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RESUMEN

El cultivo de cebolla en el Valle de Locumba es una de las principales
actividades econdmicas de la Provincia Jorge Basadre, este cultivo viene
presentado en los Ultimos afios serios problemas fitosanitarios entre ellos
de pudricion radical. Esta situacion que ha impactado en la economia de
los productores de la regién, obligandolos a implementar métodos de
control fitosanitario poco efectivos y con consecuencias al medio
ambiente. En la actualidad existe una tendencia al uso del Control
Biologico, donde se reconoce la potencialidad de Trichoderma, con
resultados positivos como antagonista sobre hongos fitopatégenos del

suelo.

El presente trabajo tiene como objetivo determinar la etiologia y el control,
in vitro, con Trichoderma harzianum sobre los agentes etiolégico
causantes de la pudricién radicular en el cultivo de Allium cepa L.(cebolla)
El antagonismo se evalud por el método del cultivo dual, confrontando a
los agentes etioldgicos aislados Pyrenochaeta terrestris, Fusarium
oxysporum y Fusarium solani con el antagonista Trichoderma harzianum,
obteniendo como resultado un porcentaje de inhibicion de crecimiento de
74,83% sobre Pyrenochaeta terrestris, 52,38% sobre Fusarium

oxysporum y de 49.33 % en el caso de Fusarium solani.



l. INTRODUCCION

La produccion de cebolla en el Pert ha ido incrementandose de manera
significativa en los ultimos diez afios. Es un producto agroexportable al
que se le debe dar mayor impulso tecnolégico y productivo. La
adaptabilidad de las variedades a las condiciones ambientales locales es

un factor muy importante para el éxito en su produccion.

El problema fitosanitario mas importante del cultivo de cebolla es la
pudricion radical, misma que es producida por hongos fitopatégenos como
Fusarium oxysporum, Sclerotium cepivorum, Pyrenochaeta terrestris
(Sumners, 1996; Montes-Belmont et al., 2003) y Pythium spp. (Vincelli y
Lorbeer, 1990). El establecimiento de estos patdgenos en las raices de
cebolla, puede ser por penetracion directa o por aberturas naturales y
heridas, produciendo sintomas como amarillamiento en el follaje,
marchitez y muerte de la planta, a consecuencia de la pudricién radical
que se manifiesta como coloracién café a rojiza. (Montes-Belmont et

al., 2003).

En el valle de Locumba, de la Regiébn Tacna, el cultivo de cebolla

presenta  serios problemas de pudricion radical, causados



por Pyrenochaeta terrestris, Fusarium oxysporum y Fusarium solani. Esta
situacion ha impactado en la economia de los productores de la region,
obligandolos a cambiar de parcelas cada 2 afios y abrir nuevos campos
de cultivo con las consecuencias que esta practica ocasiona al medio
ambiente al utilizar fuertemente fungicidas, es asi que el monocultivo y el
manejo fitosanitario para el control de las enfermedades de raiz ha
ocasionado que el problema se presente continuamente produciendo

muchas pérdidas (Pulido-Herrera et al., 2008).

En su mayoria, estas enfermedades afectan a la cebolla durante las
distintas fases de desarrollo del cultivo en campo, reduciendo de forma
significativa la produccién y la calidad del producto cosechado. Por otro
lado, son también importantes las pérdidas debidas a enfermedades en
post—cosecha, que ocurren durante la fase de almacenamiento. (Awuah vy

Lorbeer, 1988)

La Raiz Rosada de la cebolla se ha asociado como causante de pérdidas
importantes de produccion de cebolla sélo en areas de clima tropical o
subtropical. No obstante, en muchos casos el efecto negativo de los
ataques de P. terrestris sobre la produccién no ha podido ser diferenciado

del producido por otros patégenos del suelo (Mohamed-Ali et al., 1984).



En la actualidad el uso de Trichoderma harzianum ha sido estudiado
mundialmente por sus excelentes caracteristicas como biocontrolador de
hongos del suelo y reconocido como agente de control biolégico contra
enfermedades causadas por hongos fitopatégenos (Harman, 2006).

Su empleo se justifica por las relaciones antagonistas que establece
fundamentalmente, con los hongos fitopatdgenos que viven en el suelo,
ademas de la influencia que ejerce sobre el crecimiento vegetativo de
algunas plantas de importancia economica (Windham et al., 1986, Andreu

et al., 1992).

1.1 Formulacién del Problema

Allium cepa L (cebolla), es una de las hortalizas mas importantes y
mas cultivada en el Perd, en la Region Tacna y tiene gran
trascendencia en el Valle de Locumba siendo una de las
principales actividades econdmicas de la Provincia Jorge Basadre.
La situacion y perspectiva del cultivo de cebolla en la actualidad es
creciente, gracias a los precios altos del mercado actual. Sin

embargo, entre los factores que pueden ocasionar bajos



rendimientos en este cultivo destacan la incidencia de

enfermedades.

El problema fitosanitario mas importante del cultivo de cebolla es la
pudricion radical, misma que es producida por hongos
fitopatbgenos como Fusarium oxysporum, Sclerotium cepivorum,
Pyrenochaeta terrestris (Sumners, 1996; Montes-Belmont et

al., 2003) y Pythium spp. (Vincelli y Lorbeer, 1990).

El combate quimico para el problema fitosanitario utilizado por los
productores no funciona en su totalidad; al no ser posible una
adecuada cobertura de los sitios de infeccibn como las raices y
bases del bulbo y ninguno de los fungicidas aplicados hasta el
momento es eficaz en disminuir la densidad del in6culo; ademas, el
manejo quimico provoca la presencia de residuos en las zonas
comestibles y contaminacion ambiental debido a las altas dosis

utilizadas.

El uso de Trichoderma harzianum como biocontrolador de
enfermedades fungosas, es hoy dia una practica generalizada en la

agricultura mundial, este microorganismo interacciona de diferentes



1.2

modos: compitiendo por los nutrientes, generando metabolitos
secundarios con efecto antibidtico o parasitando directamente a los
organismos fitopatdgenos; ademas mejoran el crecimiento de las
plantas y generan resistencia inducida en estas frente a situaciones

de estrés.

Estos efectos beneficiosos justifican su uso como alternativa real a
los fungicidas quimicos; es por ello, que en busca de una solucion
a la necesidad de aplicar un control a las enfermedades del cultivo
de cebolla se plante la siguiente interrogante:

¢Cual es la capacidad antagb6nica, in vitro, de
Trichoderma harzianum sobre el agente etiolégico causante

de pudricion radicular en el cultivo Allium cepa L.(cebolla). ?

Hipotesis
De acuerdo al problema planteado es que se presenta a

continuacion la siguiente hipotesis:

Trichoderma harzianum ejerce actividad antagonica, in vitro,
sobre el agente etiolégico causante de la pudriciéon radicular

en el cultivo de Allium cepa L.(cebolla).



[I. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL:

e Determinar la etiologia y control in vitro, de Trichoderma harzianum

sobre el agente causante de la pudricion radicular en el cultivo
Allium cepa L.(Cebolla) en el valle de Locumba Provincia Jorge

Basadre.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICOS:

Aislar e identificar el agente etiol6gico de la pudricidén radicular en
el cultivo de cebolla (Allium cepa L.) del valle de Locumba,

Provincia Jorge Basadre.

Demostrar la patogenicidad del agente etioldgico aislado del cultivo

de cebolla (Alliun cepa L.) con pudricion radicular.

Determinar la actividad antagonica in vitro, de
Trichoderma harzianum sobre el agente causante de la pudricion

radicular en el cultivo de Allium cepa L.(cebolla) .



1. MARCO TEORICO

3.1. Control biolégico
3.1.1. Introduccion
En los dltimos afios el control biolégico de plagas y
enfermedades en la agricultura ha adquirido gran importancia
frente a los problemas fitosanitarios ocurridos por el uso
indiscriminado de plaguicidas quimicos en la agricultura, lo
cual ha traido como consecuencia severos problemas de
contaminacion al medio ambiente y ha generado la resistencia
de plagas y enfermedades, asi como la presencia de nuevas
especies de microorganismos fitopatdégenos con un grado de

afectacion més virulento (Bravo et al., 2006).

La mayoria de los microorganismos fitopatdgenos tienen
antagonistas biologicos o naturales que se pueden emplear
como estrategia de lucha en un programa de control bioldgico.
En los dultimos afios el empleo de bacterias y hongos
antagonistas de enfermedades agricolas ha cobrado una
singular importancia, debido a que no sélo actian contra un

grupo determinado de microorganismos fitopatdgenos (como



lo hacen los plaguicidas quimicos), sino que se estan
utilizando para un grupo muy amplio de microorganismos

fitopatdogenos (Pérez, 2004; Mondino y Vero, 2006).

Aunque el control biolégico no pretende reemplazar
completamente los sistemas de control quimico, puede ser
utilizado junto con otros tipos de técnicas como parte de un
sistema integrado de control. No hay que olvidar que el control
biolégico tiene unas propiedades y requerimientos muy
distintos de los métodos de control tradicionales, y ha de ser
puesto en practica integrandolo con los métodos y con las
estrategias de produccidén existentes actualmente. El control
biolégico depende de un funcionamiento efectivo del
microorganismo antagonista apropiado para cada ecosistema

particular planta-patégeno (Pérez, 2004).

3.1.2. Definicion
Pérez (2004), define el control bioldégico como la utilizacién de
microorganismos naturales o modificados, para reducir los
efectos de organismos indeseables, favoreciendo al mismo

tiempo el desarrollo de los microorganismos beneficiosos para



las plantas. Los microorganismos antagonistas comprenden
cualquier organismo que interfiere en la supervivencia o

desarrollo de los microorganismo fitopatégenos.

El control biolégico se lleva a cabo a través de
microorganismos antagonistas, también llamados agentes de
control biolégico (ACBs), estos suelen encontrarse de forma
natural en el suelo, y conllevan efectos beneficiosos para los
cultivos. Sin embargo, el uso intensivo de los suelos agricolas
suele provocar un descenso en las poblaciones de los
mismos, disminuyéndose por tanto su efecto beneficioso para
los cultivos. Entre los microorganismos antagonistas del suelo
encontramos aislados de géneros de hongos tales como
Penicillium, Aspergillus, Trichoderma y Gliocladium, asi como
bacterias de los géneros Bacillus, Enterobacter,
Pseudomonas y Streptomyces (Suérez-Estrella 'y col., 2007).

Estos microorganismos interaccionan con los patdgenos de
plantas de diferentes modos: compitiendo por los nutrientes,
generando metabolitos secundarios con efecto antibiotico o
parasitando directamente a los organismos fitopatégenos.

Ademas, mejoran el crecimiento de las plantas y generan



resistencia inducida en estas frente a situaciones de estrés.
Estos efectos beneficiosos justifican su uso como alternativas

reales a los fungicidas quimicos. (Alabouvette y col., 2006)

3.1.3. Mecanismo de accion de antagonistas microbianos.

Varios tipos de microorganismos (hongos, bacterias y virus)
se han descrito como agentes de control biolégico de
enfermedades en cultivos. Practicamente todas las plagas y
enfermedades son afectadas en alguna medida por
organismos antagonistas. En muchos casos estos entes
biolégicos representan el factor mas importante en la
regulacion de las poblaciones de microorganismos
fitopatégenos en la naturaleza (Pérez, 2004; Ezziyyani et al.,

2006; Mondino y Vero, 2006).

En la naturaleza existe una continua interaccion entre los
microorganismos fitopatdgenos y sus antagonistas, de forma
tal que ellos ayudan a la regulacibn natural de las
enfermedades. En condiciones naturales los microorganismos

estdn en una proporcion dindmica en la superficie de las

10



plantas. No es facil establecer con precision los mecanismos
gue actian en las interacciones entre los microorganismos
antagonistas y los microorganismos fitopatbgenos sobre la
planta. En general los antagonistas tienen varios modos de
accion y la combinacién de estos es importante para poder
elegir un antagonista ideal. Si estos poseen diversos modos
de accion, se reducen los riesgos de que los microorganismos
fitopatdgenos adquieran resistencia, lo cual se logra mediante
el uso de combinaciones de antagonistas con diferente modo
de accion. Asi, se han descrito varios mecanismos mediante
los cuales los antagonistas ejercen su accion para controlar el
desarrollo de microorganismos fitopatégenos (Ezziyyani et al.,

2006).

3.1.3.1. Antagonismo
Es una interaccion entre microorganismos donde uno
interfiere con el otro, es decir causa la pérdida o la
actividad de uno de ellos. Esta es la base sobre la que
se sustenta el verdadero control biol6gico de
microorganismos fitopatdégenos en las plantas (Pérez,

2004).

11



3.1.3.2.

3.1.3.3.

Antibiosis

Michel-Aceves (2001) y Pérez (2004) definen a la
antibiosis como un proceso de interaccién entre
organismos en el cual uno o mas metabolitos son
excretados (enzimas  hidroliticas, = metabolitos
secundarios volatiles y pequefias moléculas toxicas)
por un organismo y tienen efecto dafiino sobre uno o
mAas organismos, normalmente actian en bajas
concentraciones. Ademas, los antibioticos y otros
productos téxicos que son volatiles (como el cianuro
de hidrégeno), son capaces de afectar el crecimiento

de las células de los microorganismos fitopatdgenos.

Competencia

La competencia surge cuando al menos dos
organismos requieren para su funcionamiento del
mismo alimento. El consumo de uno reduce la
cantidad disponible del otro; al final se impone uno de
ellos. La competencia por nutrientes y espacio dentro

de su nicho ecoldgico se realiza en la superficie de la

12



3.1.3.4.

3.1.3.5.

hoja, es el principal mecanismo involucrado en el
control de bacterias fitopatdgenas; en el caso de
hongos es variable. La competencia es un modo de
accion indirecto (Michel-Aceves, 2001; Mondino y

Vero, 2006).

Fungistasis
Consiste en imponer condiciones de inactividad
especialmente para las esporas de hongos por

limitacion en los nutrientes (Pérez, 2004).

Resistencia sistémica adquirida

Consiste en una o varias moléculas (no
necesariamente antagonistas de fitopatégenos) con la
capacidad de inducir autodefensas en las plantas
frente a la accion del cualquier microorganismo
fitopatdgeno. Existen dos tipos de resistencia: la
constitutiva, propia de la planta y que se expresa en
cualquier momento, y la inducida, expresada solo ante
determinados estimulos. Las interacciones planta-

patégeno son de dos tipos: compatible, cuando ocurre

13



3.1.3.6.

la enfermedad, e incompatible, cuando la planta
resiste. De ahi se sustenta la teoria del gen para el

gen. (Pérez, 2004; Mondino y Vero, 2006).

Micoparasitismo

Es la accion antagdnica entre dos hongos, el uno
(hiperparésito) parasita al otro (micoparasito) a través
de una sintesis de exoenzimas hidroliticas para
facilitar la degradacion de la pared celular del
hospedante. Un antagonista puede utilizar a un hongo
como fuente de alimento. Basado en el
micoparasitismo se dividen en dos grupos:
biotropicos, tienen un rango restringido de
hospedantes, y necrotrépicos, matan a la célula antes
o después de la invasion, excretan sustancias toxicas
y utilizan sus nutrientes (Michel-Aceves, 2001; Pérez,

2004).

14



3.1.4. Microorganismo controlador biolégico de enfermedades

3.1.4.1. Trichoderma sp.

Clasificacion taxonémica

Familia: Fungi

Phylum: Ascomycota
Sub phylum: Pezyzomycotina
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Geénero: Trichoderma
Espécie: harzianum

Nombre cientifico Trichoderma harzianum

(FAO, 2008)

Varias investigaciones han demostrado que el control
bioldgico a través del uso de hongos benéficos como
Trichoderma es una alternativa potencial respecto al
uso de fungicidas o fumigantes en la agricultura
(Paredes-Escalante et al.,, 2009). En vista que esta

especie se puede encontrar en diferentes materiales
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organicos y suelos, estan adaptados a diferentes
condiciones ambientales lo que facilita su amplia
distribucion. Algunas especies prefieren localidades
secas y templadas y otras templadas y frias. Estos
hongos son ampliamente conocidos por su produccion

de toxinas y antibidticos. (Seaby, 1996).

Actualmente se conoce mas de 30 especies de
genero Trichoderma siendo las mas desarrolladas:
T. harzianum, T. hamatum, T. virens, T. koningii,
T. viride, T. aureoviride, T. atroviride, T. reesei,
T. pseudokoningii, T. polysporum, T. longibrachiatum,
T. asperellum, T. lignorum, T. spirale y T. album

(Cruz, 2007; Cobos, 2010).

El género Trichoderma es un grupo de hongos
aislados del suelo que se reproducen asexualmente.
Ademas, es un hongo filamentoso anamorfico,
heterétrofo, aerobio facultativo, con una pared celular
compuesta de quitina, de répido crecimiento. De

conidiéforo hialino muy ramificado no verticilado,
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fidlides individuales o en grupos, conidios hialinos de
una célula, ovoides, nacidos en pequefios racimos
terminales. Muchas cepas crecen eficientemente en
medios solidos o liquidos y en un amplio rango de
temperaturas, ademas son relativamente tolerantes a
humedades bajas y tienden a crecer en suelos acidos

(Michel-Aceves, 2001).

Estos hongos compiten bien en la rizésfera de la
planta, como enddfitos, siendo capaces de colonizar

completamente la superficie radicular. (Cruz, 2007)

Ademas, penetran en el tejido de la raiz,
normalmente hasta la primera o segunda capa de
células, y sélo en los espacios intercelulares (Brotman

y col., 2010).

Todas estas caracteristicas hacen de este hongo uno
de los principales agentes controladores biolégicos
utilizados en agricultura. Cerca del 50% de los
agentes controladores biolégicos fangicos del
mercado pertenecen al género Trichoderma (Whipps

y Lumsden, 2001).



Los mecanismos de accidn antagonista con que actla
frente a los hongos fitopatbgenos son: competencia
por espacio y nutrientes, micoparasitismo, antibiosis,
la secrecion de enzimas y la produccién de

compuestos inhibidores (Infante et al., 2009).

Ezziyyani et al. (2004) manifiestan que T. harzianum
controla a Phytophthora capsici, agente causal de la
podredumbre de pimiento, aumentando los niveles de
enzimas hidroliticas B-1,3-glucanasa (lisis enzimatica),
ejerciendo una mayor competencia por espacio y
nutrientes e interacciona directamente con el
microorganismo fitopatdbgeno (micoparasitismo), lo
cual juega un rol importante en la reduccién y
destruccion  del  microorganismo  fitopatégeno.
Ademas, los géneros de T. longibrachiatum y
T. harzianum han demostrado efectividad al reducir
in vitro hasta un 65% las enfermedades causadas por
Alternaria solani Sorauer y Phytophthora infestans
Mont de Bary en tomate. También se ha demostrado

que las especies del género Trichoderma tienen una
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amplia gama de hospedantes, y dentro de ellos se
encuentran los hongos fitopatdgenos, tales como:
Fusarium oxysporum, Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia
solani, Fusarium sp, Paracercospora fijiensis,
Rhyzopus stolonifer, Mucor spp., Penicillium
digitatum, Aspergillus niger y Pythium sp., Alternaria
sp., entre otros (Michel-Aceves et al., 2008; Infante et

al., 2009).

Las especies pertenecientes al género Trichoderma
se caracterizan por ser hongos saprofitos, que
sobreviven en suelos con diferentes cantidades de
materia organica, los cuales son capaces de
descomponerla y en determinadas condiciones
pueden ser anaerobios facultativos, lo que les permite
mostrar una mayor plasticidad ecolégica. Las
especies de Trichoderma se encuentran presentes en
todas las latitudes, desde las zonas polares hasta la
ecuatorial. Esta distribucion tan amplia y su
plasticidad ecologica estan estrechamente
relacionadas con la alta capacidad enzimatica que

poseen para degradar sustratos, un metabolismo



versétil y resistencia a inhibidores microbianos. No
obstante, se han realizado pocos estudios acerca de
la sobrevivencia, establecimiento y proliferacion de
este antagonista en la rizosfera de la planta. El
género Trichoderma es un excelente modelo para ser
estudiado debido a su facil aislamiento y cultivo,
rapido desarrollo en varios sustratos y por su
condicion de controlador biolégico de una amplia

gama de fitopatdgenos (Infante et al., 2009).

3.1.4.2. Fisiologia de Trichoderma harzianum (Rifai).

Se le puede encontrar en diferentes materiales
organicos y suelos, estan adaptados a diferentes
condiciones ambientales lo que facilita su amplia
distribucion. Algunas especies prefieren localidades
secas y templadas y otras templadas y frias. Estos
hongos son ampliamente conocidos por su produccion
de toxinas y antibidticos. Se encuentran diferentes
especies y cepas de T. harzianum (Rifai), en el cultivo

de hongos comestibles, algunas son inofensivas y
20



otras muy dafiinas, por lo que su relacion antagdnica
con los hongos cultivados todavia no esta
completamente conocida y varia entre especies y

cepas (Seaby, 1996).

T. harzianum (Rifai), invade rapidamente el sustrato y
obstaculiza el crecimiento del micelio de Pleurotus
spp., mediante la produccion de toxinas y antibidticos,
al tiempo que ocasiona un descenso del nivel de pH
hasta valores de 4-5, que son mas favorables para su
desarrollo. Inicialmente se puede observar en el
sustrato un moho de color blanco que vira a verde,
adquiriendo posteriormente color gris verde-azulado
debido a la abundante produccién de conidios. Los
propagulos (conidios, clamidésporas o fragmentos de
micelio) pueden ser esparcidos por corrientes de aire,
aerosoles, insectos, acaros, herramientas, ropas, etc.

(Seaby, 1996).

La mayoria de las colonias de Trichodermaen su
inicio tienen color blanco, que se tornan a verde

oscuro o amarillento, con esporulacion densa.



El micelio es ralo en su mayoria, y Vvisto al
microscopio es fino, los conidiéforos son ramificados,
parecen un arbol pequefio. Los mismos se presentan
como penachos compactados que forman anillos con
un sistema de ramas irregular de manera piramidal.
Estos terminan en fidlides donde se forman las
esporas asexuales o conidios, de gran importancia
para la identificacion taxonémica a nivel de especies.
Los conidios aseguran las generaciones del hongo
durante gran parte del periodo vegetativo de las
plantas. Son haploides y su pared esta compuesta por
quitina y glucanos. Ademas de los conidioforos, estas
se pueden producir sobre fialides que emergen

directamente del micelio. (Aceves et al 2009)

Fialide Conidios

Conidiéforo

FIGURA 1. Conidios y conidiéforos de Trichoderma sp./
Trichoderma sp. conidia and conidiophores. (400 x).



La mayoria de las especies de Trichoderma
presentan clamidosporas, las cuales pueden ser
intercalares y en ocasiones terminales. Las
clamidésporas toleran condiciones ambientales
adversas, son estructuras de sobrevivencia y permiten
que el hongo pueda perdurar a través del

tiempo. (Aceves et al 2009)

No obstante, las clamidosporas recién formadas
presentan mas de 75% de germinacion, bajo
condiciones Optimas de humedad (> 75%) vy
temperatura (28-30°C). Debido a esto se dice, que las
especies de Trichoderma produce tres tipos de
propagulos: hifas, clamidésporas y conidios. (Aceves

et al 2009)

En el estadio temprano de T. harzianum (Rifai), el
color del micelio es blanco y eventualmente desarrolla

un color verde oscuro después de la esporulacion.

Las colonias de T. harzianum (Rifai), crecen y

maduran rapidamente a los cinco dias de incubacion
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en medio de cultivo agar de dextrosa y papa (PDA) a
25°C. Las especies de este género generalmente
prefieren un pH éacido de 4.5 - 5 y, ademas se
desarrolla en areas con un excesivo contenido de
humedad y un estancamiento del bidéxido de carbono
en la atmésfera. Varios factores genéticos asexuales
como la recombinacion parasexual, mutacion y otros
procesos contribuyen a la variacion entre los nucleos
en un solo organismo. Asi, los hongos son altamente
adaptables y evolucionan rapidamente. Hay una gran
diversidad en genotipos y fenotipos de cepas

silvestres (Rifai, 1969; Pandey y Tewari, 1990).

El ciclo de vida de T. harzianum (Rifai), inicia cuando
el organismo crece y se ramifica como una hifa
fungica tipica que mide de 5-10 p de didmetro. La
esporulacion asexual ocurre cuando las esporas de
3-5 u de diametro son liberadas en un gran namero.
También se forman clamiddsporas intercaladas, de

forma individual, aunque a veces dos 0 mAas

24



clamidosporas se pueden fusionar. (Seaby, 1987;

Seaby, 1996; y Doyle, 1991).

El tamafo del conidiéforo es de 62,5-69 x 3-4,7 um.
Los conidioforos son de color verde, presentan
diversas ramificaciones perpendiculares, en algunos
casos se observa la formacion de ramas laterales en
grupos de dos a tres, ubicadas en un angulo amplio.
El sistema de ramificacion tiene una apariencia
piramidal. Las fialides son largas y delgadas, solitarias
a lo largo del eje, asimétricas, con un tamafio de 6,3-
15,6 x 2,7-3,4 yum., con verticilos terminales de hasta
4 conidios de un tamafio aproximado de 3,8-4 x 3,1-
3,7 um, con forma citriforme y subglobosos.

Sus clamidoésporas son intercalares y formadas por el
micelio sumergido, subglobosas, de pared dentada,
color verde suave y un tamafio de 12,5-10 pm.

(Bissett, 1991; Hoog, 2000).
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Figura 2. Descripcion: T. harzianum (Rifali);
a, b. conidi6éforos de forma piramidal; c, d. fialides y
conidios. Resolucidn. a, d. x1600; b. x1300; c. x3300.

3.1.4.3. Mecanismos de accion de Trichoderma

harzianum

a. Principales mecanismos de accion T. harzianum

Los modos de accién de estos hongos antagonistas
pueden resumirse en mecanismos directos, que
engloban el micoparasitismo, la antibiosis y la

competicién y los indirectos son: la estimulacion del
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crecimiento y la induccion de resistencia vegetal a
estrés bidtico y abidtico. Todos estos mecanismos
pueden darse de forma simultanea en un mismo
aislado, no siendo excluyentes ninguno de ellos. De la
eficacia de cada uno de ellos o de su combinacion
dependera el éxito en la supresion de la enfermedad

del aislado. (Verma y col., 2007).

Mecanismos directos

Micoparasitismo

El ataque directo a los fitopatdgenos producido por los
aislados de T. harzianum, basado principalmente en
la secrecion de enzimas hidroliticas, es uno de los
principales mecanismos de accion de estos hongos.

(Vermay col., 2007).

Antibiosis

T. harzianum es capaz de segregar una gran cantidad
de compuestos antimicrobianos capaces de afectar a
los fitopatdgenos. Estos metabolitos secundarios, que

pueden ser tanto volatiles como no volatiles, pueden
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actuar mediante contacto directo con los patdgenos o
mediante contacto a distancia (Hjeljord y Tronsmo,
1998). Su produccién puede depender del medio en el
gue se encuentren, asi como de las condiciones y
edad del cultivo. Segun su estructura podemos
distinguir dos tipos de metabolitos secundarios: los
metabolitos de bajo peso molecular, no polares, que
incluyen compuestos aromaticos, pironas, butendlidos
y metabolitos derivados del isocianato, que pueden
difundir en el agua y actuar a cierta distancia, y los
metabolitos de alto peso molecular, denominados
peptaiboles, con caracteristicas amfipaticas, que
pueden alterar la permeabilidad de las membranas
lipidicas de las células del patégeno

(Sivasithamparam y Ghisalberti, 1998) .

Competencia por espacio y nutrientes

Los aislados de T. harzianum se caracterizan por
presentar un rapido crecimiento, que les confiere
mayor capacidad a la hora de colonizar un espacio.

De este modo, compiten directamente por los
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mismos nichos que algunos hongos fitopatdgenos
(Sivan y Chet, 1989). La colonizacion de los sitios de
unibn de estos patdgenos en la planta por
T. harzianum permite reducir la enfermedad. Ademas,
su caracter saprofitico les permite utilizar un amplio
rango de sustratos, compitiendo directamente por los
nutrientes presentes en el medio (Hjeljord y Tronsmo,

1998).

b. Mecanismos indirectos

Estimulacion del crecimiento

Otro de los mecanismos antagonistas producidos por T.
harzianum se basa en la promocion del crecimiento de
la planta (Bailey y Lumsden, 1998). Diversos aislados
de esta especie estimulan el crecimiento vegetal hasta
un 300%, debido a que son capaces de sintetizar
determinados compuestos con caracter hormonal.
(Brotman y col., 2010). Estos aislados producen ademas
diferentes acidos organicos que disminuyen el pH,
solubilizando el fosforo del medio, asi como otros

nutrientes, mejorando el desarrollo de la planta. Ademas,
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las enzimas hidroliticas producidos por estos hongos
movilizan la materia organica del medio, mejorando
igualmente la absorcién de compuestos mas simples por
parte de la planta, y en definitiva su estado nutricional

(Vermay col., 2007).

Induccion de resistencia

Numerosos autores han revelado que las asociaciones
de T. harzianum con la planta, asi como algunos de los
compuestos producidos por el hongo, favorecen la
induccion de mecanismos de resistencia en la planta. La
presencia del hongo y los elicitores que produce son
capaces de activar mecanismos de defensa en plantas
(Bailey y Lumsden, 1998), reprogramando la expresion
de diferentes genes de la planta y activando diferentes
rutas enzimaticas (Shoresh y col., 2010). Esta induccién
de los mecanismos acelera la respuesta frente al ataque
de un patégeno o un insecto, mejorando de este modo
la resistencia de la planta. Una respuesta mas rapida
frente a un ataque disminuirA el impacto de la

enfermedad o el dafio producido. (Vermay col., 2007)
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3.1.4.4. Importancia del micoparasitismo de T. harzianum

en el control bioldgico

Uno de los principales modos de accién de T. harzianum
relacionado directamente con el control biolégico de
fitopatbgenos se basa en su capacidad de parasitar
otros hongos (Chet y col., 1998). Este mecanismo puede
actuar junto a fendmenos de antibiosis y competencia.
Las hifas de T. harzianum son capaces de detectar la
presencia de un posible huésped en el medio, mediante
la deteccion de moléculas liberadas por el posible
huésped debido a la accion de las enzimas liticas
producidas por T. harzianum. Mediante quimiotropismo,
T. harzianum es capaz de crecer hasta el hospedador,
reconociéndolo mediante lectinas especificas; ademas
de ello mediante la formacién de ovillos y apresorios,
atraviesa la pared celular del hongo patdgeno y permite
qgue las hifas de Trichoderma penetren en el huésped
(Brotman y col., 2010). Este fendbmeno esta ligado a la
sintesis de una gran bateria de enzimas liticas que

degradan la pared del patégeno. Entre estas enzimas
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destacan las quitinasas, las glucanasas y las proteasas
(Viterbo y col.,, 2002). La combinacion de estas
hidrolasas es capaz de lisar completamente la pared
celular del hospedador, compuesta principalmente por
quitina, un polimero formado por N-acetil-glucosamina
unida mediante enlace B-1,4, o de celulosa en el caso de
los oomicetos. Ademas, también encontramos en la
pared fibras de R -glucano, polisacarido lineal de
residuos de glucosa unidos por enlace B -1,3 con
ramificaciones con enlace R -1,6. Todos estos
compuestos estan inmersos a su vez en una matriz
proteica. El sistema hidrolitico encargado de lisar esta
estructura ha sido profundamente estudiado en algunas
especies de Trichoderma. De esté modo, para T.
harzianum, se han descrito hasta cinco quitinasas
(CHIT42, CHIT33, CHIT37, CHIT52, y CHIT40) y dos N-
acetil- glucosaminidasas (EXC1 y EXC2); cuatro B -1,3-
glucanasas (BGN13.1, GLUC78, GLU36 y LAM1.3) y
tres B -1,6-glucanasas (BGN16.1, BGN16.2, y BGN16.3);
y tres proteasas (PRB1, PAPA, y PRA) (Rincon y col.,
2008).
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3.1.4.5. Antagonismo o capacidad antagénica

El antagonismo o capacidad antagonica es una
interaccidn entre microorganismos donde uno interfiere
con el otro, es decir causa la pérdida o la actividad de
uno de ellos. Se comprueba de distintas formas,
principalmente midiendo el grado de micoparasitismo de

cada antagonista.

Evaluacién de Capacidad Antagonica  de

Trichoderma harzianum en Prueba Dual

Para evaluar la eficacia de Trichoderma harzianum
frente a un fitopatbgeno se realiza la medicion del
crecimiento radial del patdégeno como testigo y del
antagonista cada 24 horas durante 15 dias o hasta que
llene la placa el testigo.

El calculo del Porcentaje de Inhibicion del crecimiento
radial (PICR), que mide el antagonismo de los

microorganismos evaluados. Este se obtiene a partir del
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crecimiento de cada patdégeno en cultivo dual, junto con
sus respectivos testigos, empleando la férmula utilizada

por Suarez et al. (2008):

PICR - R, -R, - 100
R

|

Donde R1 es el radio mayor (radio patdgeno-testigo) y
R2 es el radio menor (radio del patdbgeno en cultivo

dual).

Ezzyyyani et &l (2004) propone la escala de capacidad
antagonica de acuerdo con el grado de micoparasitismo
basado en una escala de 0 a 4: en la cual O representa
ningun tipo de micoparasitismo por no observar la
invasion de la superficie de la colonia del patégeno y 4
es 100% de micoparasitismo con la invasion total de la
superficie de la colonia del patégeno incluso con
esporulacién sobre ella. Se evalla en un microscopio

binocular con un aumento de 40x.
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Cuadro 1 .- Escala para evaluacion de la capacidad

antagonica Ezzyyyani et al (2004)

Grado l Capacidad antagonica
() Ninguna invasion de a supedicie de la colonia del hongo patogeno
Invason de Va de la supericle de la colonta del hongo patdgeno

Hva 'l"V';" 'I' I: ‘|"' ICle de L]-"I' 1a No l»i'|‘|i weno

Invasion 1otal de wperticie de [a colonta del hongo patogeno

Invasion total de ipeficie de la colonla del hongo patageno esporulack

Fuente: Ezzyyyani et al (2004)

3.2. Cultivo de cebolla

Allium cepa L., cebolla, pertenece a la familia Liliaceae. Es originaria
de Asia Central. Se trata de un cultivo muy extendido por todo el
mundo, pues hay gran namero de cultivares con distinta adaptacion
a las diferencias de climatologia que influyen en su vegetacion.

La superficie total plantada de cebolla en el mundo asciende a méas
de 2 millones de hectareas, produciéndose 32.5 millones de

toneladas. (Barrera, C. 2005)

El cultivo de cebolla tiene mucha importancia, ya que genera una

gran cantidad de empleos en las zonas rurales. (Barrera, C. 2005)
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Presenta propiedades medicinales, entre las mas importantes se
citan las diuréticas, pectorales, circulatorias, antiinflamatorias,
laxantes y sedantes; ademas, se menciona como tratamiento para la

varicela y la gripe (Artigas, 1983).

3.2.1. Morfologia de la cebolla

e Raiz: el sistema radicular es muy fibroso y ramificado, las
raices primarias y/o verdaderas mueren temprano. Alcanzan
una profundidad de 25 cm en sentido vertical y 15 cm en
sentido lateral. (Acosta ,1993).

e Tallo: es muy rudimentario y pequefio, ya que solo alcanza
unos cuantos milimetros de longitud; realmente se le llama
falso tallo al conjunto de hojas que forman el punto apical.
(Valadez A., 1998).

e Hojas: son de colores verdes cenizos, tubulares y huecos,
son sésiles y estan constituidas por la vaina y el limbo.

(Maroto, 1994).
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e Bulbo: estd formado por hojas modificadas Illamadas
escamas, cuyo tamafio, didmetro y desarrollo dependen
especificamente del fotoperiodo. (Valadez, A. 1998).

¢ Inflorescencia: es una umbela simple que se forma al final
del vastago o tallo floral; el nimero de tallos florales puede
ser de 1 a 20 o hasta mas por planta, y alcanzan una
longitud de 1,5 m. (Acosta ,1993).

e Flor: son blanquecinas y violaceas, poseen dos o tres
bracteas y seis estambres; el ovario es trilocular, con dos
ovulos en cada I6culo. Formado por dos semillas en cada
I6culo. El fruto es una capsula globular. (Acosta, 1993).

e Semilla: es de color negro, anguloso, aplastado y rugoso, un
gramo contiene aproximadamente 250 semillas; el tamafio
de la semilla es de 3 a 4 mm de largo por 1 a 2 mm de

ancho y 0,5 mm de espesor. (Maroto, 1994)

3.2.2. Exigencias agrocliméticas del cultivo

Es un cultivo de crecimiento rapido, con un ciclo vegetativo de
4 meses. Se adapta a regiones con temperaturas que oscilan
entre 10 y 20 °C, favorables para la bulbificacion, no obstante
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algunas variedades requieren temperaturas entre los

25y 30 °C (Gémez, 2002).

La cebolla es una planta tipica de transplante, el semillero se
hace generalmente a cielo abierto y se requiere alrededor de
200 m? de éste para sembrar una hectarea. E|l transplante se
realiza cuando las plantas tienen entre 10 y 15 cm de altura. En
las zonas altas, se realiza aproximadamente 2 meses después
de la siembra. En la zona media y baja las plantas crecen un
poco mas rapido, realizandose el transplante entre los 40 y 50
dias después de la siembra (Bolafios, 2001).

Previo al establecimiento del cultivo, se prepara el terreno con
una anticipacion de 2 meses, antes del transplante. Se
recomienda suelos franco arenosos con alto contenido de
materia organica, bien drenados y con un pH de 55 a 6,5
(Bolafios, 2001; Gémez, 2002), al respecto Casseres (1984)

menciona que son preferibles los suelos con pH entre 6 y 6,8.

En las siembras que se hacen durante la estacion lluviosa o
con riego por aspersion, el transplante se hace en eras, en el

caso de las siembras veraneras se hace en bateas. Las

38



distancias mas comunes para la siembra son de 10 cm entre

plantas y de 25 a 30 cm entre lineas (Bolafios, 2001).

El potasio y el nitrégeno son los elementos que requiere en
mayor cantidad y entre los elementos menores, sobresale el
hierro y el manganeso, ademas, se sabe que la cebolla es una
de las hortalizas que consumen mas azufre (Bornemisza, 1990;

Bolafios, 2001).

Entre las practicas de manejo mas comunes se encuentra el
combate de malezas, ya sea de forma manual o con la
aplicacion de herbicidas como el oxifluorfen y el linurex

(Bolafios, 2001).

3.2.3. Enfermedades del cultivo de la cebolla

La severidad de la enfermedad se utiliza como el criterio
principal para evaluar algunas enfermedades, en tanto que
para otras lo es la “incidencia” de la enfermedad. La severidad
de la enfermedad se define como la cantidad de tejido de la

planta afectada por los organismos causantes de la
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enfermedad y se expresa como porcentaje de la cantidad total
de ese tejido. La incidencia de la enfermedad se define como el
namero de unidades afectadas, y se consideran generalmente

plantas enteras. (Angelfire, 2010)

Las enfermedades mas importantes en los bulbos y raices son:
Botrytis sp., Fusarium oxysporum, Pyrenochaeta terrestris,
Fusarium solani y el nematodo Ditylenchus dipsaci. (Angelfire,

2010)

De acuerdo a Angelfire (2010), las plagas y enfermedades que
afectan al cultivo de la cebolla desde el almacigo hasta su

cosecha son las siguientes:

Las enfermedades en los bulbos y raices son: Botrytis sp.,
Fusarium oxysporum, Pyrenochaeta terrestris, Fusarium solani
y el nematodo Ditylenchus dipsaci.

A nivel de follaje es el mildit velloso de la cebolla (Peronospora
destructor) seguido de la mancha purpura (Alternaria porri).

(Angelfire, 2010)
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En la etapa de almacigo, es frecuente encontrar problemas de
mosca de la cebolla (Delia antiqua), que producen pérdidas
considerables de plantas. La mosca adulta coloca sus huevos
en las plantas jovenes, cerca del suelo. Las larvas nacen y
comienzan a comer la planta abriéndose paso. (Angelfire,

2010)

Otras tres enfermedades importantes en la postcosecha de
cebollas, en particular cuando se producen con fines de
exportaciéon, son Penicilium sp., Aspergillus niger vy
Helminthosporium alli, las cuales son causa de rechazo en

mercados extranjeros. (Angelfire, 2010)

Vademécum Agricola, (2008) manifiesta que las principales
enfermedades que atacan a la cebolla son:

Antracnosis (Collectotrichum spp) que presentan manchas
circulares u ovaladas de color café oscuro o negro en las hojas,
en cuya area central se distinguen anillos concéntricos. Botritis
(Botrytis squamosa), manchas de color blanco-amarillo que se
manifiestan por toda la hoja. Cuando el ataque es severo se
produce necrosis foliar. Ocurre en condiciones de humedad.Se

suele emplear la lucha quimica para combatirlo.
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Alternaria (Alternaria porri). La enfermedad causa manchas
blancas y hundidas, cuyo centro posteriormente se torna rojizo.
Ataca las hojas, pedunculos florales y bulbos. Las infecciones
de esta enfermedad estan asociadas con lesiones causadas
por Botrytis sp. En cultivares susceptibles, las lesiones son de
consistencia acuosa, rodeadas por un borde amarillento en el
que posteriormente se desarrollan las fructificaciones del
hongo, similares a puntos oscuros, luego la zona central de la
lesion se torna rojiza y en condiciones favorables para la
enfermedades, las lesiones coalescen y las hojas se doblan
con facilidad. Su diseminacion ocurre en condiciones de alta
humedad y precipitacion. Este hongo puede sobrevivir largo
tiempo en residuos de cosecha. Para el combate se debe
desinfectar la semilla, rotar con cultivos no susceptibles y
mejorar el drenaje de la plantacion. (Vademecum Agricola,

2008).

Mildiu (Peronospora destructor). Areas ovales o cilindricas se
desarrollan en las hojas y cabezas florales infectadas. Estas
areas son de color verde-amarillo palido a café. Los sintomas

aparecen generalmente primero en las hojas viejas. Cuando el
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clima esta hiumedo y la temperatura es baja, las hojas
infectadas se cubren de masas de esporas de color gris a
violeta. Las hojas se tuercen, se caen y mueren. El tejido
muerto de las hojas es rapidamente colonizado por manchas
parpura, que son de color mas oscuro y cubren al mildiu
lanoso. El Mildiu casi nunca mata a la planta de cebolla, pero el
desarrollo del bulbo se reduce. Los tejidos del bulbo, en
especial los del cuello pueden ponerse esponjosos y el bulbo
puede perder sus cualidades de almacenamiento. Esta
enfermedad es una de las mas destructivas en las cebollas
para produccion de semillas alrededor del mundo (Vademecum

Agricola, 2008).

3.2.4. Pudricioén radicular en cebolla

Dentro de los principales problemas patolégicos del cultivo de
cebolla se encuentra la pudricion rosada de las raices, causada
por el hongo del suelo Pyrenochaeta terrestris, el cual ha sido
reportado en el cultivo de ajo también. Cuando la enfermedad
es moderada, se presenta una secazén de las puntas,

tornandose de color amarillo-blanco o amarillo rojizo.
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Es importante su deteccion temprana para tomar medidas

oportunas de control y evitar pérdidas. (Angelfire, 2010)

(Pulido et al.,2008) demuestra la pudricién radicular causada
por los hongos Fusarium oxysporum y Pyrenochaeta terrestris
es la enfermedad mas importante que afecta al cultivo de
cebolla en Baja California, principal estado productor; donde se
reportan incidencias del 80%, que repercuten en la calidad y

produccion de esta hortaliza.

3.2.4.1. Agentes causales de la pudricion radicular en

cebolla

Pyrenochaeta terrestris Es un hongo fitopatégeno
se encuentra en todo el mundo. Esta adaptado a
climas templados y tropicales debido a su capacidad
para sobrevivir bien en suelos de distintos, tipos,
temperaturas y grados de acidez. No obstante, para
desarrollar sus hifas este hongo necesita

temperaturas relativamente altas del suelo.
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Parasita raices de numerosas especies del género
Allium, como ajo, cebolla y puerro; ademas coloniza
raices de numerosas plantas, como maiz, tomate,
soja, cereales, cucurbitaceas, como saprofito o

patogeno de debilidad. (Berra Lertxundi, D , 2002)

Pertenece a la Subdivision Deuteromycotina, Clase
Coelomycetes, Orden Sphaeropsidales (Sutton, 1980)
se caracteriza por formar picnidios globosos a
subglobosos marr6n oscuro a negros, inmersos Yy
posteriormente irrumpentes, ostiolados, papilados a
ligeramente rostrados, de 120 a 450 um de didmetro
ligeramente a marcadamente setosos en su madurez
gue se desarrollan aislados o agregados. Las setas
son de coloracion marrén claro a oscuro, con 1 a 5
septas, de 8 a 120 um de largo, formadas en namero
variable y dispuesto generalmente alrededor del
ostiolo, aunque pueden formarse sobre todo el
picnidio. La pared de los picnidios esta formada por
varias capas de células, una capa externa de células

de pared gruesa y pigmentada, y una capa interna de
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células pseudoparenquiméticas que revisten toda la
cavidad interna del picnidio. Las células conididgenas
son enteroblasticas, fialidicas, hialinas, simples,
obpiriformes, y emergen de la capa mas interna de
células pseudoparenquimaticas que recubren la
cavidad del picnidio. Las conidias son unicelulares,
hialinas, ovoides a alantoides, bigutuladas en cada
uno de sus extremos redondeados, y de 3,7 — 5,8 x
1,8 — 2,4 um. El micelio es septado, hialino, gutulado y
de 1,0 a 4,5 ym. Los picnidios pueden formarse en
raices de plantas severamente afectadas al final del
ciclo vegetativo del cultivo, asi como en una gran
variedad de medios de cultivo artificiales. (Sumner,
1995)

En cultivo la colonia es de aspecto pulverulento
aterciopelado plano de coloracién concéntrica en el
centro violeta oscuro con tonalidades en fucsia y el

borde de color rosa palido. (Sumner, 1995)

El ataque a los huéspedes tiene como sintoma mas

caracteristico las raices toman un color entre rosa
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palido y amarillo-marrén. Las raices invadidas pasan
de su color natural al rosa claro, rosa oscuro, rojo, y
finalmente puarpura, marrén o negro, a medida que
avanza la enfermedad. Las raices enfermas se
marchitan, se vuelven fragiles y finalmente mueren.
Aunqgue las plantas intentar compensar la pérdida de
unas raices produciendo otras, por desgracia estas
nuevas raices también se infectan y mueren. Este
patdgeno no infecta la base de los bulbos de cebolla,
sin embargo es frecuente ver raices rosadas junto con
un ataque a la base del bulbo por otro patégeno,
Fusarium oxysporum. (Berra Lertxundi, D , 2002)

Las plantas infectadas crecen mas despacio, sus
hojas que mueren desde la punta a la base, y
producen bulbos pequefios. Ademas las hojas,
debilitados, a menudo se infectan con otros
patbgenos oportunistas como Alternaria porri, que
produce manchas purpureas. Se producen pérdidas
importantes de rendimiento cuando coincide tiempo
calido y seco a la vez que se infectan las raices

temprano en la temporada de cultivo, en esta
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situacion las raices debilitadas no pueden absorber
toda el agua que demanda el resto de la planta.

(Berra Lertxundi, D , 2002)

Fusarium oxysporum La enfermedad se caracteriza
por la aparicion unilateral de los sintomas de
marchitamiento, acompafada del amarillamiento
parcial de las hojas y el doblamiento hacia el lado de
la planta enferma, a causa de la interferencia en el
crecimiento.

Es un hongo cosmopolita que existe en muchas
formas patogénicas, parasitando mas de 100
especies de plantas Gimnospermas y Angiospermas,
gracias a los diversos mecanismos que tiene el hongo
para vencer las defensas de muchas plantas
(Bosland, 1988). Se caracteriza por producir colonias
de rapido crecimiento, con una tasa diaria cercana a
un centimetro en medio papa- dextrosa agar (PDA) a
25°C. La morfologia de las colonias es muy variable y
puede presentar dos tipos: una de tipo micelial

caracterizada por la produccién de abundante micelio
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aéreo, algodonoso, con una coloracién variable, de
blanco a rosado durazno, pero usualmente con un
tinte purpura o violeta mas intenso en la superficie del
agar y pocas microconidias (Booth, 1970) y una de
tipo pionotal con la formacion de poco o ningun
micelio aéreo y abundantes microconidias.

El hongo produce tres clases de esporas:

- Microconidias: Esporas generalmente unicelulares,
sin septas, hialinas, elipsoidales a cilindricas, rectas o
curvadas; se forman sobre fidlides laterales, cortas,
simples o sobre conidiéforos poco ramificados. Las
microconidias tienen 5- 12 um de largo por 2.5- 3.5
pum de ancho (Nelson, 1981).

- Macroconidias: Esporas de paredes delgadas,
fusiformes, largas, moderadamente curvadas en
forma de hoz, con varias células y de 3 a 5 septas
transversales, con la célula basal elongada y la célula
apical atenuada; las macroconidias tiene un tamano
de 27 a 46 uym de largo por 3.0 a 4.5 um de ancho

(Nelson, 1981).
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- Clamidosporas: Esporas formadas a partir de la
condensacion del contenido de las hifas y de las
conidias, de paredes gruesas. Se forman simples o en
pares, terminales o intercalares: poseen un tamafo de
5 a 15 um de diametro (Nelson, 1981). Gracias a ellas
el hongo sobrevive en condiciones ambientales
desfavorables y en el suelo como sapréfito de vida
libre en ausencia de plantas hospedantes (Garret,

1977).

Fusarium solani Es un hongo cosmopolita.

En cultivo es bastante estable, aunque puede sufrir
algunas mutaciones hacia formas con micelio aéreo
abundante, sin esporodoquias y sin color. En el medio
APD el crecimiento es rapido: 30 mm en una semana.
La colonia presenta un aspecto liso y algodonoso de
color blanco grisaceo, crema, ocre 0 rosa purpura.
Generalmente el reverso no es coloreado o es de
color crema palido. (Bosland, 1988).

Las microconidias son abundantes y ovoides. Pueden

tener un tabique. Su tamafio oscila entre 8-16 x 2-4,5
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MM y son producidas en monofidlides alargadas vy
finas que suelen medir 40-80 x 2,5-3 um. Las
monofidlides nacen lateralmente de la hifa y a veces
son ramificadas. Hacia la punta se afilan y presentan
collaretes poco definidos. Las macroconidias, cuyo
tamafio aproximado es de 28-65 x 4-6 um, se
observan en menor cantidad que las microconidias y
nacen de conidi6foros cortos y ramificados que
frecuentemente forman esporodoquias, que son las
que producen el color crema, azul o azul-verdoso,
pero nunca naranja. (Bosland, 1988).

Presentan entre tres y cinco tabiques y tienen forma
de media luna, con la superficie ventral y dorsal
paralelas en la mayor parte de su longitud. La célula
apical es corta y redondeada y la célula basal
redondeada o claramente con forma de pie. Las
clamidosporas son frecuentes, con una pared lisa o
rugosa. Se observan aisladas o en parejas, terminales
0 intercalares y tienen un tamafio de 6-10 um de

didmetro. (Monzén y Rodriguez 2005)

51



3.2.4.2 Sintomas de la enfermedad

Esta enfermedad se reconoce al observar las raices
de un color rosa oscuro 0 marrdn. Las raices
infectadas se colapsan y posteriormente se tornan de
color café rojizo y mueren. El efecto en la parte aérea
son hojas necroticas y bajo desarrollo de las plantas.

(INTA. 2008)

En contraste, las raices sanas son de colores blancos,
y cilindricas. Una de las caracteristicas de campo es
gue al sacar el bulbo se rompe facilmente. Las plantas
con ataque severo del patégeno son achaparradas,
presentan un alto grado de raices infectadas, se
desprenden facilmente del suelo y no producen
calidad de bulbos. Cuando la enfermedad es
moderada, se presenta una secazén de las puntas,
tornandose de color amarillo-blanco o amarillo rojizo.

Esta enfermedad se empieza a observar al inicio de
formacion de bulbos. Al principio, este patdgeno

aparece en manchones en el campo donde el suelo
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3.2.4.3.

es mas pobre (falta de materia organica) o mas seco.

(INTA. 2008)

Ciclo de la enfermedad

El hongo Pyrenochaeta terrestris es considerado un
habitante natural del suelo, en el cual puede sobrevivir
y multiplicarse indefinidamente. Es considerado un
parasito débil que ataca a las raices de plantas que
estan en estrés o que han sido dafiadas previamente

(p.€j. ataque de nematodos). (Cardenas L. , 2008)

La infeccibn de Ilas hifas se produce mas
vigorosamente cuando el suelo estd relativamente
caliente, entre a 24° y 28°. Las hifas invaden los
tejidos epidérmicos y corticales de las raices de las
plantas liberando enzimas que descomponen esos
tejidos. El hongo produce cuerpos negros diminutos,
casi globulares (picnidios) en las células huésped
epidérmicas y corticales. La enfermedad la facilitan y

la agravan otros patdégenos fungicos que atacan la
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planta primero y debilitan las raices, por lo que es
més facil para P. terrestris invadirlas. (Cardenas L.,

2008)

En ausencia de plantas huéspedes, se presume que
este patdgeno pasa el invierno en forma de
microesclerocios en el suelo, sobreviviendo asi
durante muchos afios. Estas estructuras del hongo
sirven también inoculo primario. La importancia de la
etapa en picnidios no se ha investigado a fondo y no
se le ha descubierto aun fase sexual. (Cardenas L. ,

2008)

Las mayores pérdidas en rendimiento se han
observado con altas temperaturas y condiciones de
suelos pobres. La diseminacién del hongo es por
bulbos infectados, por movimiento de suelo,

maquinaria y por riego (INTA, 2008).
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3.2.4.4. Manejo y control de la enfermedad

Rotacioén de cultivos.

Es recomendable rotar con cultivos diferentes
completamente, entre los cuales se sugiere
zanahoria, lechuga, apio, y remolacha. Por el
contrario, cereales, zacates, rdbano y espinacas
no son recomendables, dado que el patégeno
puede infectar sus raices.

Fertilizacion adecuada, humedad y control de
plagas para promover un crecimiento vigoroso, ya
gue una planta sana tolera la enfermedad

produciendo raices abundantes. (INTA, 2008).

Variedades resistentes:
Las compafias productoras de semilla obtienen
materiales con tolerancia o resistencia, lo cual es

indicado en la etiqueta. (INTA, 2008).
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e Control bioldgico:
Aplicacion de materia organica y organismos
antagonicos al hongo como Trichoderma spp. La
fumigacion del suelo no es econOmicamente
factible, y el uso de fungicidas debe ser estudiado.

(INTA. 2008)

3.2.5. El cultivo de la cebolla en el valle de Locumba

e Ubicacion del terreno

En el valle Locumba se cultiva la cebolla a mediana escala,
la produccion de este cultivo por los productores locales
ocupa mediana tecnologia, el riego es a gravedad; las
zonas productoras se encuentran a una altitud de 559
m.s.n.m.

En los anexos de Chipe, Sagollo, Chaucalana y Pifiapa
concentran las mayores areas de produccion de cebolla y
los anexos de Sitana y Aurora tienen areas mas pequefas

de cultivo. (MPJB, 2012)
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e Epocade siembra
La siembra de almécigos empieza en los meses de julio a
septiembre, pero algunos productores realizan la siembra
hasta el mes de noviembre, pero la siembra tardia de la
cebolla puede conllevar en algunas ocasiones a tener
problemas en la formacién del bulbo por tener pocas horas

luz durante los meses de abril a mayo. (MPJB, 2012)

e Semilla
La semilla que emplean es por lo general producida por
algunos agricultores que se dedican al cultivo de la cebolla
para la extraccion de semilla, entonces la semilla se
obtiene de la campafa anterior. En el departamento de
Tacna es comun la denominacion gque obtiene esta semilla
como “Semilla de cebolla colorada de llabaya”, por lo cual

la semilla no es certificada. (MPJB, 2012)

Se utiliza desde 3 a 4 kilogramos de semilla por hectarea,
la semilla para la siembra es desinfectada con un fungicida
para prevenir el problema de Fusarium oxysporum; algunos
fungicidas utilizados son Rhizolex — T, Vitavax o Vitaflo.
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Es muy importante el conocimiento de los agricultores de la
zona por el grado de pureza de la semilla, de la no
presencia de semillas que no correspondan a la cebolla,
pues existe una semilla muy parecida que corresponde a

una maleza (MPJB, 2012).

Preparacion del terreno

En los agricultores de la zona se observa una practica
agronémica inadecuada en la rotacién de cultivos en un
lugar de siembra, los productores del lugar realizan la
preparacion, retirando los restos de la campafia anterior
solo en el momento previo a la utilizacion de la maquinaria
agricola, entonces no existe la adecuada solarizacion del
terreno para la desinfeccion del suelo de agentes
patbgenos como hongos y algunas plagas que llevan a
elevar el costo de produccion por problemas subsecuentes

durante el desarrollo del cultivo de la cebolla. (MPJB, 2012)
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e Almacigo
En la conduccion de los alméacigos se observa que los
agricultores, instalan estos a poca distancia del terreno
definitivo, y tienen dimensiones de 6 m. x 15 m.
aproximadamente, presentan regulares condiciones de
fertilidad. Durante el periodo de crecimiento en almécigo se
nota la inadecuada fertilizacién de las plantulas de cebolla,
que a la vez produce plantulas de caracteristicas
heterogéneas en cuanto a grosor de tallo. No se somete a
estrés hidrico porque puede provocar la obtencién de
plantulas con un bulbo pequefio “coqueadas”, al extraer del

almécigo. (MPJB, 2012)

e Trasplante
El transplante a campo definitivo se realiza en el suelo
hamedo, en terrenos regados del dia anterior. Se marca en
el costado de surcos confeccionados a 30 cm., cada planta
a 10 cm. de distancia una de otra, de tal forma que en un
surco hay dos hileras de cebolla. A los 15 dias de plantada

la cebolla aplican un enraizante. (MPJB, 2012)

59



e Control Fitosanitario
El control fitosanitario en los almacigos se realiza
semanalmente, y principalmente se orienta hacia el control
de larvas de gusanos cortadores de tierra y thrips, y en

hongos que causan la muerte radicular. (MPJB, 2012)

En el campo definitivo las aplicaciones se realizan
generalmente a cada 15 dias entre aplicaciones, se basa
en el control de thrips durante el desarrollo del cultivo y

larvas de gusano de tierra en menor grado. (MPJB, 2012)

En enfermedades se presenta desde un inicio el problema
con “mildiu” y durante el inicio del desarrollo del bulbo
“Botrytis”, “raiz rosada”, “Fusarium” y “Alternaria”, los
agricultores tienen presente el control de estas
enfermedades, pero carecen de informacién de manera

preventiva para su control (MPJB, 2012).
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3.2.6. Antecedentes

a. ANTAGONISMO IN VITRO DE Trichoderma harzianum
Rifai SOBRE Fusarium oxysporum Schlecht f. sp
passiflorae EN MARACUYA (Passiflora edulis Sims
var. Flavicarpa) DEL MUNICIPIO ZONA BANANERA

COLOMBIANA

Fusarium oxysporum Schlecht f. sp passiflorae causa la
marchitez del maracuya (Passiflora edulis Sims var.
Flavicarpa), afectando su rendimiento. En la basqueda de
alternativas para su control se realiz6 la presente
investigaciéon con el objetivo de determinar la capacidad
antagonica de 6 aislamientos de Trichoderma harzianum

sobre dicho patégeno.

Se evaluaron 3 aislamientos comerciales (TCC-001, TCC-
005 y TCC-006) y 3 aislamientos nativos de suelo
cultivado con palma de aceite en el Centro de
Investigacion Caribia de Corpoica (TCN-009, TCN-010,

TCN-014). Se hizo la prueba in vitro empleando la técnica
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de cultivo dual en platos Petri con Agar Sabouraud. Se
evalub competencia por nutrientes 'y  espacio,
micoparasitismo y porcentaje de inhibicion del crecimiento
radial (PICR), por 10 dias a 28 °C. Se establecio un disefio
completamente aleatorio, con 13 tratamientos y 3
repeticiones. Todos los aislamientos de T. harzianum
superaron en crecimiento a F. oxysporum con radios de
7,42 cm en cultivo dual. Mientras que el patbgeno mostro
un radio de 1,99 cm. TCN-009 y TCC-006 expresaron los
mejores radios al crecer 4 veces mas rapido que
F. oxysporum y reducir 3 veces menos el RCP con
respecto al testigo, sin diferencias significativas entre estos
tratamientos (P=0,0001); ademas, produjeron el mayor
PICR a los 10 dias con valores de 64,61 y 65,91%,
respectivamente. No hubo diferencias significativas al
comparar los aislamientos comerciales y nativos; sin
embargo, por la naturaleza autoctona TCN-009, resulta ser
a nivel in vitro, el aislamiento mas promisorio en el
biocontrol de F. oxysporum por hallarse en condiciones

agroclimaticas similares en la Zona Bananera Colombiana.
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USO DE Trichoderma sp. PARA EL BIOCONTROL DE LA

PUDRICION RADICULAR EN CEBOLLA

La cebolla Allium cepa (L.) es un cultivo de importancia
econdémica para el estado de Baja California. Recientemente
es afectado por la enfermedad conocida como pudricion
radicular causada por los hongos Fusarium oxysporum vy
Pyrenochaeta terrestris. El efecto antagonico de Trichoderma
sp. cepa nativa ThVT1 sobre el crecimiento de los hongos
Fusarium oxysporum cepa 72 y Pyrenochaeta terrestris cepa
16 fue evaluado in vitro e in vivo y directamente en semilla de
cebolla var. Kristal. La cepa de Trichoderma present6
porcentajes de inhibiciébn en un 70% para F. oxysporum y un
58.3% para P. terristris en pruebas duales in vitro, asimismo,
presentd capacidad antagbénica de tipo hiperparasitica,
colonizando toda la superficie del medio y reduciendo la
colonia del patégeno. En condiciones in vivo se observé que
las plantas de cebolla presentaron menor nimero de sitios de
infeccion, induccion del crecimiento de raices e incremento
del peso seco con respecto a los tratamientos inoculados por

separado con F. oxysporum, P. terrestris y testigo. No se
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encontré que Trichoderma favoreciera la germinacion de las
semillas; sin embargo, promovié el incremento en el peso

seco de las plantulas.

. Antagonismo in vitro de Trichoderma harzianum Rifai
sobre Fusarium solani (Mart.) Sacc., asociado a la

marchitez en maracuya.

Cultivos de maracuya de la region Caribe colombiana
presentan problemas de marchitez y el hongo Fusarium solani
(Mart.) Sacc., esta asociado a esta patologia. Plantas de
maracuya de la Estacion Experimental (E.E Caribia de
Corpoica) poseen este problema y por tal razon se determiné
el antagonismo in vitro de aislamientos de Trichoderma
harzianum Rifai, frente a F. solani, aislado de plantas
enfermas de maracuya (Passiflora edulis). Utilizando Ila
técnica de cultivo dual en platos Petri con Agar Sabouraud, se
evaluaron competencia por nutrientes 'y  espacio,
micoparasitismo y porcentaje de inhibicion del crecimiento

radial (PICR), empleando un disefio estadistico factorial 2x6x1
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con arreglo completamente aleatorio. Se obtuvieron tres
aislamientos nativos de T. harzianum (TCN-009, TCN-010,
TCN-014) de suelo de Palma de Aceite ( Elaeis guineensis)
de la E.E Caribia, y se compararon con tres aislamientos
comerciales (TCC-001, TCC-005, TCC-006). TCC-001y TCN-
014, reportaron ser mas competentes por nutrientes y
espacio, con el mayor radio de crecimiento de 7,50 y 7,32 cm
el dia 10, comparado a FSM-011 en el cual solo fue de 2,30
cm. Aunque, TCN-014 mostré micoparasitismo grado 4 con
ambos aislamientos de F. solani y TCC-005 Unicamente con
FSM-012, el cual fue mas susceptible a ser micoparasitado.
En cuanto al PICR, los tratamientos con mejores porcentajes
de inhibicion fueron TA-9, TA-12 y TA-6 con valores de 70,56,
68,52 y 65,32% respectivamente.

El aislamiento del patdgeno mayormente inhibido fue FSM-
011. Todos estos resultados demuestran que hubo
antagonismo in vitro al utilizar los aislamientos nativos y

comerciales de T. harzianum sobre F. solani.
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d. Efecto de diferentes aislamientos de Trichoderma spp.
sobre el ataque por Rhizoctonia solani y el crecimiento de
plantas de tomate (Solanum lycopersicum)

Se procedi6 a probar la actividad antagénica contra R. solani,
y de promocioén de crecimiento de las siguientes cepas: T.
koningii BAFC cult No 2212,2382, T. viride BAFC cult No
2243, Trichoderma sp. (BAFC cult No 2233) y T. harzianum
BAFC cult No 2385, 742, 2239 y 2244, Esta ultima cepa es
uno de 10 componentes del producto comercial TRICOKILL,
elaborado por Heligenetics S.A. para el control biologico de R.
solani entre otros patdgenos. Se prepararon suspensiones de
conidios de cada cepa y se ajustaron a 1.3 conidios ml. Por
otro lado se mezclo un in6culo de R. solani (BAFC cult No
2248) a base de arroz (consistente de micelio mas esclerocios
con tierra 'y cuarzo en una proporcion de 3: 10: 10 (PNN). Esta
mezcla se fraccion6 en bolsitas conteniendo 150 ml de la
misma. A cada bolsita se le agregd 3 ml de una suspensiéon
de un antagonista y se dejé a temperatura ambiente durante
tres dias para dar lugar a la posible interaccion entre
antagonista y patdégeno. Se agregaron 50 g de la mezcla

incubada a macetas de 300 ml que contenian 120-125 g de
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tierra de jardin con 15-20 plantas de tomate cada una de 20
dias de edad. ElI tomate correspondi6 a una variedad
comercial para uso de almacigos domeésticos. Los
tratamientos fueron 10 antagonistas potenciales, un control
con el patégeno y otro sin hongos inoculados. Se realizaron
tres replicas de cada tratamiento. La tierra de las macetas se
mantuvo en capacidad de campo y las plantas se incubaron
en invernadero a 25-30 OC. Al cabo de una semana de la
inoculacién, se evalu6 el ataque del patégeno en funcién del

porcentaje de plantas sobrevivientes.

CEPAS NATIVAS DE Trichoderma spp
(EUASCOMYCETES: HYPOCREALES), SU ANTIBIOSIS Y
MICOPARASITISMO SOBRE Fusarium subglutinans Y F.

oxysporum (HYPHOMYCETES:HYPHALES)

Se reporta el aislamiento e identificacion de cepas nativas de
Trichoderma spp. en suelos de huertas de mango afectadas
con la enfermedad “escoba de bruja” y su actividad
micoparasitica, asi como también su accién antibidtica por

quitinasas, glucanasas 'y  6-pentyl-a-pyrona  sobre
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F. oxysporum Yy F. subglutinans. Se colectaron 15 muestras
de suelo en el estado de Guerrero y 10 en Colima, de los
cuales se aislaron 105 cepas nativas en el 88% de las
huertas. Por su efecto antagdnico sobre el crecimiento del
micelio de ambas especies de Fusarium, se seleccionaron 25
cepas de las especies T. harzianum (14), T. longibrachiatum
(3), T. cf harzianum (3), T. koningii (2) , T. minutisporum (1) ,
T. virens y una no identificada. Las 25 cepas produjeron
quitinasas, valores comprendidos entre 0.090 y 2.294 pmol de
N-acetilglucosamina; glucanasas, entre 0.903 y 60.612 pmol
de glucosa y 6PAP, hasta 2 294 mg excepto la especie
T. minutisporum que no produjo 6PAP. Las 25 cepas
presentaron inhibiciébn en F. oxysporum sobre el crecimiento
del micelio, en 33 y 35%, en la produccién de conidios, 94.5 y
93.6% Yy sobre el porcentaje de germinacién de ufc, 66.3 y
73.0% por actividad antibiética de quitinasas y glucanasas,
respectivamente. En F. subglutinans se manifestd inhibicién
sobre el crecimiento del micelio en 35y 35%, en la produccién
de conidios, 86.0 y 84.9% y el porcentaje de germinacion de
ufc, 73.0 y 63.6% por actividad antibiética de quitinasas y

glucanasas, respectivamente. EI 6PAP s6lo mostrd antibiosis
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sobre el crecimiento del micelio y porcentaje de germinacién
de ufc, en 45.9 y 55.9% sobre F. oxysporum y F. subglutinans,
respectivamente. Del mismo modo se presentd
micoparasitismo, observando enrollamiento y penetracion de
las hifas de ambas especies de Fusarium. Por los resultados
obtenidos, las 25 cepas nativas de Trichoderma pueden ser
consideradas un recurso valioso para su evaluacibn como
agente potencial de control biologico de los fitopatégenos que
causan la “escoba de bruja” bajo condiciones de invernadero

y campo.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Material experimental
Se utiliz6 como material experimental 40 muestras de cebolla roja
(Allium cepa L.) variedad llabaya, en estadio de bulbeo; proveniente
del Anexo de Sagollo, Distrito de Locumba, Provincia Jorge Basadre.
Como antagonista se utiliz6 Trichoderma harzianum en presentacion

comercial Tricho D.

4.1.1 Material de Laboratorio
e Placas Petri 15 x 10 mm.
e Vasos de precipitacion diferente volumen.
e Beaker diferente volumen.
e Probeta diferente volumen.

e Tubos de ensayo.

e Pipetas.
e Tijeras.

e Agujas.

e Pinzas.

e Mechero.

e Espatula.
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¢ Pinzas, tijeras.
e Baqueta.
e Laminas Porta objetos.

e Laminas cubre objetos.

4.1.2 Otros
e Camara fotografica digital.

e Lapizy lapiceros.

e Bolsas de polietileno de 4 x10 cm.

e Algodon.

e Lupa.

e Letreros para muestreo.
e Papel kraft.

e Lampa.

e Macetas.

e Lavatorio.

e Computador portatil.

4.1.3 Equipos
e Microscopio.

e Balanza de precision.
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e Estufa.

e Autoclave.

e Estereoscopio.
e Refrigeradora.

e Autoclave

4.1.4 Reactivos de laboratorio
e Agar papa dextrosa (PDA)
e Hipoclorito de sodio 10%.
e Alcohol.
e Agua destilada.

e Solucion colorante (Lactofenol + fucsina acida).

4.2 Ubicacion y delimitacion del Area de estudio:

La presente investigacion se llevo a cabo en el valle de Locumba
gue se encuentra ubicada sobre la margen derecha del rio del mismo
nombre, en la Provincia de Jorge Basadre, Region Tacna, al Noreste
de la ciudad de Tacna, a 93.7 Km., aproximadamente (80 minutos)

entre la latitud sur 17°25'00” y longitud oeste 70°30’37”, presenta
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un clima semicdlido a calido durante el dia y con temperaturas

templadas por las noches.

4.2.1 Poblacion
La poblacién estad conformada por el total de plantas de cebolla
del campo de cultivo del sector de Sagollo anexo caracteristico
de la produccion de cebolla del Distrito de Locumba Provincia

Jorge Basadre.

4.2.2 Muestra
La muestra fue de 40 bulbos de cebolla que obtuvieron en base
al muestreo aleatorio simple del campo de cultivo de cebolla; el
cual consiste en hacer un recorrido en zig-zag a través del campo
de cultivo y extraer los especimenes que se encuentran en las

esquinas del recorrido.

4.3. Disefio de Investigacion

Se empleo un disefio no experimental - descriptivo; dado que no se
realiza manipulacion de las variables y se basa fundamentalmente en
la observacion en su contexto natural y la descripcion cada una de
ellas independientemente con la finalidad de analizarlas con la

posterioridad.
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4.4. Metodologia

4.4.1. Procesamiento de la muestra

44.1.1. Toma de muestra

Se tomé la muestra de cebolla en estadio de bulbeo
y con sintomas de la enfermedad haciendo el
cavado alrededor del bulbo, dandole un perimetro de
5 a 10 cm aproximadamente de radio a cada bulbo,
para lograr sacar las raices sin causarles algun
dafio. A continuacion se realizé el recojo de la
muestra con parte de la tierra de alrededor del bulbo
protegiendo asi las raices de la desecacion.

Se puso cada una de las muestras dentro de una
bolsa de papel individual cerrandola herméticamente
para evitar la desecacion del material. .

Se rotuld la muestra indicando el lugar de muestreo,
hora de toma de muestra y particularidad
encontrada. Luego de tener rotuladas las muestras
se transportaran al Laboratorio manteniéndolas a
temperatura ambiente (Newbiotecnich, Diagndstico
Fitopatoldgico).
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4.4.1.2. Siembra en medio de cultivo

4.4.1.3.

Las plantulas enfermas se lavaron con agua
corriente, seleccionando las raices con la
sintomatologia, se desinfectaron con hipoclorito de
sodio al 10% por cinco minutos, luego se lavaron
con agua destilada estéril, y el exceso de agua se
eliminé con papel absorbente, posteriormente fueron
colocados en capsulas de Petri con medio de cultivo
Agar Papa Dextrosa (PDA) para su crecimiento

(Perdomo, 2007).

Céamara humeda

Las muestras previamente desinfectadas se
colocaron en camara humeda, colocando en una
placa Petri un soporte de vidrio estéril sobre papel
absorbente humedo en el fondo y posteriormente
una laminilla portaobjetos donde se colocaron los
trozos de raiz, para acelerar la esporulacién de los

hongos presentes (Perdomo, 2007).
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Se mantuvo la humedad con adicion de agua estéril
y se evaludé diariamente al estereoscopio, para la

observacion de estructuras fungicas.

4.4.1.4. Purificacion del Hongo
Al desarrollarse el hongo tanto en el medio de cultivo
como en cadmara humeda, se procedi6 a sembrarlo
en medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA) y se
incubd a temperatura ambiente (+/-25°C). Al crecer
las colonias de los hongos se hizo el repique a
placas Petri con Agar Papa Dextrosa (PDA) para su

posterior identificacion (Perdomo, 2007).

4.4.2. Identificacién de los Hongos
Una vez logrado el cultivo puro se realizara montajes
utilizando lactofenol mas fucsina &acida como liquido de
montaje para la identificacion del agente aislado mediante el
examen de las caracteristicas culturales de la colonia y las
caracteristicas microscoépicas en base a las claves de Barnett

& Hunter, Ellis (Barnet, H, 1972).
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4.4.3. Prueba de Patogenicidad de Koch

Se realiz6 la Prueba de Patogenicidad de Koch en el
laboratorio de Botanica de la Universidad Nacional Jorge
Basadre con la finalidad de confirmar la patogenicidad del
agente causal aislado de las plantas de cebolla con pudricion
radicular. Esto se realiz6 con 5 repeticiones por agente

hallado.

Se utilizé 18 especimenes de cebolla roja de variedad llabaya
sanos, en estadio de bulbeo, estos fueron recolectados y
dispuestos en bolsas con sustrato estéril consistente de tierra
de chacra, arena lavada y humus en una proporcién de 2:1:1

respectivamente (Perdomo, 2007).

Para la prueba de patogenicidad se utilizd6 5 plantulas de
cebolla roja de 45 dias de edad producidas en sustrato estéril
y un testigo. En el caso de los agentes aislados de cebolla
solamente pudricion radicular se realizé la inmersién de las
raices de cada planta por 3 minutos en una suspensién de 10’

conidias/ml y luego se trasplanté a bolsas de 0,5 Kg. con
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tierra de chacra, arena lavada y humus estéril una proporcion

de 2:1:1 respectivamente.

Para el caso de los agentes aislados de cebolla con sintomas
de pudricion radicular y decoloracion vascular del disco basal,
a cada planta de cebolla roja de 45 dias de edad, se le hiz6
cinco punciones a nivel del disco basal y se realizd6 una
inmersién por 3 minutos en una suspensiéon de 10’
conidias/ml. Luego se trasplantd a bolsas de 0,5 Kg. con tierra
de chacra, arena lavada y humus estéril una proporcién de
2:1:1 respectivamente.

En ambos casos se evalluo periédicamente hasta la aparicion
de sintomas en el follaje y a nivel radicular y finalmente se

realizé el reaislamiento de los patégenos hallados.

4.5. Prueba de Antagonismo

4.5.1. Evaluacion de antagonismo mediante el Método del
Cultivo Dual
Las pruebas de enfrentamiento se realizaron en el Medio de

Cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA) colocandose en un
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extremo de la placa Petri un disco de agar de 4 mm con
micelio del agente causal aislado y en el extremo opuesto
otro disco de 4 mm con micelio de Trichoderma harzianum en
presentacion comercial Tricho D a una distancia de 05 cm.
aproximadamente entre ellos. (Howell, 2010) Posteriormente

se procedi6 a la incubacion a 25 °C.

Para evaluar la eficacia de Trichoderma harzianum frente al
agente causal de la pudricién radicular se midio el crecimiento
radial del patégeno como testigo y del antagonista cada 24
horas hasta que la colonia del testigo llené toda la superficie

de la placa Petri.

Para la evaluacion de la capacidad biocontroladora de los
microorganismos se empled el calculo del Porcentaje de
Inhibicibn del crecimiento radial (PICR), que mide el
antagonismo de los microorganismos evaluados, este se
obtiene a partir del crecimiento de cada patégeno en cultivo
dual, junto con sus respectivos testigos, empleando la formula

utilizada por Suarez et al. (2008):

79



Donde R1 es el radio mayor (radio patégeno-testigo) y R2

es el radio menor (radio del patdgeno en cultivo dual).

4.5.2. Evaluacién de Antagonismo por micoparasitismo.

El antagonismo o capacidad antagonica se comprueba de
distintas formas, principalmente midiendo el grado de
micoparasitismo de cada antagonista, el cual se determiné por
la escala que proponen Ezzyyyani et al (2004). La evaluacion

se realizd en un microscopio binocular con aumento de 40x.

Se clasifica de acuerdo con la escala de 0 a 4 donde O
representa ningun tipo de micoparasitismo por no observar la
invasion de la superficie de la colonia del patégeno por el
antagonista y 4 representa el 100% de micoparasitismo con la
invasion total de la superficie de la colonia del patégeno incluso

con esporulacioén sobre ella.
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Cuadro 1.- Escala para evaluacion de

la capacidad antagénica

Ezzyyyani et al (2004)

Grado l Capacidad antagonica
0 Ninguna invasion de la superticie de la colonia del hongo patogeno
L W}’ =i = < -l s -
; | Invasidn de Vs de la superficie de la colonia del hongo patégeno
; 2 | Invasion de Y2 de la superticie de la colonia hongo patégeno
I Invasion total de la superticie de la colonia del hongo patogeno
| 4 Invasion total de la superficie de la colonia del hongo patogeno esporulacion sol

Fuente: Ezzyyyani et al (2004)

4.5.3. Variables

e Variable independiente (X):

Capacidad antagonica de

Trichoderma harzianum en presentacion comercial Tricho D.

e Variable dependiente (Y): Porcentaje de Inhibicibn de

Crecimiento del patégeno (cm).

Cuadro 2: Operacionalizacién de variables

VARIABLES

INDICADOR

INDEPENDIENTE (X)
Capacidad antagonica de
Trichoderma harzianum (Tricho D)

Actividad antagonica de Trichoderma
harzianum.

Crecimiento radial de Pyrenochaeta
terrestres en Prueba Dual.

DEPENDIENTE (Y)
Porcentaje de Inhibicion de
Crecimiento del patégeno (cm)

Crecimiento radial de Fusarium
oxysporum, en Prueba Dual.

Crecimiento radial de Fusarium solani
en Prueba Dual.

Fuente: Elaboracion propia

81

e ella



4.5.4. Andlisis estadistico

Se realizd el andlisis descriptivo de las variables y la prueba
de T Student de muestras relacionadas para las
comparaciones de medias entre grupos, utilizando el programa
estadistico SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)

Versiéon 19.0
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V. RESULTADOS

5.1 Aislamiento e identificacién de agente etioldgico del Cultivo de

Cebolla

En el presente trabajo se identific6 como agente etioldégico causante
de la pudricién radicular del cultivo de cebolla identificado como
Pyrenochaeta terrestres asociado a Fusarium oxysporum y Fusarium

solani.

De igual modo se logré aislar ademés a 14 especies diferentes del

genero Fusarium como resultado de los andlisis realizados.

En cuanto a la incidencia de los hongos patégenos en la totalidad de
las muestras se obtuvo en mayor numero a Pyrenochaeta terrestris
con 38 aislados, seguida por Fusarium sp. con un total de 33, asi
como la presencia de Fusarium oxysporum en 22 oportunidades, de
igual modo se aisl6 la especie Fusarium solani en nimero de 9 y

finalmente la presencia de Rhizoctonia solani en 1 oportunidad.
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Cuadro 3. Incidencia de hongos patégenos aislados

Hongos Patégenos aislados

Nro. de Incidencias

Pyrenochaeta terrestris 38
Fusarium oxysporum 22
Fusarium solani 9
Fusarium spp. 33
Rhizoctonia solani 1

Fuente: Elaboracion propia

Incidencia de Hongos patogenos aislados
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Figura 3: Incidencia de hongos pat6genos aislados.

Fuente: Elaboracion propia

De lo observado en cuanto a los aislamientos de los hongos

patdogenos, se obtuvo también las asociaciones de hongos

encontradas determinandose de la siguiente manera:
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Cuadro 4. Asociacion de Hongos patdgenos aislados

Asociacion de Hongos Patdgenos Nro. de Incidencias
aislados '
Asociacion P. terrestris y F. solani 6
Asociacion P. terrestris y Fusarium spp. 15

Fuente: Elaboracion propia

El Cuadro N° 4 muestra que el mayor nimero de incidencias en
asociacion de hongos patégenos se obtuvo entre Pyrenochaeta
terrestris y Fusarium sp. con 15 incidencias seguido de la asociacion
Pyrenochaeta terrestris y Fusarium solani en ndamero de 6 tal como

se muestra en la figura 4:

Asociacion de Hongos patégenos aislados

15

o Nro. de Incidencias

0 + '
Asociocion P. terrestrisy  Asociacion P. terrestris y
F. solani Fusarium spp.

Figura 4: Incidencia de Asociacion de hongos patdgenos aislados.

Fuente: Elaboracion propia
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5.2. Prueba de Antagonismo mediante el Método del Cultivo Dual

Se obtuvo como resultado en base al Porcentaje de inhibicion por

Trichoderma harzianum lo siguientes valores:

Cuadro 5: Porcentaje de inhibicion por Trichoderma harzianum sobre
agente etiolégico y asociados.

Agente etioldgico : S,
g : gicoy Porcentaje de inhibicion
asociados
Pyrenochaeta terrestris 74,83%
Fusarium oxysporum 52,38%
Fusarium solani 49.33 %

Fuente: Elaboracion propia

Porcentaje de inhibicion de crecimiento

74.83%

80.00% -
70.00% +
60.00% +
50.00%
40.00%
30.00% -+
20.00% 4
10.00% +~
0.00% +<

Pyrenochoeta Fusarium Fusarium solani
terrestris oxysporum

Figura 5: Porcentaje de inhibicion de crecimiento.

Fuente: Elaboracion propia
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Cuadro 6: Analisis estadistico del porcentaje de

crecimiento de Pyrenochaeta terrestris

inhibicion de

Desviacion Comportamiento
Varianza estandar Media Minino | M&ximo Rango
1,016 1,008 74,83 73,73 74,82 2,46

Fuente: Elaboracion propia

La media general del porcentaje de inhibicidon de crecimiento en la

prueba de antagonismo de Pyrenochaeta terrestris fue de 74,83 %.

El valor de la desviacion estandar indica que en promedio las

observac

iones

individuales se desvian

en 1,008, siendo su

varianza de 1,016; asimismo se observa que la maxima fue de

74,82% y la minima 73,73% Yy un rango de 2,46.

Cuadro 7: Analisis estadistico del porcentaje de inhibicion de

crecimiento de Fusarium oxysporum

Desviacién Comportamiento
Varianza estandar Media Minino | Maximo Rango
3,77 1,94 52,38 48,97 54,99 6,019

Fuente: Elaboracion propia
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La media general del porcentaje de inhibicion de crecimiento de
Fusarium oxysporum fue de 52,38%. El valor de la desviacion
estandar indica que en promedio las observaciones individuales se
desvian 1,94; siendo su varianza de 3,77, asimismo se observa
gue la méaxima fue de 54,99% y la minima 48,97% Yy un rango

de 6,019.

Cuadro 8: Analisis estadistico del porcentaje de inhibicion de

crecimiento de Fusarium solani

Desviacion Comportamiento
Rango
Varianza estandar Media Minino Maximo
5,99 2,44 49,32 46,35 52,43 6,08

Fuente: Elaboracion propia

La media general del porcentaje de inhibicion de crecimiento de
Fusarium solani fue de 49,32%. El valor de la desviacion estandar,
indica que en promedio las observaciones individuales se desvian
2,447; siendo su varianza de 5,99 , asimismo se observa que la
maxima fue de 52,43% y la minima 46,35 % y un rango de 6,08

respectivamente.
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5.2.1. Andlisis Estadistico para muestras relacionadas

Cuadro 9: Analisis Estadistico para muestras relacionadas

Muestras relacionadas Media del N Desviacién Error tip. de la

PIC muestras tip. media
Par1 Pyrenochaeta terrestris 74,83 7 1,008 A7
Fusarium oxysporum 52,38 7 1,94 ,80
Par 2  Pyrenochaeta terrestris 74,83 7 1,008 A7
Fusarium solani 49,32 7 2,447 1,09
Par3  Fusarium oxysporum 52,38 7 1,94 ,80
Fusarium solani 49,32 7 2,447 1,09

Fuente: Elaboracion propia

En el cuadro N° 9 para la prueba de t de muestras relacionada
se observa los promedios de inhibicion de crecimiento, donde
el mayor porcentaje lo obtiene Pyrenochaeta terrestris con
74,83 % seguido de Fusarium oxysporum 52,38% y Fusarium

solani con 49,32% respectivamente.
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5.2.2. Prueba de t para muestras relacionadas

Ho: No existen

diferencias estadisticas en porcentaje de

inhibicion entre grupos

H1: Existen

diferencias estadisticas en porcentaje de

inhibicién entre grupos

a: 0.05

Cuadro 10: Prueba de t Student para muestras relacionadas

Diferencias relacionadas
Muestras 95% Intervalo de sig.
relacionadas Vedia Des. | Error tip. de conflz-;mzapz.;\rala t gl (bilateral)
tip. la media diferencia
Inferior Superior
Par1l P. terrestris 22,45 3,06 1,02 20,79 25,50 22,63 | 6 ,000
- Fusarium
oxysporum
Par2 P. terrestris] 25,51 2,64 1,18 22,13 28,71 21,46 | 6 ,000
- Fusarium
solani
Par3 Fusarium 3,06 3,29 1,47 -,009 8,172 2,77 6 ,050
oxysporum
- Fusarium
solani

Fuente: Elaboracion propia
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De la prueba de t de muestras relacionadas se puede determinar

lo siguiente:

Se observa que existe diferencias significativas en el porcentaje
de Inhibicibn de crecimiento entre Pyrenochaeta. terrestris
que reporta 74.83% y Fusarium oxysporum 52.38% ; esto con un

nivel de confianza del 95%.

Existen diferencias significativas en el porcentaje de inhibicion
de crecimiento entre Pyrenochaeta. terrestris que reporta
74.83% y Fusarium solani con 49.33% ; esto con un nivel de

confianza del 95%.

Se observa que existe diferencias significativas en el porcentaje
de inhibicion de crecimiento entre Fusarium oxysporum que
reporta 52.38% y Fusarium solani con 49.33% ; esto con un

nivel de confianza del 95%

De acuerdo a estos resultados, se evidencidé que el porcentaje
de inhibicion de crecimiento obtenido en todos los tratamientos
fue positivo, por lo tanto se acepta la hipotesis alterna con un
95% de confiabilidad.
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5.3 Capacidad antagénica por micoparasitismo de hongos patégenos

del Cultivo de Cebolla

Se clasificd de acuerdo con el grado basado en una escala de 0 a 4
de Ezzyyani et al (2004) dando como resultado en todos los casos 4,
lo que indica 100% de micoparasitismo con invasion total de

superficie de la colonia del patégeno con esporulacion sobre ella.

Cuadro 11: Capacidad antagdnica por micoparasitismo.

Grado de Capacidad
Antagonica por
micoparasitismo

Hongo patégeno

Pyrenochaeta terrestris 4
Fusarium oxysporum 4
Fusarium solani 4

Fuente: Elaboracion propia

Figura 7.- Capacidad antagonica sobre Pyrenochaeta terrestris.

Referencia: Elaborada por el autor.
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Figura 8.- Capacidad antagdnica sobre Fusarium oxysporum

Referencia: Elaborada por el autor.

Figura 9.- Capacidad antagoénica sobre Fusarium solani.

Referencia: Elaborada por el autor.
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VI. DISCUSION

El objetivo del estudio fue determinar la etiologia y control in vitro, con
Trichoderma harzianum sobre el agente etioldgico causante de la
pudricion radicular en el cultivo de Allium cepa L.(cebolla) en el valle de
Locumba, Provincia Jorge Basadre. De los resultados obtenidos se
reporta como agentes etioldgicos a los hongos fitopatdgenos

Pyrenochaeta terrestris, Fusarium oxysporum y Fusarium solani.

Cervantes y Dias (2010) en su estudio de biocontrol de la pudricién
radicular concuerda con los resultados obtenidos, Pyrenochaeta terrestris
y Fusarium oxysporum a los cuales realiza pruebas de biocontrol con
Trichoderma harzianum logrando una alta accion antagonica in vitro e
in vivo considerando que aislamientos nativos de Trichoderma en suelos
sembrados con cebolla serian agentes promisorios en el control biolégico
de la pudricion radicular en el cultivo de cebolla ocasionada por

F. oxysporumy P. terretris.

Céardenas (2003) aisl6 el agente causal de la Raiz Rosada (RR) de la

cebolla, identificAndose como P. terrestris.
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El antagonismo de Trichoderma harzianum en presentaciéon comercial
Tricho D se evalué por el método del cultivo dual, confrontando a los
agentes etiologicos aislados Pyrenochaeta terrestris, Fusarium oxysporum
y Fusarium solani con el antagonista Trichoderma harzianum, obteniendo
como resultado un porcentaje de inhibicibn de crecimiento de 74,83%
sobre Pyrenochaeta terrestris, 52,38% sobre Fusarium oxysporum y de

49.33 % en el caso de Fusarium solani.

Ghrisalberti y Sivacithamparam (1991) reconoce que la habilidad de
Trichoderma spp. para reducir los dafos en enfermedades causadas por
hongos fitopatdgenos, esta relacionada a su fuerte capacidad competitiva,
al fenbmeno de antibiosis, por la produccién de enzimas liticas,

metabolitos secundarios y al micoparasitismo.

Cervantes y Dias (2010) en su estudio de biocontrol de la pudricion
radicular en cebolla reporta que el porcentaje de inhibiciébn de crecimiento
de Pyrenochaeta terretris a las 96 h fue de 37% y luego se incremento a
58 % a los 7 dias de confrontacion.

Asimismo presentd una capacidad antagOnica de tipo hiperparasitica,
ya que el género Trichoderma colonizé toda la superficie del medio y

redujo la colonia del patégeno (clase 1) de acuerdo con la clasificacion de
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Bell y colaboradores (1982). De igual modo observé que la cepa de
Trichoderma inhibié el crecimiento de F. oxysporum a partir de las 72 h de
exposicion en un 37 % hasta un 70% a las 168 h de exposicion;

corroborando los resultados obtenidos en el presente estudio.

Céardenas (2003) aislé el agente causal de la Raiz Rosada (RR) de la
cebolla, identificAndose como P. terrestres. Evalué el efecto de 28
fungicidas comerciales sobre el crecimiento del micelio del hongo en
estudio en una prueba in vitro, considerandose productos de contacto,
sistémicos y compuestos los cuales inhibieron en un 100 % el desarrollo
del micelio. Estos fungicidas fueron seleccionados para evaluar su
efectividad como preventivos de la RR, utilizados como desinfestantes de
semillas, se encontré que todos fueron eficientes excepto Folicur y Tilt los

cuales inhibieron la germinacién de semilla.

Un estudio de Hernandez et al., (2006), realizando evaluaciones in vitro
del antagonismo de especies de Trichoderma sobre hongos fitopatégenos
gue afectan las vitroplantas de pifia (Anana comosus (L.) Merr.)
determinaron que el porcentaje de inhibicion de crecimiento (PIC) de la

colonia Fusarium subglutinans con T. harzianum fue de un 48%.
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Veldzquez (2006), encontré6 una eficiente inhibicion del crecimiento
micelial de Colletotrichum acutatum (98,8%) y C. gloeosporioides (100%)
frente a T. harziamun. También se ha evaluado el uso de este
antagonista frente a otros patdégenos del cultivo de mango, incluyendo
Fusarium subglutinans y Fusarium oxysporum, agentes causales de la
‘escoba de bruja’, obteniéndose un PIC de 42,02 y 62,9%,
respectivamente (Michel et al., 2001). En pruebas de enfrentamiento entre
F. oxysporum, causante de la marchitez en tomate (Jiménez, 2004), con
cepas de Trichoderma sp. observé que fue capaz de inhibir el crecimiento
entre 29 y 49% (PIC) y la esporulacion (PIE) entre 60 y 78%, mostrando
alta capacidad antagonica corroborando lo encontrado en la presente
investigacién. Algunos investigadores sefialan que usando mezclas de
organismos con diferentes modos de accion o combinacién de agentes de
control biolégico posiblemente puedan mejorar el espectro de actividad, lo
gue podria permitir el control de varios fitopatégenos, ya que la mayoria
de los agentes de control biolégico se han aplicado para controlar una

determinada enfermedad (Yuen et al., 1985)

Fernandez (2009) describe el comportamiento de los cultivos duales de
Trichoderma harzianum y F. oxysporum con la reduccion del crecimiento

de F. oxysporum en el décimo dia, entre sus 2 cepas comerciales con el
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mayor porcentaje de PICR con un 65,91%, seguido por 64,61% sin
diferencias significativas entré los tratamientos. De acuerdo a los niveles
de significacién (P=0,0001) entre los resultados obtenidos en la prueba de
Duncan, se pudieron categorizar los antagonistas segun el grado de
inhibicion en tres grupos, TCN-009 y TCC-006 en grado alto (60-65%),
TCN-014 y TCC-005 en grado medio (57-59%) y TCN-010 con TCC-001
en grado bajo (54 y 56%), todos presentaron un PICR superior al 50%.

Lo cual concuerda con los resultados obtenidos en el presente estudio
con un Porcentaje de Inhibicibn de Crecimiento Radial (PICR) para

Fusarium oxysporum de 52,38 %.

Estos resultados evidencian lo encontrado por Guedez, et al (2012) en
su investigacion titulada: Evaluacion in vitro de aislamientos de
Trichoderma harzianum para el control de Rhizoctonia solani, Sclerotium
rolfsii y Fusarium oxysporum en plantas de tomate; sugiri6 que, con los
aislamientos autoctonos de T. harzianum, es probable llegar a un control
eficaz de los hongos patdgenos R. solani, S. rolfsii y F. oxysporum en el
cultivo de tomate, cuando se aplica de forma preventiva en semilleros y
plantaciones definitivas, o que permite la colonizacion de la rizésfera por
la rapidez de crecimiento del hongo, impidiendo que proliferen

poblaciones elevadas de hongos patégenos cerca de las plantas, siendo
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mas eficiente cuando el antagonista se encuentra adaptado a las

condiciones del medio ambiente.

Goldman et al., (1994) reporta inhibicion in vitro de la germinacion de
conidios y elongacion de la hifa en Fusarium solani (Mart.) Sacc.,
Fusarium gramineum Corda [W&R,G] por enzimas quitinoliticas y

glucanoliticas producidas por T. harzianum.

Suarez et al (2008) en su ensayo de antagonismo in vitro de Trichoderma
harzianum Rifai sobre Fusarium solani (Mart.) Sacc., asociado a la
marchitez en maracuya, realizado en medio de cultivo Agar Sabouraud,
reporta los mejores porcentajes de inhibiciéon de las cepas TA-9, TA-12 y
TA-6 con valores de 70,56; 68,52 y 65,32% respectivamente demostrando
que hubo antagonismo in vitro al utilizar los aislamientos nativos y

comerciales de T. harzianum sobre F. solani.

En nuestro estudio se obtuvo para F. solani un porcentaje de 49.33 %, la
variacion de los resultados obtenidos puede deberse al medio de cultivo
en que fueron asilados los patdégenos siendo en el caso de Suarez et al
Agar Sabouroud un medio enriquecido a diferencia del utilizado en este

estudio Agar Papa Dextrosa. Esto es corroborado por Worasatit,
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Sivasithamparam, Ghisalberti y Rowland, (1994); quien informa que la
cantidad de metabolitos producidos por Trichoderma como método de
biocontrol depende de los nutrientes y no siempre esta relacionada con la
habilidad para controlar a la enfermedad; sin embargo, Madi, Katan,
Katan y Henis (1997) reportan una correlacion positiva entre la cantidad
de enzimas (quitinasas, glucanasas y otras enzimas) y el porcentaje de

micoparasitismo; y por consiguiente la reduccion de la enfermedad.

Cubillos (2011) en su ensayo evaluo la Capacidad Biocontroladora de
Trichoderma harzianum Rifai contra Fusarium solani, sus resultados
evidenciaron que existe una correlacion positiva entre el efecto

antagonico de T. harzianum como biocontrolador superando el 45%.

Al respecto, Mont (2002) , refiere que T. harzianum tiene una alta
capacidad de competencia por el substrato; como consecuencia de ello, el
organismo afectado tiende a entrar en un estado de latencia, que podria
ser por deficiencia de nutrientes o la presencia de cierto nivel de
sustancias inhibitorias, lo cual impide que siga creciendo; coincidiendo,
con los resultados obtenidos en el presente trabajo, como lo demuestra la
notable accidn inhibitoria que ejerce T. harzianum sobre Pyrenochaeta

terrestris con un porcentaje de inhibicion de crecimiento de 74,83%,
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52,38% sobre Fusarium oxysporum y de 49.33 % en el caso de Fusarium

solani.

Por otra parte Suarez et al (2008) en su investigacion informa que el
aislamiento nativo TCN-014, seguido del aislamiento comercial TCC-005
de Trichoderma harzianum, resultaron ser los antagonistas con mayores
habilidades de micoparasitismo, competencia por espacio e inhibicion de
crecimiento para el control de los aislamientos patdgenos FSM-011 y
FSM-012 de Fusarium solanide acuerdo con las pruebasin Vvitro,

corroborando lo encontrado en la presente investigacion

Respecto a la Capacidad antagdnica por micoparasitismo de los hongos
patdgenos del cultivo de cebolla en el presente estudio; se obtiene un
grado 4 de la escala de Ezzyyani et al (2004) que corresponde al 100%
de micoparasitismo con invasion total de superficie de la colonia del
patdgeno y esporulacion sobre ella, equivalente al de la clasificacién de

Bell y colaboradores (1982); esto para los 3 agentes etiolégicos.

Cervantes — Diaz (2010) indica que se presentdé una capacidad
antagonica de tipo hiperparasitica ya que Trichoderma colonizé toda la

superficie del medio y redujo la colonia del patégeno (clase 1) de acuerdo
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con la clasificacion de Bell y colaboradores (1982) en cuanto a

P. terrestris y F. oxysporum.

Sin embargo Fernandez (2009) no reporta micoparasitismo para el control
biologico del F. oxysporum por Trichoderma harzianum, lo cual es
contradictorio al presente estudio a diferencia de (Zago, 2006) donde
resalta el micoparasitismo de Trichoderma harzianum sobre
F. oxysporum con un grado 4 de la escala de Ezzyyani et &l (2004).
Teniendo como diferencia en sus estudios los medios de cultivos para el

desarrollo de los hongos.

Suarez et al. (2008) en su estudio de Antagonismo in vitro de
T. harzianum Rifai sobre F. solani destaca que observa micoparasitismo
en grado 4 para los aislamiento de F. solani en los tratamientos con
T. harzianum TA-5 y TA-6 similar a los resultados obtenidos en el
presente estudio, como se observa en las imagenes obtenidas de la

Prueba dual.
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VII. CONCLUSIONES

1. El agente etiologico de la pudricion radicular del cultivo de
cebolla (Allium cepa L.) es Pyrenochaeta terrestris asociado a

Fusarium oxysporum y Fusarium solani.

2. Trichoderma harzianum tuvo control in vitro sobre el desarrollo de

Pyrenochaeta terrestris, Fusarium oxysporum y Fusarium solani

3. Las tres especies de hongos aislados del cultivo de cebolla con

pudricion radicular fueron positivos a la Prueba de patogenicidad.

4. La capacidad antagonica in vitro de Trichoderma harzianum
sobre los hongos patdgenos tuvo un porcentaje de inhibicién de
crecimiento de 74,83% sobre Pyrenochaeta terrestris, 52,38%,
sobre Fusarium oxysporum y de 49,33% en el caso de Fusarium

solani.
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VIII. RECOMENDACIONES

Realizar el control de la pudricion radicular del cultivo de cebolla

con Trichoderma harzianum en campo.

Realizar pruebas moleculares para la identificacion de los hongos

causantes de la pudricién radicular de la cebolla.

Desarrollar la investigacion en otras localidades donde se produce

cebolla en la Regién Tacna.

Realizar estudios sobre recuento de poblacién fungica en el suelo
del campo de cultivo de cebolla en el Valle de Locumba, Provincia

Jorge Basadre.
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Cuadro 12. Agentes Etiolégicos en muestras de Cebolla

Muestra Fusarium Pyrenochgeta Fusariu.m Fusarium sp. Rhizoctqnia
oxysporum terrestris solani solani

Muestra 1 Contaminado

Muestra 2 Aislado Aislado Aislado

Muestra 3 Aislado Aislado
Muestra 4 Aislado Aislado Aislado Aislado
Muestra 5 Aislado Aislado

Muestra 6 Aislado Aislado
Muestra 7 Aislado Aislado

Muestra 8 Aislado Aislado

Muestra 9 Aislado
Muestra 10 Contaminado
Muestra 11 Aislado Aislado
Muestra 12 Aislado Aislado
Muestra 13 Aislado Aislado
Muestra 14 Aislado
Muestra 15 Aislado Aislado
Muestra 16 Aislado Aislado
Muestra 17 Aislado Aislado
Muestra 18 Aislado Aislado
Muestra 19 Aislado Aislado
Muestra 20 Aislado Aislado
Muestra 21 Aislado
Muestra 22 Aislado Aislado
Muestra 23 Aislado Aislado
Muestra 24 Aislado
Muestra 25 Aislado
Muestra 26 Aislado
Muestra 27 Aislado
Muestra 28 Contaminado
Muestra 29 Aislado
Muestra 30 Aislado
Muestra 31 Aislado
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Fusarium Pyrenochaeta | Fusarium . Rhizoctonia
Muestra - ; Fusarium sp. .
oxysporum terrestris solani solani
Muestra 32 Aislado
Muestra 33 Aislado
Muestra 34 Contaminado
Muestra 35 Aislado
Muestra 36 Aislado Aislado
Muestra 37 Aislado
Muestra 38 Aislado
Muestra 39 Aislado Aislado
Muestra 40 Contaminado
Fuente: Elaboracion propia
Agente Etiologico en muestras de Cebolla
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Figura 9: Agente etioldgico en muestras de cebolla

Referencia: Elaborada por el autor
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Agente Etioldgico en muestras de Cebolla

Muestras 21 - 40
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Figura 10: Agente etioldgico en muestras de cebolla
Referencia: Elaborada por el autor
Cuadro 13. Asociacion de Agente Etiolégico en muestras de Cebolla
Muestra Asociacion P. te_rrestris y F. Asociacion P. terrestris y
solani Fusarium sp.
Muestra 1 Aislado Aislado
Muestra 2
Muestra 3 Aislado Aislado
Muestra 4 Aislado Aislado
Muestra 5
Muestra 6 Aislado
Muestra 7 Aislado
Muestra 8
Muestra 9
Muestra 10 Aislado
Muestra 11 Aislado Aislado
Muestra 12
Muestra 13
Muestra 14 Aislado
Muestra 15 Aislado
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Muestra

Asociacion P. terrestris y F.
solani

Asociacion P. terrestris y
Fusarium sp.

Muestra 16

Aislado

Aislado

Muestra 17

Aislado

Muestra 18

Aislado

Muestra 19

Aislado

Muestra 20

Muestra 21

Aislado

Muestra 22

Muestra 23

Muestra 24

Muestra 25

Muestra 26

Muestra 27

Muestra 28

Muestra 29

Muestra 30

Muestra 31

Muestra 32

Muestra 33

Muestra 34

Muestra 35

Aislado

Muestra 36

Muestra 37

Muestra 38

Aislado

Muestra 39

Muestra 40

Fuente: Elaboracion propia
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Asociaciones de Hongos encontradas en muestras de Cebolla
Muestras 1 - 20
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Figura 11: Asociaciones de hongos en muestras de cebolla
Referencia: Elaborada por el autor.
Asociaciones de Hongos encontradas en muestras de Cebolla
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Figura 12: Asociaciones de hongos en muestras de cebolla

Referencia: Elaborada por el autor.
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Figura 13: Toma de Muestra.

Referencia: Elaborada por el autor.

Figura 14: Muestreo en campo.

Referencia: Elaborada por el autor.
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Figura 15: Sintomatologia parte aérea.

Referencia: Elaborada por el autor.

Figura 16: Sintomatologia en raices.

Referencia: Elaborada por el autor.
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Figura 17: Trabajo en laboratorio.

Referencia: Elaborada por el autor.

Figura 18: Aislamiento de Pyrenochaeta terrestres.

Referencia: Elaborada por el autor.
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Figura 19: Aislamiento de Fusarium oxysporum.

Referencia: Elaborada por el autor.

Figura 20: Aislamiento de Fusarium solani.
Referencia: Elaborada por el autor.
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