeco

e Puntas

e Estilete

e Tijeras

e Algodon

e Gradillas

e Tubos de ensayo

e Bandejas de aluminio

4.1.2. Equipos

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

e Céamara de flujo laminar N_BIOTEK®

e Autoclave (ican clave)

e Congelador (thermoscientific™)
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4.1.3. Reactivos

e Papa Dextrosa Agar (PDA TM MEDIA)
e Caldo nutritivo (TM MEDIA)
e Funguicida con ingrediente activo Myclobutanil

e Sabouraud dextrose agar
4.1.4. Material bioldgico

e Cepas de Trichoderma spp aisladas de suelos agricolas.

e Hojas de vid infestadas con Uncinula necator “oidio”.

4.2. Métodos

4.2.1. Disefio experimental

En esta investigacion se realizé un disefio experimental completamente al azar (DCA),
con 4 tratamientos y 3 repeticiones, teniendo en total 12 unidades experimentales. En esta
investigacion se utilizé como unidad experimental una caja Petri de 9,5 cm de diametro y dos

de ancho conjuntamente con 20 ml de Papa dextrosa agar (PDA).

En el ensayo de confrontacion se utilizé una caja Petri como unidad experimental,
teniendo un total de 12 cajas Petri. En cada caja Petri se colocé las dosis respectivas de cada
tratamiento juntamente con el hongo patégeno, para realizar la prueba de antagonismo cuyos

procedimientos y cantidades utilizada se explican a continuacion en cada punto de este capitulo.

El ensayo de crecimiento de espectrofotometria se realizé por medio de la valoracion del
crecimiento de los hongos en tubos de ensafio con caldo LB, se hizo 3 repeticiones en tubos de

ensafio para cada tratamiento.

También se realiz6 la aplicacion de tratamientos en campo como estudio
complementario, teniendo como unidad experimental una planta, se utilizo 3 plantas para cada

tratamiento mas un testigo teniendo en cuenta un total de 12 unidades experimentales.
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Tabla 3

Esquema de anélisis de varianza ADEVA

FV GL
Total 12
Tratamientos 4
Error 8

Nota: Elaboracién propia.
4.2.2. Tratamientos

En esta investigacion se utilizaron cuatro tratamientos, lo cuales fueron los siguientes:
dos dosis de Trichoderma spp (variable independiente), un control quimico Prelude siendo este

el ingrediente activo el Myclobutanil en dosis de 1000 ppm y un testigo.

Tabla 4

Descripcion de tratamientos

Tratamiento Simbologia Descripcién

Uno T1 1x10° UFC/ml

Dos T2 1x10° UFC/ml

Tres T3 Control quimico  con

Prelude (1000 ppm
Cuatro T4 ( Ppm)

Testigo

Nota: Esta tabla muestra la descripcion de los tratamientos.

Se ha realizado investigaciones sobre la aplicacidén de Trichoderma spp con dosis altas
en general para diversas especies de cultivos, en esta presente investigacion se evalud dosis mas
bajas debido a diversos factores como nos menciona Espinoza (2018), que el uso excesivo de
Trichoderma spp en el control de hongos y enfermedades en altas dosificaciones puede causar
algunos dafios que se menciona en los siguientes puntos:

23



e Fitotoxicidad: Dosificaciones excesivas de Trichoderma spp pueden ser perjudiciales
para las plantas y causar fitotoxicidad. Esto puede manifestarse como marchitamiento,
necrosis foliar o retraso en el crecimiento de las plantas.

e Alteracion del equilibrio microbiano del suelo: El uso excesivo de Trichoderma spp
puede alterar el equilibrio microbiano natural del suelo, lo que puede conducir a la
supresion de otras poblaciones microbianas beneficiosas o a la proliferacion de
patdgenos no deseados.

e Impacto ambiental: Las dosis altas de Trichoderma spp pueden tener un impacto
ambiental negativo al introducir grandes cantidades de organismos modificadores en el
ecosistema. Esto podria afectar la biodiversidad del suelo y los ecosistemas circundantes
(Alburqueque, 2021).

4.3. Preparacion de la investigacion

4.3.1. Identificacién de muestras

Para la toma de muestras del hongo patégeno primero se hizo una investigacién
bibliogréfica para poder identificar en campo los sintomas y dafios que causa este hongo. segun
(Puelles y Sepulveda, 2012) inicialmente, en la superficie de las hojas, se observan manchas
blancas que indican la presencia del hongo en el huésped. La produccion de esporas, conocida
como esporulacion, tiene lugar en un lapso de 5 a 7 dias desde el comienzo de la infeccidn. Estas
esporas pueden visualizarse en cualquier tejido verde de la planta, incluyendo frutos, raquis,

hojas y partes florales.
4.3.2. Recoleccion de muestras

Una vez que se analiz6 toda la informacion se procedio a la toma de muestras. Las
muestras fueron tomadas en la provincia de Imbabura, ciudad de Ibarra, parroquia Caranqui.
Las hojas fueron cortadas en el peciolo con la ayuda de una tijera de poda, algo muy importante

fue que para cada hoja se desinfecto la tijera con alcohol.

Una vez tomadas las muestras se colocaron en fundas de papel selladas a temperatura
ambiente y a una humedad del 50-60%, para ser trasladadas al laboratorio de microbiologia de
la PUCE-I.
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4.4. Aislamiento del hongo patégeno

Una vez que las muestras fueron llevadas a laboratorio se procedid hacer un corte con la
ayuda de un bisturi en la zona infectada por el hongo, se colocé en el plato Petri con 20 ml del
medio de cultivo (Sabouraud Dextrose Agar) previamente esterilizado para su crecimiento. Se
dejo en la incubadora a 35°C por un periodo de 5 dias para poder observar el crecimiento del

hongo, esta técnica fue utilizada por (Mufioz, 2020).

Figural

Aislamiento del hongo patogeno en caja Petri

4.4.1. Purificacién de muestras

Después del periodo de incubacion y una vez que haya crecido el hongo, se tom6 una
muestra con el aza en una parte donde haya mayor presencia de micelio y se coloco en nuevos
platos petri con el medio de cultivo teniendo 3 resiembras sucesivas. Después se procedio a
seleccionar los platos petri con un mayor y mejor crecimiento del hongo de acuerdo a la

caracterizacion microscopica (color, textura, forma del micelio y crecimiento de la colonia).

4.4.2. Crecimiento de colonias puras de oidio

Una vez que se obtuvo un mejor crecimiento de colonias puras en las cajas Petri, se hizo

un raspado con el asa y se sembrd en tubos de ensayo de 10ml con agar-agar previamente
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esterilizados. Las muestras fueron dejadas en la estufa por un periodo de 5 dias a una

temperatura de 30°C, siguiendo el protocolo (Aldas, 2021).
4.4.3. Aislamiento de Trichoderma spp

Siguiendo el protocolo utilizado por (Junes, 2019), en su investigacion el aislamiento se

lo realizo de la siguiente manera:

Las muestras de suelos para obtener las cepas de Trichoderma spp se obtuvieron del
sector de El Hato de Mira provincia del Carchi donde hay la presencia de bosque y que no hayan
pasado por ninguna aplicacion de tratamientos quimicos o alguna especia de hongos.

Cabe recalcar que no se extrajo las muestras de suelo del mismo sitio donde se produce
la vid porque todos en general habian pasado por tratamientos quimicos que pueden afectar a la
presencia de Trichoderma spp entonces para evitar cualquier problema se prefirio mejor extraer

las muestras de suelo del lugar antes mencionado.

e Muestras de suelo: Se recolectaron tres muestras de suelo de manera aleatoria. Se
extrajo aproximadamente 1 kg de suelo en bolsas de papel, cada muestra de suelo se
obtuvo de unos 10-15 cm de profundidad.

e Protocolo de aislamiento: Obtenido las muestras se llevd a las instalaciones del
laboratorio de microbiologia de la PUCE-I, donde el procesamiento de las muestras se
realiz6 homogenizando el suelo y tomando una submuestra de 10 gramos, colocandola
en 90 mL de agua destilada esterilizada y agitando durante 20 a 30 min. Posteriormente
se tom6 una alicuota de 1 ml que se diluyé en un tubo de ensayo con 9 ml de agua
destilada estéril. Estas diluciones se realizaron por tres veces consecutivas. De las tres
diluciones se tom¢ una alicuota de 0,1 ml que se deposito en las placas Petri contenido
con medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA) y con ayuda de un asa previamente
esterilizado se dispersd uniformemente toda la superficie. Se llevo incubar a 25°C por
cuatro a cinco dias; monitoreando el crecimiento del hongo de interés (Covacevich,
2020).
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4.4.4. Preparacion de dosis del antagonista

Para este proceso se utilizd una cdmara de Neubauer, en el cual se colocoé 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 segun lo establecido
por (Salinas, 2019).

Posteriormente se utilizd 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
colocd 1 ml del tubo seleccionado y se aforo con 9 ml de caldo nutritivo nuevo esterilizado, para
la dosis 1x10° se utilizd 3ml del tubo selecto y se aforo hasta 10 ml con el nuevo caldo nutritivo.

Figura 2

Camara de Neunaber que se utiliz6 para el conteo de esporas

La Figura 2 muestra los cuadrados medianos de un hemisferio individual donde se llevé a cabo
el recuento de esporas del probable antagonista. Estos cuadrados centrales se subdividen en 16

segmentos mas pequefios, utilizados para la localizacion de las esporas.
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Figura 3

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

4.4.5. Dosis del control quimico

Se evalud un control quimico siendo el ingrediente activo el Myclobutanil, se pesé 1
gramo del ingrediente activo, luego se disolvié en 5 ml de agua destilada y posteriormente se
aford hasta 100 ml. A partir de esta solucion, se tom6 1 ml, siguiendo el protocolo de diluciones
en plato agar de Rondon y Sanabria (2016). Se coloco en tubo de ensayo cuyo contenido inicial
fue 9ml de agua destilada. Se utilizd6 1 ml de esta dilucion para la prueba de antagonismo
(Rondon y Sanabria, 2016).

4.4.6. Analisis de la accidon antimicrobiana

Se realizé la técnica de cultivos duales, en el cual se coloco 20 ml del medio de cultivo
en el plato Petri, luego se sembrd el patogeno aislado con las diluciones establecidas con caldo
nutritivo, a 0.5 cm del borde de la caja 'y a 6 cm se colocd los tratamientos respectivos,

igualmente almacenados en caldo nutritivo.
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La siembra de hongos y tratamientos se la realiz6 con la ayuda de unos discos elaborados
con papel Parafilm y con una pinza de diseccion. Luego de esto se dejo a temperatura ambiente,

en un lugar oscuro para no tener alteraciones de temperatura por luz o humedad.

4.5. Determinacion de la mejor dosis de Trichoderma spp en hojas con sintomas de oidio
mediante pruebas en camaras humedas

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

Tabla b

Tratamientos de camaras hiimedas

Tratamiento Simbologia Descripcién
Uno T1 1x10° UFC/ml de Trichoderma
spp
Dos T2 1x10° UFC/ml de Trichoderma
Spp
Tres T3 Control quimico con Prelude
(1000 ppm)
Cuatro T4 Sin ningun control (solamente

con agua destilada)

Nota: El autor

4.5.1. Elaboracion de camaras humedas

Se coloco papel toalla mojado con agua destilada esterilizada en una bandeja y sobre
ello se puso las hojas sanas sin presencia de la enfermedad, para ser inoculadas con el hongo
patdgeno y también con las dosis del control bioldgico.

4.5.2. Evaluacion de la mejor 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 dejo incubar por 15 dias y se determiné la severidad de
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acuerdo al crecimiento diametral de la lesién (variable dependiente), en la zona infectada,

siguiendo la metodologia de (Barrios et al. 2016) y (Lopez et al, 2018).
4.6. Variables
4.6.1. Variable/s Independiente/s

- Dosis de Trichodermas spp (esporas/ml)

4.6.2. Variable/s dependiente/s

- Halos inhibitorios (mm)

- Crecimiento diametral en la hoja infectada

4.7. Ubicacion del area de estudio

4.7.1. Recoleccidon de muestra de Trichoderma spp

Las muestras de suelo para el aislamiento de la Trichoderma spp fueron recolectadas de

un bosque ubicado en el caserio el Hato de Mira, canton Mira, provincia del Carchi.
4.7.2. Recoleccion de muestras del hongo oidio

Las hojas, tallos y frutos fueron recolectadas de la empresa Agrovitis Caranqui, ubicada

en la ciudad de Ibarra-parroquia Caranqui.
4.7.3. Area de estudio

Esta investigacion la etapa experimental se la desarrollo en los laboratorios de
microbiologia y biotecnologia de la PUCE-SI, que se encuentra ubicada en la ciudad de Ibarra,

provincia de Imbabura.
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Figura 4

Ubicacion de los laboratorios en la PUCE-I
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Nota: Ubicacion de la sede universitaria elabrado por medio de Arcgis.
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Figura 5

Ubicacion de la granja ECAA
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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 6, y se puede determinar que se encuentran distribuidos

normalmente.

Tabla 6

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

Variable Observaciones  Promedio  Desviacion p value p value

(cm) estandar
(Shapiro Wilk)  (Bartlett test)

Crecimiento micelial
del patdgeno

Crecimiento a los 4

dias
Tratamiento 1 3 2,33 1,41
Tratamiento 2 3 2,5 1,41
0,95 0,7645
Tratamiento 3 3 1,66 1,41
Tratamiento 4 3 2,33 1,41
Crecimiento a los 8
dias
Tratamiento 1 3 3,16 1,21
Tratamiento 2 3 2.83 1,21
0,92 0,4852
Tratamiento 3 3 2,83 1,21
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Tratamiento 4 3 3,16 1,21
Crecimiento a los 12
dias
Tratamiento 1 3 3,83 1,10
Tratamiento 2 3 3,16 1,10
0,94 0,6831
Tratamiento 3 3 45 1,10
Tratamiento 4 3 6,16 1,10
Variable Observaciones  Promedio  Desviacion p value p value
(cm) estandar
(Shapiro Wilk)  (Bartlett test)
Crecimiento del hongo
en camaras humedas
Crecimiento a los 5
dias
Tratamiento 1 3 1,83 1,55
Tratamiento 2 3 15 1,55
0,95 0,5844
Tratamiento 3 3 1,3 1,55
Tratamiento 4 3 2,16 1,55
Crecimiento a los 10
dias
Tratamiento 1 3 2,26 1,31
Tratamiento 2 3 3 1,31 0,3859
0,93
Tratamiento 3 3 2,76 1,31
Tratamiento 4 3 45 1,31

Crecimiento a los 15
dias
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Tratamiento 1 3 45 1,31

Tratamiento 2 3 3,83 1,31

0,97 0,8990
Tratamiento 3 3 7,5 1,31
Tratamiento 4 3 9,66 1,31

5.2. Caracterizacién molecular

Se obtuvo un porcentaje de identidad del 98% entre la muestra aislada del patdgeno y

el espécimen de Erysiphe Necator de acuerdo a la base de datos del NCBI.

Cebador: Citocrom

Secuencia:

ttcatgg tcacaagtat cgcattttct ataatactat tggccgttgg gttaaatgta
ttgagccagt tgctgttceg tagaccctac gagccaccag ttgtatttca ttggtttcca
ataattggaa gtacaatttc gtatggaatt gatccatata aattttattt tgattgtaga
gccaaagtaa gtagagctct tttacatgcc catctccaga tcattaacat acatctttta
gtatggagac atttttacat ttattctcct cgggaaaaaa gtaacagtct atctgggact
tcaaggtaat aattttatac ttaatgggaa gttaaaagat gtcaacgccg aagagattta
cactaattta acaactccgg tctttggaag agatgttgta tatgattgtc caaattccaa

actcatggaa caaaaaaagg tccgtaaatg gtcgagtagt aattt
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Figura 6
Identificacion molecular
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Molecularmente Uncinula necator es el mismo que Erysiphe necator seguin la investigacion
realizada por Burrill (1892).

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 hongo fitopatégeno

En la Tabla 7, se muestra el crecimiento micelial del fitopatdgeno obtenido tras los datos
tomados en un periodo de 12 dias.

Tabla 7

Crecimiento del patdgeno en la evaluacion in vitro del hongo Trichoderma spp como potencial

antagonista en el control de oidio

Tratamientos Dosis de Trichoderma spp Crecimiento micelial del
(UFC/mI) patdgeno (cm)

Tl 1x10° 3,83

T2 1x10° 3,16
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T3 Control quimico 4,5

T4 Testigo (agua destilada) 6,16

Para la variable de crecimiento micelial del hongo de oidio, se observa que el tratamiento 2, T2
(1x10° UFC/mI de Trichoderma spp), presentd un mayor control, ya que se pudo evidenciar un
minimo crecimiento del hongo causante de la enfermedad (3,16 cm), mientras que el testigo T4
(Testigo), present6 un mayor crecimiento del fitopatdégeno (6,16 cm).

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

Tabla 8

Anélisis de varianza para el crecimiento micelial de oidio en la evaluacion in vitro del hongo

Trichoderma spp como potencial antagonista en el control de la enfermedad.

F.V S.C G.L C.M F P-valor
Tratamientos 14,92 3 4,97 7,96 0,0087
Error 5 8 0,63

Total 1992 11

CV (%) 7,96

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.

Para la variable crecimiento micelial del patogeno, tras el analisis ANOVA, se detectd
que existen diferencias significativas con un p-valor (0,0087).

Esto indica que al menos un tratamiento fue diferente a los demas para la variable en
estudio. De igual manera el coeficiente de variacion fue de 17,90 %, por lo que existe una

variabilidad de datos.

La prueba Tukey al 5% para el crecimiento del patégeno (Figura 7), muestra que
evidentemente existen cuatro rangos dentro de los cuales se encuentran los tratamientos en

estudio. Se obtuvo que el tratamiento T2 se encontrd en el rango “a”, siendo el mejor control
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inhibiendo el crecimiento micelial del patdégeno. A diferencia del tratamiento T4, que se ubicé

en el rango “b” y presentd un menor control en el crecimiento micelial. El tratamiento T3 obtuvo

[IP%2)

el rango “ab” y T1 el rango “a”.
Tabla 9

Crecimiento micelial del fitopatogeno (Prueba Tukey = 0,05)

Crecimiento Micelial del fitopatdgeno
TRATAMIENTOS MEDIAS N E.E

T1 (1x10%) 3,83 3 044a
T2 (1X10°) 3,17 3 044a
T3 (Quimico) 4,5 3 0,29 ab
T4 (Testigo) 6,17 3 0,60b
Figura7

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 causada
por oidio

6 m

Crecimiento micelial del hongo (cm)

T1 (1x1073) T2 (1X1075) T3 (Quimico) T4 (Testigo)

El crecimiento final que se obtuvo en esta investigacion fue al dia 12, obteniendo los

siguientes resultados bajo una prueba Tukey al 5%, que basicamente esta prueba nos ayuda a
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comparar las medias entre tratamientos. Como se observa en la Figura 7, el tratamiento T2 se
encontrd en el rango “a”, debido a que presentd un crecimiento micelial de oidio de 3,16 cm,
mientras que el tratamiento T3 tuvo el rango “ab” porque su inhibicion fue menor, ya que el
hongo causante de la enfermedad obtuvo un crecimiento micelial de 4,5 cm; sin embargo, este

obtuvo su maximo crecimiento (6.16 cm) con el tratamiento T4.

Los datos obtenidos en esta investigacion se asemejan con los datos obtenidos por
Fajardo (2008) en donde demostré que la confrontacion antagonista entre la cepa Trichoderma
spp. y el hongo fitopatdgeno oidio, revel6 resultados notables, siendo en el primer dia de
evaluacion, se observé que la cepa experimentd un crecimiento de 14 mm, superando a oidio,
que mostré un crecimiento de 10 mm. En el segundo dia, la cepa continu6 destacandose con un
crecimiento de 37 mm, mientras que oidio. alcanzé solo 16 mm. El tercer dia demostr6 un
aumento significativo para, con un crecimiento de 62.3 mm, en comparacion con oidio, que
crecié 18 mm. En el cuarto dia, la cepa tuvo un crecimiento de 86.3 mm, mientras que oidio,
experimentd una reduccion a 6.7 mm. En el quinto dia de evaluacion, la cepa continué su
crecimiento alcanzando los 93 mm, mientras que oidio, decreci6 a 0 mm, deteniendo
completamente su crecimiento.

5.4. Determinacion de la mejor dosis de Trichoderma spp, en hojas inoculadas con oidio
mediante pruebas en camaras hiumedas.

5.4.1. Crecimiento diametral de la lesién en la zona infectada

La Tabla 10 muestra el crecimiento diametral de la lesion ocasionada por oidio y su desarrollo

con los tratamientos evaluados, en un periodo de 15.
Tabla 10

Crecimiento diametral de la lesion en hojas infectadas por oidio

Tratamiento Dosis de Trichoderma spp Crecimiento de la lesion (cm)
(UFC/ml)
T1 1x103 3,66
T2 1x10° 2,63
T3 Prelude (1000 ppm) 6,2
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T4 Sin control 7,5

Para la variable crecimiento diametral de la lesién en la zona infectada, se analiza que el
tratamiento T2 (1x10° ufc/ml de Trichoderma spp), present6 un mayor control en el desarrollo
de la enfermedad, esto debido a que el crecimiento de la infeccidn al término de 15 dias fue de
2,63 cm; mientras que en el tratamiento T4 (sin ningun control), el crecimiento fue de 7,5 cm,

alcanzando un gran desarrollo de la lesion.

Tabla 11

Analisis de varianza para el crecimiento de la lesién

F.V S.C G.L C.M F P-valor
Tratamientos 45,21 3 15,07 41,10 <0,001
Error 2,93 8 0,37

Total 48,14 11
CV (%) 8

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 diametral de la lesiédn, tras el analisis ANOVA, se determiné 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 12,11%,
por lo que existe una desviacion estandar de los datos con respecto a la media y demostrando
que la investigacion es viable.

La prueba Tukey al 5% (Figura 8), para el crecimiento diametral de la lesion en la zona infectada
indica que existen cuatro rangos entre los tratamientos evaluados. De tal forma, se determino

que el tratamiento T4 estd en el rango “b”, el T3 en el “b”, el T2 en “a” y el T1 en rango “a”.
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Tabla 12

Crecimiento diametral de la lesion del fitopatogeno (Prueba Tukey = 0,05)

Crecimiento diametral de la zona infectada
TRATAMIENTOS MEDIAS N E.E

T1 (1x10%) 3,67 3 0,60a
T2 (1X10°) 2,63 3 0,19a
T3 (Quimico) 6,20 3 0,10b
T4 (Testigo) 7,50 3 029b
Figura 8

Rangos para el crecimiento diametral (cm) de la lesion en la zona infectada por tratamiento
en la determinacién de la mejor dosis en el control de oidio

[¢2]

-

~N

Crecimiento diametrla de la lesion (cm)

T1 (1x1073) T2 (1X1045) T3 (Quimico) T4 (Testigo)

Como muestra la Figura 8, el tratamiento T2 obtuvo el rango “a”, debido a que tuvo un
crecimiento del didametro de la infeccidn de 2,63 cm siendo este el mejor control; sin embargo,
el tratamiento T4 que no tiene ninglin control, se encontro en el rango “b” ya que su crecimiento

diametral fue mayor que el mencionado anteriormente 7,5 cm.

Los resultados obtenidos se relacionan con los logrados por Landero (2013), quien dio

a conocer que cepas de Trichoderma spp lograron reducir la severidad en el diametro de la lesion
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causada por Uncinula Necator Burr, en frutos de papaya, alcanzando una eficiencia del 77,40%.
Esto confirma la capacidad antagonica de Trichoderma spp frente al agente causante de la
enfermedad. Ademas, se refuerza el control de Trichoderma spp sobre el fitopatdgeno en estudio
gracias a la investigacion llevada a cabo por Gaviria-Herndndez et al., (2013). En su estudio,
sefialaron que el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de los productos a base de
Trichoderma lignorum y T. harzianum vario entre el 61% y el 65% para oidio, y entre el 77% 'y
el 79% para C. acutatum, consolidando asi los resultados de la presente investigacion respecto

a la influencia de Trichoderma spp como antagonista.

5.5. Determinacién de la mejor dosis en campo

5.5.1. Analisis de varianza para la determinacion de la mejor dosis en campo
Tabla 13

Analisis de varianza para la determinacién de la major dosis en campo

F.V S.C G.L C.M F P-valor
Tratamientos 67,67 3 22,56 11,28 0,0030
Error 16 8 2,00

Total 83,67 11
CV (%) 14,87

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 de la determinacion de la mejor dosis en campo, tras el analisis ANOVA,
se determiné que existen diferencias significativas al 5% entre los tratamientos con un p-valor

<0,0030. Asi mismo, el coeficiente de variacion fue de 14,87%.

La prueba Tukey al 5% (Figura 9), para la determinacion de la mejor dosis en campo,
indica que existen cuatro rangos entre los tratamientos evaluados. De tal forma, se determiné

que el tratamiento T4 estd en el rango “b”, el T3 en el “b”, el T2 en “a” y el T1 en rango “a”.
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Tabla 14

Namero de hojas afectadas por el fitopatdgeno (Prueba Tukey = 0,05)

Crecimiento diametral de la zona infectada
TRATAMIENTOS MEDIAS N E.E

T1 (1x10%) 7,00 3 0,58 ab
T2 (1X10%) 3,67 3 0,88a
T3 (Quimico) 6,33 3 0,88a
T4 (Testigo) 10,33 3 0,88b
Figura 9

Rangos para el numero de hojas infectadas por el fitopatdgeno en la determinacién de la
mejor dosis en el control de oidio en campo

12

: B

Rango de hojas afectadas
(o)}

NI
A

SN

T1 (1x1073) T2 (1X10475) T3 (Quimico) T4 (Testigo)

Los datos finales obtenidos en esta investigacion al dia 7 después de haber aplicado los
tratamientos, obteniendo los siguientes resultados bajo una prueba Tukey al 5%, que
basicamente esta prueba nos ayuda a comparar las medias entre tratamientos. Como se observa
en la Figura 9, el tratamiento T2 se encontrd en el rango “a”, debido a que presentd una media
de 3,67, mientras que el tratamiento T1 tuvo el rango “a” con una media de 7 y el T4 tuvo un

rango de “b” con una media de 10,33.
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Tovar (2008) pudo evidenciar el alto grado de biocontrol ejercido por parte de las cepas
de Trichoderma spp sobre el hongo R. solani. Esto se confirmé por la apariencia saludable de
las plantas, ausencia de sintomas de la enfermedad y valores superiores de las variables de
longitud de la parte aérea y pesos evaluados, con relacion a los tratamientos de control de
crecimiento y control de la infeccion hacia el dia 23 del ensayo.
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CAPITULO VI
CONCLUSIONES

e El andlisis de la accion antimicrobiana de diferentes dosis de Trichoderma spp. con la
prueba de cultivos duales permitié determinar que el tratamiento T2 (1x10° UFC/ml)
presentd un crecimiento micelial de oidio de 3,16 c¢cm, siendo este el mejor control,
debido a que con el tratamiento T4 (testigo) el patdgeno alcanzo un crecimiento de 6,16

cm.

e En la determinacion de la mejor dosis de Trichoderma spp. en hojas inoculadas con
sintomas de oidio en camaras htimedas, se evidencié que en el tratamiento T2 (1x10°
UFC/ml) el crecimiento diametral de la lesion fue de 2,63 cm, mientras que en hojas sin
ningun control la lesion se desarrolld un 7,5cm. Logrando una inhibicion considerable

frente al desarrollo de la enfermedad.

e Laaplicacion en campo como estudio complementario a esta investigacion, mostraron
resultados positivos con la aplicacion de Trichoderma spp, obteniendo mejores
resultados con la dosis de 1x10° teniendo una media de 3,67 de inhibicion de la

enfermedad.

e Segun los analisis realizados molecularmente el Uncinula necator es igual a la cepa
encontrada de Erysiphe necator esto lo confirma Burril en sus estudios realizados
sobre este hongo patogeno.
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CAPITULO VII
RECOMENDACIONES

Se recomienda aplicar la mejor dosis a campo abierto en diferentes cultivos afectados
por oidio, con la finalidad de obtener una alternativa bioldgica de control del hongo y
por ende evitar el uso excesivo de quimicos que es perjudicial para la salud y el medio
ambiente.

Realizar ensayos con los aislamientos de Trichoderma spp nativos frente a otras especies
de hongos fitopatdgenos que causan enfermedades en los diferentes cultivos.

Evaluar varias cepas de Trichoderma spp aisladas de vifiedos para seleccionar aquellas
con mayor capacidad antagonica contra Uncinula necétor.

Realizar ensayos con dosis de Trichoderma spp mas altas frente a hongos patégenos.
Los hallazgos respaldan la viabilidad de incorporar Trichoderma spp, en programas de

manejo integrado de plagas en la produccion de uva, especialmente en sistemas de

agricultura ecoldgica donde se busca minimizar el uso de pesticidas quimicos.
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ANEXOS

Fase campo

ANEXO 1

Recoleccién de muestra de suelo para el aislamiento de Trichoderma Spp

ANEXO 2

Recoleccién de muestras de hojas de vid con sintomas de oidio

o1



ANEXO 3

Aplicacion de las dosis, en plantas bajo condiciones controladas
Fase de laboratorio

ANEXO 4

Crecimiento micelial del hongo de oidio

ANEXO 5
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Crecimiento de Trichoderma spp en caldo nutritivo

ANEXO 6

Conteo de esporas por medio de la cAmara de Neuabuer
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ANEXO 7

Siembra de tratamiento para la confrontacion

ANEXO 8

Medicion con un calibrador de la confrontacion de Trichoderma spp y oidio
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ANEX0 9

Elaboracion de camaras humedas

ANEXO 10

Sintomatologia de oidio sin ningln tratamiento de cAmara humeda
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ANEXO 11

Crecimiento de la lesion, aplicada el tratamiento de Trichoderma spp

ANEXO 12

Vista microscopica de oidio
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