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RESUMEN

Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis actian como biofungicidas y
bioestimulantes y son considerados agentes potenciales para el manejo sostenible de
enfermedades fungicas. El objetivo fue evaluar la eficacia de Trichoderma harzianum y
Bacillus subtilis, inoculados juntos y antes que el patdgeno, en el control de la pudricion
radicular del orégano causado por Cylindrocarpon destructans. Se evalud: porcentaje de
incidencia, porcentaje de reduccion de la enfermedad, altura de la planta, longitud de la
raiz, porcentaje de materia seca del follaje y raiz. El valor mas alto del porcentaje de
incidencia lo tuvo el testigo enfermo inoculado con Cylindrocarpon destructans (100 %)
seguido de azoxystrobin (66,6 %). Los valores méas bajos fueron obtenidos en el testigo
absoluto (5,5 %), Trichoderma harzianum inoculado antes y juntos con el patdégeno y
Bacillus subtilis inoculado juntos con el patdgeno (16,6 %). Los valores mas altos del
porcentaje de reduccion de la enfermedad fueron registrados en el testigo absoluto (94,45
%), Trichoderma harzianum inoculado antes y juntos con el patégeno y Bacillus subtilis
inoculado juntos con el patdgeno (83,3 %). La mayor altura de la planta y mayor longitud
de la raiz se registrd en los tratamientos Bacillus subtilis (47,5 y 30 cm) y Trichoderma
harzianum (45,1 y 29,2 cm) inoculados antes que el patdgeno, respectivamente. EI mayor
porcentaje de materia seca del follaje y raiz fueron registrados en los tratamientos Bacillus
subtilis inoculado antes que el patdgeno (60,1 % y 80,5 %) seguido de Trichoderma
harzianum inoculada juntas con el patégeno (57,8 %, y 78,5 %), respectivamente. En
conclusion, estos resultados demuestran que los tratamientos Bacillus subtilis y
Trichoderma harzianum inoculados tanto juntos como cinco dias antes que
Cylindrocarpon destructans son una alternativa para el manejo sostenible de la pudricién
radicular del orégano.

Palabras clave: Bacillus, biocontrol, Cylindrocarpon, oréganoy Trichoderma
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ABSTRACT

Trichoderma harzianum and Bacillus. subtilis act as biofungicides and
bioestimulants and are considered potential agents for the sustainable management of
fungal diseases. The objective of the study was to evaluate the efficacy of Trichoderma
harzianum and Bacillus subtilis, inoculated together and before the pathogen, in
controlling oregano root rot caused by Cylindrocarpon destructans. The following were
evaluated: incidence percentage, disease reduction percentage, plant height, root length,
foliage and root dry matter percentage. The highest value of the incidence percentage was
obtained by the control inoculated with Cylindrocarpon destructans (100 %) followed by
azoxystrobin (66.6 %). The lowest values were obtained in the absolute control (5.5 %),
Trichoderma harzianum inoculated before and together with the pathogen and B. subtilis
inoculated together with the pathogen (16.6 %). The highest values of the disease
reduction percentage were registered in the absolute control (94.45 %), Trichoderma
harzianum inoculated before and together with the pathogen and B. subtilis inoculated
together with the pathogen (83.3 %). The greatest height of the plant and the greatest
length of the root were registered in the treatments Bacillus subtilis (47.5 and 30 cm) and
Trichoderma harzianum (45.1 and 29.2 cm) inoculated before the pathogen, respectively.
The highest percentage of foliage and root dry matter were recorded in the treatments B.
subtilis inoculated before the pathogen (60.1 % and 80.5 %) followed by Trichoderma
harzianum inoculated together with the pathogen (57.8 %, and 78.5 %), respectively. In
conclusion, these results show that the Bacillus subtilis and Trichoderma harzianum
treatments inoculated both together and five days before Cylindrocarpon destructans are

an alternative for the sustainable management of oregano root rot.

Keywords: Bacillus, biocontrol, Cylindrocarpon, orégano and Trichoderma
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RESUMO

Trichoderma harzianum e Bacillus subtilis atuam como biofungicidas e
bioestimulantes e sdo considerados potenciais agentes para 0 manejo sustentavel de
doencas fungicas. O objetivo foi avaliar a eficacia de Trichoderma harzianum e Bacillus
subtilis, inoculados juntos e antes do patégeno, no controle da podriddo radicular do
orégano causada por Cylindrocarpon destructans. Foram avaliados: percentual de
incidéncia, percentual de reducdo da doenca, altura de planta, comprimento de raiz,
percentual de matéria seca de folhagem e raiz. O maior valor do percentual de incidéncia
foi encontrado no controle doente inoculado com Cylindrocarpon destructans (100%)
seguido de azoxistrobina (66,6%). Os menores valores foram obtidos no controle absoluto
(5,5%), Trichoderma harzianum inoculado antes e junto com o patégeno e Bacillus
subtilis inoculado junto com o patégeno (16,6%). Os maiores valores do percentual de
reducdo da doenca foram registrados no controle absoluto (94,45%), Trichoderma
harzianum inoculado antes e junto com o patégeno e Bacillus subtilis inoculado junto
com o patégeno (83,3%). A maior altura de planta e maior comprimento de raiz foram
registrados nos tratamentos Bacillus subtilis (47,5 e 30 cm) e Trichoderma harzianum
(45,1 e 29,2 cm) inoculados antes do patogeno, respectivamente. Os maiores percentuais
de matéria seca de folhagem e raiz foram registrados nos tratamentos Bacillus subtilis
inoculado antes do patégeno (60,1% e 80,5%) seguido de Trichoderma harzianum
inoculado juntamente com o patdgeno (57,8% e 78%,5%), respectivamente. Em
conclusdo, estes resultados demonstram que os tratamentos com Bacillus subtilis e
Trichoderma harzianum inoculados juntos e cinco dias antes de Cylindrocarpon
destructans sdo uma alternativa para o manejo sustentavel da podriddo radicular do

orégano.

Palavras-chave: Bacillus, biocontrole, Cylindrocarpon, orégano e Trichoderma



Xii

INTRODUCCION

El orégano (Origanum vulgare L.; Lamiaceae) nativa de Europa y Asia es
difundida, consumida y cultivada en diferentes latitudes del mundo. Es considerada una
hierba culinaria primordial en la industria gastrondémica, farmacedtica y terapedtica. Los
principales paises productores en América Latina son: México, Brasil, Chile y Costa Rica.
En el Perd, la regién Tacna es el principal productor y exportador de orégano,
especialmente en Camilaca, llabaya, Susapaya, Cairani, Candarave, Huanuara y Tarata
seguido por los departamentos de Arequipa, Moquegua y Ancash. En el 2021, el Peru
exportd 7 355 toneladas de orégano por un valor de US$ 20,1 millones (Agraria.pe.,
2022). Sin embargo, los mercados de exportacién exigen productos de calidad que
cumplan con normas de inocuidad del producto y cédigos de proteccién ambiental, lo que
implica garantizar la sostenibilidad del cultivo, relativo al manejo sanitario de las

plantaciones.

El orégano es una planta perenne, con una raiz fibrosa muy ramificada que puede
ser afectada por hongos que habitan en el suelo en condiciones de estrés como alta
humedad, elevada radiacion solar y fertilizacion inadecuada. Una de las amenazas
potenciales del cultivo de orégano observado con mayor frecuencia en las zonas
productoras en Tacna, fue la pudricion radicular. En Candarave (Camilaca), se determin6
a Cylindrocarpon destructans como agente causal de la pudriciéon de la raiz de las
plantaciones de orégano caracterizado por el ennegrecimiento y descortezamiento de
raices y raicillas. Los sintomas observados en el follaje fueron el amarillamiento y

marchitez.

Por otra parte, el control biolégico se basa en la gestion de recursos naturales. Al
respecto, el empleo de agentes de control biol6gico constituye una alternativa ecoldgica
y eficaz en el control de enfermedades frente al uso de fungicidas quimicos, asegurando

reducir el impacto ambiental negativo generado por estos Gltimos.



Por tal razon, dada la falta de estudios sobre biocontrol de la pudricion en raices
de plantaciones de orégano y por la importancia del cultivo de orégano para la region
Tacna por constituir la base fundamental para la economia de los agricultores de las
provincias de Tarata y Candarave y con la finalidad de garantizar la sostenibilidad del
cultivo, se realizd el estudio de alcance explicativo, cuyo objetivo fue evaluar la eficacia
de Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis, inoculados en dos momentos, en
condiciones de invernadero, en el control de la pudricion radicular del orégano causado

por Cylindrocarpon destructans.



CAPITULO I
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1. DESCRIPCION DEL PROBLEMA
1.1.1. Antecedentes del problema

A nivel global, la pudricion radicular ha sido la enfermedad principal del orégano
y el agente causal fue diferente, de acuerdo al lugar, las condiciones climaticas, variedad
de la planta y manejo del cultivo. En Polonia, reportan a Rhizoctonia solani (Zimowska,
2015), en ltalia, a Phytophthora tentaculata (Martini et al., 2009), en Argentina, a
Fusarium solani (Gaetan et al., 2008) y, en Chile, reportan a Fusarium sp., Fusarium
oxysporum, Fusarium solani, Pythium spp. y Cylindrocarpon sp. (Acufia, 2008). A nivel
nacional, en Cajamarca, se menciona a Fusarium moniliforme, Fusarium roseum vy
Fusarium oxysporum como hongos asociados a la pudricion de raices en orégano
(Chugnas, 2018) vy, a nivel local, en el distrito de llabaya se reporta a Cylindrocarpon
destructans (Hume, 2007).

Por otra parte, en la actualidad, se estd priorizando investigaciones sobre la
aplicacion de agentes de control bioldgico en el manejo sostenible de la pudricién de
raices en cultivos agricolas. En Argentina, el efecto de la aplicacion de Trichoderma
viridae en el control de Fusarium inoculadas via drench en plantas de orégano en macetas
ha estimulado el desarrollo radicular (Caligiore, 2013). Por otra parte, en Corea, Bacillus
subtilis tuvo un control del 65,7 % de la antracnosis del pimiento rojo causado por
Colletotrichum acutatum y, ademas, promovio el desarrollo y crecimiento de las raices

en condiciones de invernadero (Lee et al., 2020).

Asimismo, existen diversos estudios sobre el control biolégico de Cylindrocarpon
spp. causante de pudricién radicular en diferentes cultivos. En Corea, Bacillus subtilis y
Bacillus amyloliquefaciens (10° ufc/ml) mostraron un buen control de la pudricion de la
raiz causada por C. destructans en ginseng (Jang et al., 2011; Kim et al., 2017). En China,
Trichoderma spp. aplicado en semillero de ginseng tuvo un control de la pudricion de raiz
causada por Cylindrocarpon destructans superior al 67 % (Chen et al., 2016). En
Sudafrica, la aplicacion de Trichoderma harzianum en viveros de vid con pudricion de

raices causada por Cylindrocarpon spp. ha inducido a mayor crecimiento de los brotes de



vid y masa total de raices significativamente mayor que el tratamiento estandar y control
(Fourie et al., 2001).

1.1.2. Problema de la investigacion

El orégano es una planta herbacea, rustica, perenne, de gran importancia para la
region Tacna, después del olivo, por constituir la base fundamental para la economia de
los agricultores de las provincias de Tarata y Candarave. Sin embargo, su calidad y
productividad puede ser afectada por problemas fitosanitarios. Una de las enfermedades
fangicas observadas, con mayor frecuencia en Candarave (Camilaca) e llabaya ha sido la
pudricion radicular, causada por Cylindrocarpon destructans, un hongo que habita el
suelo y que posee la capacidad para mantenerse viable ain en condiciones adversas,
debido a la produccidn de estructuras de resistencia denominadas clamidosporas. Los
sintomas observados fueron marchitez, amarillamiento del follaje y pudriciones de color

café oscuro a negro con descortezamiento en raices y raicillas de las plantas afectadas.

El control de las enfermedades transmitidas por hongos habitantes del suelo es
complejo. La aplicacion desmedida de fungicidas quimicos de uso convencional para
controlar las enfermedades en plantas constituye una grave amenaza para la salud humana
y el entorno, porque genera resistencia de patdégenos, contaminacién de los suelos y aguas
de riego y, ademas, afecta el equilibrio de la diversidad microbiana del suelo

indispensables en el reciclaje de nutrientes.

Existe un grupo de hongos y bacterias sapréfitas que presentan efectos
antagonicos contra los fitopatdgenos, ademas ejercen un efecto estimulante del
crecimiento y desarrollo en las plantas como mecanismo indirecto. Esto ha sido reportado
por varios autores a nivel global en estudios sobre biocontrol de enfermedades por
fitopatdgenos foliares y radiculares. Asi, la versatilidad, la gama de mecanismos
bioldgicos y la plasticidad ecoldgica que posee el hongo del género Trichoderma,
hicieron que se convirtiera en un excelente controlador bioldgico; siendo Trichoderma
harzianum la especie con mejor potencial para el control de enfermedades radiculares en

plantas.

Existen diversos estudios que reportan el efecto biofungicida y bioestimulante de

T. harzianum sobre hongos fitopatdgenos que habitan el suelo como Fusarium,



Rhizoctonia solani, Cylindrocarpon sp. y Sclerotium. La conquista de Trichoderma spp.,
como controladores bioldgicos, se debe a su rapido crecimiento, su habilidad de
establecer una colonizacion fuerte y estable de las superficies de las raices, su capacidad
de adaptacion a diversas condiciones ambientales y sustratos, la capacidad de resistir
condicione adversas, fuerte estimulacion del desarrollo radicular, su eficiencia en la
solubilizacion y absorcién de nutrientes inorgdnicos e induccion de resistencia.
Asimismo, uno de los atributos de la bacteria Bacillus subtilis en el biocontrol de hongos
causantes de enfermedades es su gran capacidad de adaptacion por formacion de
biopeliculas que les permite ser buenos colonizadores, lo que conduce a la exclusion de
nicho de los patdgenos y por ende la proteccion de las plantas frente al estrés bidtico y
abiotico.

En ese marco, en la investigacion se emple6 Trichoderma harzianum y Bacillus
subtilis comercial para ensayar su efecto sobre Cylindrocarpon destructans, agente causal

de la pudricion radicular del orégano y se formul6 la siguiente interrogante:
1.2.  FORMULACION DEL PROBLEMA
1.2.1. Problema general

¢Cudl serd la eficacia de Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis, inoculados
juntos y antes que el patdgeno, en condiciones de invernadero, en el control de la

pudricion radicular del orégano causado por Cylindrocarpon destructans?
1.2.2. Problemas especificos

¢Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum inoculados juntos y cinco dias antes
que Cylindrocarpon destructans causardn menor incidencia y mayor reduccion de la

pudricion radicular del orégano que el azoxystrobin?

¢Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum inoculados juntos y cinco dias antes
que Cylindrocarpon destructans causaran mayor efecto bioestimulante sobre la altura de
la planta, longitud de la raiz, materia seca del follaje y de la raiz de la planta de orégano

que el azoxystrobin?



1.3.  JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION

El estudio se justifica, porque tiene relevancia econdémica y social al generar
utilidad mejorando la eficiencia de la produccion del cultivo, debido a que los
microorganismos con efecto biofungicida y bioestimulante reducen la incidencia y
severidad de la enfermedad ademas de estimular el crecimiento y desarrollo de las plantas
previniendo pérdidas econdmicas al agricultor y, por tanto, mayor rendimiento del
cultivo. Tambieén tiene relevancia tedrica, porque generd nuevos conocimientos sobre el
uso de T. harzianum y B. subtilis como agentes de biocontrol en el manejo integrado de
la pudricion radicular en el patosistema orégano-Cylindrocarpon destructans para la
sostenibilidad del cultivo en la provincia de Candarave y; finalmente, tiene relevancia
metodoldgica y préactica, porque permitira a la entidad competente ejecutar un programa
de manejo integrado considerando a estos agentes de biocontrol y reduciendo el uso de
fungicidas quimicos a momentos criticos, para recuperar el equilibrio microbiolégico del

suelo permitiendo un vigoroso crecimiento y desarrollo del cultivo.

Frente a la degradacion del recurso suelo y el ambiente en general por el uso
indiscriminado de fungicidas, insecticidas y fertilizantes sintéticos en la agricultura, el
uso de agentes de control biologico es una alternativa saludable. Por lo que el presente
estudio es de suma importancia por su trascendencia social, que inspira la confianza y
predisposicion del agricultor para el uso del control bioldgico de manera rutinaria en la
prevencion de la pudricién radicular ocasionada por C. destructans como parte del
manejo integrado del cultivo de orégano. Asimismo, brinda la seguridad a toda la
poblacion tacnefia resguardando el consumo del orégano libre de residuos quimicos. La
sostenibilidad de los cultivos agricolas estd basada en la integracion de varios tipos de
control como el control cultural, genético, fisico, quimico, biolégico y medidas
cuarentenarias para regular el uso excesivo de los fungicidas reduciendo de este modo el
impacto ambiental, econémico y el impacto en la salud humana, asimismo, los residuos

de fungicidas en los alimentos.

A nivel global, la tendencia actual de los agricultores es la agricultura de
conservacion, esta se caracteriza por que mejora la productividad del suelo al permitir el
incremento de la materia organica, la retencion de agua en el suelo y la mejora de la

estructura del suelo manteniendo en equilibrio armonico los recursos naturales y su



entorno, es decir, incrementa la salud del suelo a largo plazo. El suelo es el principal
recurso de soporte de la agricultura.

1.4.  ALCANCESY LIMITACIONES

La principal limitante que se tuvo ha sido la carencia de un invernadero con
equipamiento apropiado que cuente como minimo con un controlador de parametros

climéticos que mida la ventilacion, grado de luminosidad, temperatura, humedad y pH.
1.5. OBJETIVOS
1.5.1. Objetivo general

Evaluar la eficacia de Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis, inoculados
juntos y antes que el patdgeno, en condiciones de invernadero, en el control de la

pudricion radicular del orégano causado por Cylindrocarpon destructans.
1.5.2. Objetivos especificos

Determinar el porcentaje de incidencia y el porcentaje de reduccion de la
pudricion radicular en plantas de orégano inoculadas con Bacillus subtilis y Trichoderma
harzianum juntos y cinco dias antes que Cylindrocarpon destructans.

Determinar el efecto bioestimulante de Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum
inoculados juntos y cinco dias antes que Cylindrocarpon destructans sobre la altura de la

planta, longitud de la raiz, materia seca del follaje y de la raiz de la planta de orégano.
1.6. HIPOTESIS
1.6.1. Hipdtesis general

Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum inoculados juntos y antes que el
patdgeno, en condiciones de invernadero, son mas eficaces que el azoxystrobin en el

control de la pudricion radicular del orégano causado por Cylindrocarpon destructans
1.6.2. Hipotesis especifica

H1: Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum inoculados juntos y cinco dias
antes que Cylindrocarpon destructans causan menor incidencia y mayor reduccion de la

pudricién radicular en orégano que el azoxystrobin.



H2: Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum inoculados juntos y cinco dias
antes que Cylindrocarpon destructans causan mayor efecto bioestimulante sobre la altura
de la planta, longitud de la raiz, materia seca del follaje y de la raiz de la planta de orégano

que el azoxystrobin.



CAPITULO I
MARCO TEORICO
2.1. ANTECEDENTES DEL ESTUDIO

Hay reportes amplios sobre la capacidad antagonica, promocion del crecimiento
e induccion de resistencia sistémica ejercida por el hongo Trichoderma harzianum y la
bacteria Bacillus subtilis sobre una variedad de hongos fitopatdogenos durante la

interaccion fitopatdgeno-planta-controlador.

Chowdappa et al. (2013) informan que Bacillus subtilis y el Trichoderma
harzianum han mostrado tener una notable capacidad para reprimir el crecimiento y
reproduccion de Alternaria solani y Phytophthora infestans en estudios in vitro e
invernadero. También lograron incrementar significativamente el crecimiento de raices y
brotes en plantulas de tomate ademas de mejorar la resistencia sistémica mediante la
inducciéon de hormonas de crecimiento y enzimas de defensa como la peroxidasa, la
polifenol oxidasa y la superoxido dismutasa. Zhou et al. (2010) reportaron el efecto
antagénico de Bacillus subtilis, Paenibacillus polymyxa y Trichoderma harzianum
aislados del suelo de la rizosfera de Ginseng en China, contra Cylindrocarpon
destructans.

En Corea, Jang et al. (2011) investigaron, in vitro, la eficacia de especies de
Bacillus sobre Cylindrocarpon destructans causante de la pudricién de raiz del ginseng e
informaron que Bacillus subtilis y Bacillus amyloliquefaciens mostraron un buen control
a la concentracion de inéculo mas baja (1x10° ufc / mL). Ademas, la microscopia
electronica de barrido mostré que C. destructans fue dafiado por ambas especies de
Bacillus a las dos concentraciones y sélo el tratamiento a concentracion de 1 x 10 ufc/mL
indujo a una formacién prominente de peridermis en la herida, relacionada con la defensa

estructural contra la infeccion por patdgenos.

Asimismo, Kim et al. (2017) demostraron en ensayos in vitro que el filtrado del
cultivo de Bacillus amyloliquefaciens ha tenido un 75,9 % de grado de inhibicion del
crecimiento micelial de Cylindrocarpon destructans. Por otra parte, los sintomas de
pudricién en las raices de ginseng fueron moderados (35 %) cuando las raices fueron

inoculadas primero con la suspension de conidios de C. destructans y luego tratadas con
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el filtrado de Bacillus amyloliquefaciens después de 24 h de incubacién a 21 °C. Por el
contrario, cuando las raices se trataron primero con el filtrado de Bacillus
amyloliquefaciens seguido de la inoculacion con suspensiones de conidios de C.

destructans, el sintoma de pudricion fue mayor.

También, Fourie et al. (2001), en un vivero de vid en Sudéafrica, demostraron que
Trichoderma harzianum ha tenido mayor efecto en el crecimiento de la planta. Los brotes
de las vides tratados con T. harzianum eran notablemente més largos que el control
estandar (102,6 mm frente a 70,2 mm); ademas, mostraron mayor masa radicular (36,4 g)

en comparacion del control estdndar (25,7 g).

Ademas, Bacillus subtilis ha mostrado una excelente capacidad para inhibir el
crecimiento y esporulacién de una amplia gama de hongos fitopatégenos. Segin Zohora
et al. (2016), B. subtilis mostrd una reduccion del 80 por ciento de la incidencia del
damping-off causada por Rhizoctonia solani en tomate. También, Arcos y Zufiiga (2015)
en ensayos en invernadero, inoculando Bacillus subtilis en el momento del trasplante,
mostraron valores de incidencia de 15,19 y 6,99 por ciento y severidad de 5,75a 9,06 y
5,73 a 7,31 por ciento de la enfermedad causada por Rhizoctonia solani en plantulas de
papa variedad Ccompis y Andina, respectivamente, en comparacion del testigo que
presentaron de 25,24 y 12,78 por ciento de incidencia en la variedad Ccompis y Andina,
respectivamente, y una severidad mayor al 30 por ciento en ambas variedades.

2.2. BASES TEORICAS
2.2.1. Cultivo de orégano y taxonomia

El orégano crece espontdneamente en Europa y Asia (Rodriguez, 2021). Es una
de las plantas aromaticas mas cultivadas a nivel mundial por su alto valor econémico,
medicinal y ambiental. Las subespecies de orégano mas importantes son el orégano
griego (O. vulgare spp. hirtum), O. vulgare spp. vulgare y O. vulgare spp. viridulum
(Skowfogianni et al., 2019).

En el Peru, la principal region productora de orégano es Tacna, seguido de
Arequipa y Moquegua, con rendimientos superiores a 4,5 t/ha a nivel nacional. En el afio
2021, la superficie cosechada en Tacna fue de 2 164 ha y la produccion disminuyo en
comparacion al afio 2018 de 11 946 toneladas a 9859 toneladas; de los cuales, el 82 % se



12

exporta como orégano seco y el resto es destinado al mercado interno como hierba fresca;
siendo la Yarada-Los palos y Camilaca los principales distritos de mayor produccién
(MIDAGRI, 2021).

La adaptabilidad del orégano le permite crecer en diversos climas. Sin embargo,
la elevada humedad relativa y radiacion lo hacen susceptibles a enfermedades flngicas
(Aros, 2021).

Segln Mostacero et al. (2009), el orégano presenta la taxonomia que sigue:
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Lamiaceae
Geénero Origanum
Especie Origanum vulgare (L.) 1753
2.2.2. Descripcion botanica del orégano

El orégano es una planta herbécea, perenne, con una duracion del ciclo de vida de
5 a 8 afios, con mucha variabilidad en el desarrollo morfolégico, fenoldgico y habito de
crecimiento, debido a complejas interacciones gen-ambiente, manejo de cultivo,
condiciones edafoldgicas y climaticas, donde el fotoperiodo es importante en el desarrollo
del orégano (Davidenco et al., 2014 y Aros, 2021). La planta mide entre 30 y 80 cm de
altura. El tallo es recto, cuadrangular de color verde o rojizo, con pelos glandulares
rellenos de esencia; ramificada en la parte superior y lignificada en la zona inferior. La
raiz es fasciculada, muy ramificada. Las hojas son opuestas, simples, pecioladas, de forma
aovada-oblonga, aovada o eliptica con apice agudo u obtuso y bordes vellosos. El envés
mas palido y velloso. Las flores son hermafroditas, de color blanco y se encuentran
agrupadas en inflorescencias tipo cima. El fruto es un tetraquenio y las semillas con
endospermo escaso o nulo. En el Peru, se cultivan dos variedades el orégano “zambito”
empleado en el mercado local en su presentacion fresca y la variedad “nigra” que es para

exportacion (Klauer, 2009).
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2.2.3. Pudricién de raices en orégano

Las enfermedades causadas por hongos habitantes del suelo constituyen una grave
amenaza para el rendimiento del cultivo de orégano a nivel mundial. La elevada humedad,
incidencia solar, disminucion de pH son condiciones que favorecen su desarrollo
(Humpire, 2012).

A nivel global, entre los hongos de suelo que causan pudricion a nivel de cuelloy
raices en plantas de orégano, se mencionan a Fusarium sp., Rhizoctonia sp. y
Phytophthora cryptogea que también afectan a plantas de romero, tomillo y salvia
(Klauer, 2009), Pythium sp. (Alarcén, 2011) y Phytophthora tentaculata (Martini et al.,
2009). En Chile, los hongos asociados a pudricién radicular y marchitez en el orégano
fueron Cylindrocarpon sp., pythium spp., Fusarium sp., Fusarium oxysporum y Fusarium
solani. Los sintomas mostrados fueron marchitez, amarillamiento y necrosis foliar;
pudricion en la base del tallo y raices de plantas jovenes, estrias necréticas deprimidas y

alargadas en cuello de planta (Acufia, 2008).

La pudricion radicular en plantas de palto causada por Cylindrocarpon spp. ha
sido descrita en Sudafrica, Israel, Espafia, Chile, Italia y Australia (Vitale et al., 2012,
Dann et al., 2011, Besoain y Piontelli, 1999 y Zilberstein et al., 2007). Asimismo,
Cylindrocarpon destructans ha sido descrito como agente causal de la pudricion radicular
en diversos cultivos; en mora (Rubus glaucus) en Venezuela (Cedefio et al., 2004), en
ginseng (Panax ginseg) en Canada, en ginseng chino (Panax notoginseng) en China (Farh
et al., 2018), en plantulas de palta (Persea americana) en Colombia (Ramirez, 2013), en

orégano (Origanum vulgare) en Chile (Acufia, 2008) y en Tacna, Perl (Hume, 2007).
2.2.4. llyonectria destructans (anamorfo Cylindrocarpon destructans)

Cylindrocarpon destructans ha sido considerado anamorfo de Ilyonectria
radicicola (Chaverri et al., 2011) siendo el nombre actual Ilyonectria destructans
(Lombard et al., 2015). Es de distribucion cosmopolita y habita sobre suelo, raices,

madera y restos herbaceos.

Inicialmente, producen colonias blancas en Agar Papa Sacarosa (PSA) vy, luego,
de color oxido. El reverso de la colonia es marron oscuro (Chaverri et al., 2011). Sus
conidioforos miden de 13,6 a 167,3 x 1,4 a 21,8 um, pueden ser individuales o con hasta
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cuatro niveles de ramificacion y de dos a tres ramas (o phialides) por nivel. Las ramas
basales a menudo son divergentes, mientras que las ramas terminales son més apretadas
y no presentan esporodoquio (Dhingra y Sinclair,1995). Mientras tanto, las microconidias
son unicelulares de 4,1 a 9,5 um de longitud x 2,7 a 4,1 um de ancho. Las macroconidias
con 1 a 3 septas y ocasionalmente 4-septas. La base conidial es truncada o ligeramente
sobresaliente y mide de 9,2 a 40,8 x 3,5 a 6,8 um (Lombard et al. (2015). Ademas,
presentan clamiddsporas abundantes color marrén de 21,8 um de diametro dispuestas en

cadenas o grupos (Cedefio et al., 2004).
Segln Lombard et al. (2015), la taxonomia de Ilyonectria destructans es:
Reino Fungi
Phylum Ascomycota
Clase Sordariomycetes
Orden Hypocreales
Familia Nectriaceae
Género llyonectria
Especie Ilyonectria destructans (Zinssm.) (Rossman y
Crous, 2015).
2.2.5. Azoxystrobin

El azoxystrobin es un fungicida sistémico de amplio espectro que pertenece a la
clase de los Metoxiacrilatos y son derivados de las Strobilurinas de origen natural. Tiene
una baja solubilidad acuosa, es no volatil y puede lixiviar a las aguas subterraneas bajo
ciertas condiciones (Chopra et al., 2007). Tiene una toxicidad baja para los mamiferos,
pero puede bioacumularse. Entre las enfermedades controladas, figuran las royas,
oidiosis, pudricién negra, sarna, antracnosis, el moho blanco, la podredumbre de la

espiga, el tizon temprano y tardio, la mancha foliar (Jacobsen et al., 2015).

Su actividad fungicida es la inhibicion de la respiracion mitocondrial de hongos
(Granobles y Torres, 2013). Tiene efecto preventivo, curativo y antiesporulante sobre un
amplio rango de enfermedades fungosas (Rotan, 2015). Inhibe la produccion, la

germinacion de las esporas y el crecimiento micelial fungico (Jacobsen et al., 2015).
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2.2.6. Biocontrol

El biocontrol se basa en el cambio del equilibrio en poblaciones de
microorganismos perjudiciales, por medio de la afiadidura artificial notable del agente de
control bioldgico, para promocionar la produccién agricola considerando los principios
ecoldgicos como la competencia y el antagonismo (Castro y Rivillas, 2012) manteniendo
finalmente la enfermedad de las plantas, en los niveles bajos del umbral de dafio

econdémico (Ezziyyani et al., 2004).

La reaccidn de las plantas frente a la inoculacion depende de la compatibilidad e
interaccion en la fisiologia y bioquimica entre los integrantes de la microbiota presente
(Bae y Knudsen, 2005 y Gutierrez et al., 2013) y el ambiente abidtico. EI ambiente
abidtico es dinamico, variado y complejo. El logro del control biolégico depende de
manera importante de las condiciones ambientales, como la temperatura, potencial
hidrico, radiacion, pH, cargas ionicas y moléculas organicas con funcion energética. Estas
condiciones y las interacciones entre ellos varian en tiempo y espacio (Melgarejo y De
Cal, 2006).

Los microorganismos de la rizosfera ejercen un papel primordial para la
implementacién de las practicas agricolas sostenibles (Gutierrez et al., 2013). Las
actividades variadas de los microorganismos en los sistemas agricolas dependen de la
competencia con otros microorganismos, el reconocimiento planta - microorganismoy la
composicion microbiana del suelo. Los factores abioticos, como los factores
climatoldgicos, los factores fisicos y quimicos del suelo, influyen directamente en el tipo
de interaccion de los microorganismos y la expresion de los efectos positivos o negativos,

determinantes en el desarrollo de los cultivos (Siddiqui y Akhtar, 2008).

Es preciso enfatizar que los hongos antagonistas resultan importantes para el
control bioldgico de los fitopatdgenos (Infante et al., 2009). Diversas cepas del
género Trichoderma destacan entre las mas empleadas para el control biolégico de
hongos fitopatogenos habitantes del suelo (Pfenning y Abreu, 2011). La eficiencia y
durabilidad del control biolégico dependen de la variedad de mecanismos de accién que
tenga el agente de biocontrol en cuestion, virtud ausente en los fungicidas quimicos. Asi
mismo, Bacillus subtilis es usada en el control de un amplio espectro de patégenos y es

de aplicacién foliar y radicular (Stein, 2005). La bioprospeccion de bacterias y hongos
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antagonicos, como agentes de control biologico para el manejo de hongos fitopatégenos,
es una actividad imperante para reducir el uso de fungicidas quimicos (Ruiz et al., 2016)

y lograr un manejo sostenible de los cultivos agricolas.
2.2.7. Trichoderma

Actualmente, las especies de Trichoderma se reconocen en todo el mundo como
una alternativa al control quimico de enfermedades de las plantas. Con esta finalidad, el
género Trichoderma ha sido ampliamente investigado para ser considerado en el
programa de manejo organico y de conservacion de cultivos agricolas. Esta reportado que
Trichoderma protege las raices de enfermedades causadas por Pythium, Rhizoctonia,
Fusarium y fitopatdgenos productores de esclerocios como Sclerotium y Sclerotinia, con
lo cual permite el desarrollo de sistemas radiculares més fuertes y sanos; como
consecuencia, aumenta su capacidad de captura de nutrientes y humedad (Cruzat y
lonannidis, 2008).

Trichoderma posee gran adaptabilidad a condiciones adversas gracias a la habilidad
de producir estructuras de resistencia denominadas clamidosporas, a tolerar temperaturas
hasta los 30 °C y al uso de una gran variedad de sustratos gracias a la amplia gama de
enzimas inducibles por la presencia de hongos fitopatdgenos. El rapido crecimiento y
reproduccion, la aptitud de modificar la rizésfera, la gran capacidad antagdnica sobre
hongos fitopatdgenos, la eficiencia en el crecimiento y desarrollo vegetal, la
solubilizacion de sales como fosfatos, magnesio hierro y manganeso, induccién de
mecanismos de resistencia y su versatilidad metabolica explican su presencia en
abundancia en diversos tipos de héabitat y sean eficientes como agentes de control
bioldgico (Infante et al., 2009).

Los principales mecanismos de Trichoderma que le faculta el control de
fitopatdgenos son la competencia por el lugar que ocupa y alimentos, la sintesis de
sustancias antimicrobianas difusibles y volatiles, la desactivacion de proteinas
enzimaticas del patdgeno, la resistencia inducida (Infante et al., 2009) y el
micoparasitismo, ejercida mediante enzimas hidroliticas como la quitinasa y la -1, 3-
glucanasa ocasionando cambios estructurales a nivel citoplasmatico, como la
vacuolizacién, granulacion, desorganizacion del citoplasma y lisis celular, registrado en

los organismos afectados (Ezziyyani et al., 2004). También se evidenci6 la degradacién
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parcial de la pared celular del fitopatdgeno restringiendo su crecimiento y actividad y la
accion promotora del crecimiento de las plantas (Cano, 2011).

2.2.8. Trichoderma harzianum

Es empleado como un biofungicida para el control de enfermedades radiculares,
foliares y tratamiento de semillas. El producto comercial en base a T. harzianum tiene
efecto sobre Pythium, Fusarium, Rhizoctonia, Thielaviopsis y Cylindrocladium, (Gémez
et al.,, 2018). Mantiene las raices saludables y erradica las enfermedades foliares
(Agroterra, 2011). Trichoderma harzianum tiene la capacidad de colonizar y establecerse
en la rizosfera. Obtiene sus nutrientes atacando a otros hongos mediante micoparasitismo
en presencia de raices saludables permitiendo el buen desarrollo de la raiz y toda la planta.
Para lo cual, Trichoderma crece sobre las hifas del fitopatégeno y produce enzimas
hidroliticas como la B-1,3- glucanasa y quitinasa provocando la disolucion de la pared y
membrana celular seguida por derrame del contenido protoplasmatico de la hifa del
patdégeno ocasionando la muerte (Harman, 2006). T. harzianum ademdas produce
sustancias antimicrobianas como Trichodermin y harzianopiricona que inhiben el
desarrollo del fitopatogeno y enzimas liticas que desintegran las estructuras de resistencia

como los esclerocios (Martinez et al., 2017).

Singh et al. ( 2016) ensayaron a Trichoderma harzianum contra Fusarium
oxysporum f. sp. Lentis causante de la marchitez de la lenteja y demostraron que es un
hongo que tiene la capacidad de soportar diferentes tipos de estrés abio6tico destacando el
hecho de haber tenido mejor supervivencia, eficacia, adaptabilidad y productividad de las
plantas con los siete atributos de la calidad de la semilla, como la germinacion, longitud
de los brotes, longitud de las raices, longitud de las plantulas, peso seco de las plantulas,
indice de vigor |y indice de vigor II.

2.2.9. Bacillus subtilis

B. subtilis es una bacteria con reaccion positiva al test de Gram. Los mecanismos
empleados para su accion y exclusién de fitopatdgenos son la antibiosis, competencia y
antagonismo. Ademas, es eficiente en la promocion del crecimiento vegetal. Producen
antibioticos que son lipopeptidos ciclicos de las familias de surfactinas, iturinas y

fengicinas que ademas de sus propiedades antimicrobianas estan involucrados en la
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estimulacion sistémica de respuestas de defensa de las plantas, en el proceso de
colonizacion y en la motilidad de Bacillus. Producen enzimas digestivas como quitinasas,
celulasas, amilasas, proteasas y glucanasas para ejercer su accion antagonica. Es de

aplicacion foliar y radicular (Stein, 2005; Gémez et al., 2018 y Moreno et al., 2018).

Referencias del empleo de Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum en el control

de C. destructans en orégano no existen.
2.3.  DEFINICION DE TERMINOS

a. Agricultura sustentable

Esta relacionada con una menor dependencia de los agroquimicos y es un sistema
de produccién agricola econémicamente viable que considera la conservacion de los
recursos y la calidad ambiental para satisfacer las necesidades bésicas del individuo
mejorando la calidad de vida de toda la sociedad (Martinez, 2011).

b. Agente de biocontrol (ABC)

Término referido a microorganismos que pueden reducir las poblaciones de otros
microorganismos como los hongos causantes de enfermedades en plantas a través de
efectos antagdnicos como antibiosis, parasitismo y competencia por nutrientes y espacio
(Granobles y Torres, 2013).

C. Biocontrol

Estd referida a la disminucion de la concentracion del in6culo de un
microorganismo patégeno, por microrganismos antagonistas, cambiando el equilibrio en
poblaciones de organismos nocivos, para favorecer la produccion agricola (Castro y
Rivillas, 2012).

d. Biopeliculas bacterianas

Estan caracterizados por el establecimiento de una gran comunidad bacteriana
rodeada por una matriz secretadas exdgenamente por un conjunto de células que son
incompatibles con la movilidad celular (Allard et al., 2016).

e. Invernadero

Es una casa agrondémica para el cultivo de plantas que tiene por finalidad reproducir

las condiciones climaticas para el adecuado crecimiento y desarrollo de las plantas

establecidas en su interior, con un grado de independencia del medio externo. Su estructura
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es metalica con cobertura plastica transparente que permite la entrada de irradiacion
luminosa y no permite el ingreso de la lluvia al interior (Gonzélez et al., 2017).
f. Iturina A

Es un antibacteriano de naturaleza lipopeptidica ciclica sintetizada por Bacillus
subtilis durante el metabolismo secundario. Presenta actividad antifungica contra
fitopatdgenos, ademas, es inductor de respuestas de defensa en las plantas reduciendo la
severidad de las enfermedades (Zohora et al., 2016).
g. Microorganismos antagonistas

Son algunas bacterias, hongos filamentosos y levaduriformes con capacidad de
ejercer un efecto de control biolégico sobre una diversidad de fitopatégenos y han sido
empleados para controlar enfermedades foliares y radiculares en varios tipos de cultivos
agricolas (Hernandez, 2007).
h. Rizosfera

Es un ecosistema edafico contiguo a la raiz, complejo, constituido por factores
fisicos, quimicos y bioldgicos donde interactuan las raices, el suelo y los microorganismos
que habitan alli (Moreno et al., 2018).



CAPITULO 11l
MARCO FILOSOFICO

En las ultimas décadas, se ha acrecentado la percepcion de la poblacion humana
acerca de la necesidad de conservar los recursos naturales y el entorno, vitales para la
sociedad actual y venidera, de tal manera que en la produccién agricola los productores
deben ofrecer a los consumidores productos inocuos y de calidad producidos mediante
métodos de conservacion para el manejo sostenible de los recursos vegetales, respetando
el medio ambiente. En ese sentido, la calidad esta referido a la proteccion de los recursos
naturales durante su produccion, la conservacion del ambiente en salvaguarda de la salud

de los operarios y usuarios (Mondino y Vero, 2006).

El manejo sostenible de los cultivos, empleado principalmente para la
alimentacion por las sociedades humanas, deben ser conducidos de una manera holistica
y con visién hermenéutica procurando alcanzar una relacion arménica entre los
organismos en general y el medio ambiente, incluido el recurso suelo. Esto exige que los
agricultores y técnicos implementen complejos sistemas de Manejo Integrado de las
Enfermedades con la finalidad de minimizar el uso de fungicidas solo para el momento
critico del desarrollo de la enfermedad y, de esta manera, minimizar sus efectos

secundarios negativos sobre el ambiente y la salud humana (Agricultura, 2020).

La afeccion de cultivos agricolas por fitopatdgenos constituye una potencial
amenaza al abastecimiento de alimentos a nivel global y su solucion es compleja. Por lo
mismo, el empleo de una variedad de estrategias de manera global e integrada para
amortiguar la afeccion por enfermedades agricolas que implique minima aplicacion de
fungicidas es mas efectivo y se denomina Manejo Integrado de Enfermedades.
Gréaficamente, se simboliza como una piramide en los que el control cultural y genético
son los componentes mas vigorosos; por ello, ocupa la base mas ancha en cambio el
control quimico deber ser minimo, limitado a momentos criticos y ocupa el apice estrecho

de la piramide (Pavone, 2021).
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Las practicas culturales y el control genético conforman la parte mas ancha de la
piramide, en el segundo estrato el control fisico, le sigue el control bioldgico vy,

finalmente, el control quimico confinado a un estrecho vértice (figura 1) (Pavone, 2021).
Figura 1

Representacion grafica de los métodos de control para el Manejo Integrado de

enfermedades en plantas

=
A=
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El Manejo Integrado implica una concepcion filosofica diferente de la proteccion

vegetal y se basa en que las poblaciones de patdgenos, insectos plaga 0 malezas son
“componentes del agro-ecosistema” y, por tanto, deben cohabitar con el cultivo.
Asimismo, considera la proteccion del ambiente y los recursos naturales, como prioridad
teniendo en cuenta, el contexto socio-econémico en que se desenvuelven los cultivos
(Mondino y Vero, 2006).
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En la naturaleza, las plantas viven en permanente interaccion con los
microrganismos y estos entre si; de manera benéfica, perjudicial o neutra. Algunos viven
alrededor de las raices (microbiota rizosférica), incluso en el interior de la raiz
(microorganismos endofitos). Existen aproximadamente 4,5 x 10% microorganismos en
un gramo de suelo rizosférico. Los nutrientes para el crecimiento de los microorganismos
sobre la superficie radicular generados enddgenamente en la planta difunden a la
superficie como exudados. Estos exudados radiculares contienen azucares, aminoacidos,
acidos organicos, vitaminas y hormonas de crecimiento de la planta que son utilizados de
manera eficiente como alimento por el microbiota del suelo. Asimismo, es natural que las
plantas estén saludables por mecanismos de autorregulacién que gobiernan los seres vivos
conduciendo a una estabilidad natural. Esta autorregulacion de las poblaciones de

organismos vivos es denominado control biolégico (Mondino y Vero, 2006).

Del mismo modo, el manejo sostenible de los recursos naturales esta previsto en

la Constitucion Politica del Perd. La Ley General del Ambiente — Ley N° 28611 sefiala:

Toda persona tiene el derecho a vivir en un ambiente saludable, equilibrado y
adecuado para el pleno desarrollo de la vida, y el deber de contribuir a una efectiva
gestion ambiental y de proteger el ambiente, asi como sus componentes,
asegurando particularmente la salud de las personas en forma individual y
colectiva, la conservacion de la diversidad bioldgica, el aprovechamiento
sostenible de los recursos naturales y el desarrollo sostenible del pais. (MINAM,
2005)

Ademas, como objetivos de la Politica Nacional Ambiental, se considera “la
promocién de conductas ambientalmente responsables, modalidades de produccion y
consumo responsable de bienes y servicios, asi como el desarrollo y uso de tecnologias
apropiadas y de préacticas de produccién limpia en general” (MINAM, 2010).

El uso exclusivo de fungicidas y plaguicidas sintéticos no son una préactica de
produccién limpia y las leyes en nuestro pais no se cumplen porgue las sanciones no estan
bien establecidas. Por otra parte, el incremento de la poblacion humana aumenta la
presion sobre los recursos naturales como las plantas y la practica del monocultivo por
satisfacer las necesidades humanas conlleva al incremento de la poblacion de

fitopatdgenos.
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En ese sentido, se hace imprescindible realizar investigaciones relacionadas con
la sanidad de los cultivos haciendo uso del control bioldgico para cada tipo de cultivo y,
de ese modo, las entidades competentes implementen un programa de manejo integrado
para cada enfermedad de un determinado cultivo, que involucre el control cultural,
genético, fisico y bioldgico, minimizando al control quimico solo para el momento critico

del desarrollo de la enfermedad.

Entre los agentes de control bioldgico con accion fungicida sobre hongos
transmitidos por el suelo, mas destacados a nivel global, figuran el hongo Trichoderma
harzianum y la bacteria Bacillus subtilis. El uso de biofungicidas, en la actualidad,
representa una estrategia sustentable y constituyen una necesidad econémica y ecoldgica.
Son insumos econdmicamente atractivos para los productores del campo por su alta
eficiencia y poco riesgo para la salud humana y el medio ambiente. Ademas, reducen la

incidencia de la enfermedad dandole firmeza y resistencia a la planta.



CAPITULO IV
MARCO METODOLOGICO
4.1. TIPO, ALCANCE Y DISENO DE LA INVESTIGACION
4.1.1. Tipoy alcance de investigacion

El tipo de investigacion es aplicada, porque se enfoca en responder si la aplicacion
de Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis tuvo un efecto positivo en el control de la

pudricion de la raiz en orégano para el manejo sostenible del cultivo.

La investigacion es de alcance explicativo, porque establece relaciones de
causalidad entre las dos variables y permite explicar el efecto de la inoculacion de los
agentes de biocontrol (ABC), Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis (variable
independiente) sobre la incidencia de la pudricién radicular y crecimiento de las plantas
de orégano inoculado artificialmente con el patégeno Cylindrocarpon destructans
(variable dependiente).

4.1.2. Disefio de investigacion

El disefio es experimental, porque se manipula intencionalmente la variable
independiente a través de la aplicacion de dos agentes de biocontrol, Trichoderma
harzianum y Bacillus subtilis inoculados separadamente; juntas y cinco dias antes de la
inoculacién artificial de Cylindrocarpon destructans. Ademas, permite medir su efecto
sobre la incidencia de la pudricion radicular y el crecimiento de la planta (variable
dependiente) en cada tratamiento. También, utiliza grupos de experimentacion y grupos

de control.

Se empleo el disefio completamente al azar con 8 tratamientos y 3 repeticiones.
Cada unidad experimental estuvo compuesta por seis plantas, resultando 144 plantas en
total. Cada planta constituyd la unidad muestral.

4.2. POBLACION Y MUESTRA
4.2.1. Poblacién

La poblacion estuvo conformada por 144 plantas de Orégano de la variedad nigra

comun.
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4.2.2. Muestra

El tamafio de la muestra corresponde al total de plantas de orégano.
4.3. IDENTIFICACION DE VARIABLES Y OPERACIONALIZACION
4.3.1. Variable independiente

Eficacia de Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis (causa).
4.3.2. Variable dependiente

Control de la pudricion radicular causado por Cylindrocarpon destructans en
orégano (efecto).



4.3.3. Operacionalizacion de la variable dependiente

Control de la pudricién radicular causado por Cylindrocarpon destructans en orégano

27

Dimensién

Indicador

Unidad de medida

Incidencia de la enfermedad

Estimulacion del crecimiento vy

desarrollo de la planta

Porcentaje de incidencia de la enfermedad

Altura de la planta

Longitud de la raiz

Porcentaje de materia seca del follaje

Porcentaje de materia seca de la raiz

Porcentual

Centimetros

Porcentual
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4.4. TECNICAE INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

La técnica que se empled para la recoleccion de datos fue la experimentacion y
observacioén y el instrumento, la ficha de registro de datos.

45. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE Cylindrocarpon destructans
ASOCIADO A PUDRICION RADICULAR EN CULTIVO DE OREGANO

El aislamiento de Cylindrocarpon destructans de plantas de orégano con
pudricion radicular, la purificacion, caracterizacion e identificacion se llevaron a cabo en
el laboratorio de Micologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Jorge

Basadre Grohmann de Tacna.
4.5.1. Material bioldgico

El material biologico se colectd en un campo de cultivo del distrito de Camilaca
en Candarave, durante el mes de mayo de 2019. Se recolectaron plantas de orégano con
sintomas caracteristicos de pudricién radicular causado por Cylindrocarpon destructans,
las cuales son: Ennegrecimiento y descortezamiento de raices y raicillas (figura 2),
amarillamiento y marchitez del follaje (figura 3); para corroborar el agente causal de la

enfermedad.
Figura 2

Raices de plantas de orégano con pudricion radicular
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Figura 3

Sintomas en el follaje de plantas de orégano con pudricién radicular

Se realizaron cinco colectas mediante el método de muestreo de cinco de oros
descrito por Flores (2012) (figura 4). Las muestras se colocaron en una bolsa de

polietileno, se rotularon adecuadamente y se transportaron al laboratorio de Micologia de
la UNJBG para su aislamiento.

Figura 4

Esquema de muestreo en cinco de oros

X X

X X

Por otra parte, se adquiri6 plantas sanas de orégano, variedad nigra, de la ciudad
de Arequipay se obtuvo esquejes de 10 cm. Se hicieron crecer en semilleros hasta que la
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plantula tuviera 15 cm de altura. Finalmente, se trasplantd en bolsas, los que fueron

usados para la experimentacién en invernadero.
4.5.2. Aislamiento y purificacion de Cylindrocarpon destructans

En primer lugar, las muestras de raices se lavaron con agua y se obtuvieron
segmentos de 3 cm de la zona de avance de la enfermedad. Luego, se sometié a
desinfeccion con hipoclorito de sodio al 1,0 por ciento por 2 minutos y se enjuagé con
agua destilada estéril y, finalmente, se secaron sobre papel toalla estéril. Por otro lado, la
induccion de la esporulacion se realizd mediante el método de la cAmara humeda (French
y Hebert, 1980). Para ello, se colocaron unos segmentos de la raiz desinfectada y seca en

una camara himeda.

El aislamiento del fitopatégeno se hizo mediante el método de siembra para
hongos fitopatdgenos indicado por French y Hebert (1980) de dos maneras: en la primera,
las esporas producidas en los segmentos de raiz de la cdmara himeda fueron colocadas
en el centro del medio de cultivo de Agar Papa Dextrosa suplementado con cloranfenicol
((PDAC) dispuesto en placas de Petri y, en la segunda, se obtuvo cuatro pedazos de 0,5
cm de los segmentos de raices desinfectados restantes y se dispusieron en cuatro puntos
fijos sobre PDAc. Todas las placas sembradas se incubaron en una incubadora marca

Bionet S.A. modelo BN80 a temperatura de 25 + 1 °C hasta la esporulacion del hongo.

La purificacién de Cylindrocarpon destructans se realizd mediante la técnica de
cultivo monospérico descrito por French y Hebert (1980), que consistié en sembrar una
suspension de esporas del cultivo en agar agua por siembra de diseminacion, luego se
ubicé con el estereoscopio, se cortd un disco de agar con la espora y se dispuso sobre el
medio Agar Papa Dextrosa suplementado con cloranfenicol, en placas. Finalmente, se
incub6 a 25 + 1 °C en una incubadora por 4 semanas y se evalud la presencia de

estructuras reproductivas a intervalos de 3 dias segun Ayala et al. (2006).
4.5.3. Caracterizacion morfoldgica e identificacion

Las caracteristicas morfoldgicas de las colonias en Agar Papa Dextrosa fueron
descritas después de 14 dias de incubacién a 25 °C en oscuridad de acuerdo a Cabral et
al. (2012). La medicion del didametro de la colonia se realizo a los 7 dias de incubacion.

El color de la colonia se describid haciendo uso de la cartilla de colores de Rayner (1970).
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La caracterizacion de la morfologia microscépica se realiz6 mediante observacion
microscopica de montajes del cultivo fungico. El liquido de montaje empleado fue el azul
de lactofenol. Se describieron las estructuras microscopicas y se midieron 30
observaciones de cada estructura como los conidiéforos, macroconidias, microconidias y

clamiddsporas.

Las observaciones se efectuaron con un microscopio estereoscopio y un
microscopio Optico marca Micros Austria. Los aislamientos se identificaron con las
claves taxondmicas de Barnett y Hunter (1998), Chaverri et al. (2011) y Lombard et al.
(2015).

46. MULTIPLICACION DEL PATOGENO Cylindrocarpon destructans,
PREPARACION DE INOCULO E INOCULACION

La multiplicacion de Cylindrocarpon destructans se efectud haciendo la siembra
del hongo en Agar Papa Dextrosa en placas a partir del cultivo puro y luego se incub6 a

25 °C por 15 dias. Posteriormente, fue sometido a la luz para estimular la esporulacion.

El indculo se preparo colocando 5 discos de este cultivo en bolsas de polipropileno
conteniendo 50 g de trigo estéril y se incubd a 25 °C x 15 dias hasta la colonizacién
completa.

La inoculacién del patogeno se hizo en el momento del trasplante, colocando los
50 g de trigo colonizado con C. destructans en contacto con las raices de cada planta para

provocar la pudricion radicular de manera artificial.

47. EFICACIA DE Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis SOBRE
Cylindrocarpon destructans

Se ensay0 el efecto de dos productos comerciales con accion biofungicida y
bioestimulante a base de Trichoderma harzianum y Bacillus subtilis sobre
Cylindrocarpon destructans agente causal de la pudricion de raices en orégano. Se
empled azoxystrobin como testigo estandar, plantas inoculadas artificialmente con el
patogeno, C. destructans como testigo enfermo y plantas sin in6culo como testigo
absoluto. El ensayo tuvo una duracion de 3 meses, del 6 de julio al 6 octubre de 2019 y
se llevd a cabo en bolsas de almacigo de 1 kg de capacidad, en el invernadero de la

Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann de Tacna.
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4.7.1 Distribucién de tratamientos para el experimento en invernadero

Las plantas de orégano variedad “nigra” de 15 cm de altura crecidas en semillero
se trasplantaron en bolsas de almacigo. El sustrato fue una mezcla de suelo, arena y
compost estéril en una proporcion de 2: 2: 1. La totalidad de 144 plantas se distribuyeron
en tres bloques (repeticiones): I, Il y Ill. Cada bloque estuvo conformado por 8
tratamientos y cada unidad experimental por 6 plantas con un total de 44 plantas por

bloque (figura 5).

4.7.2 Descripcion de los productos comerciales con accion biofungicida vy

bioestimulante

En la tabla 1, se muestra los 8 tratamientos empleados, incluido el azoxystrobin
(TA) que fue utilizado como testigo estandar, el testigo enfermo (TE) inoculado
solamente con el patdégeno Cylindrocarpon destructans y el testigo absoluto (T) sin
indculo de los agentes de control bioldgico ni patdégeno. La inoculacién de los agentes de
control bioldgico y azoxystrobin se hizo en dos momentos, simultaneamente con el

patdgeno y 5 dias antes que el patdgeno.

a) Trichoderma harzianum (TRICHO D). Tricho D es un biofungicida de
uso agricola en formulacién polvo mojable a base de Trichoderma harzianum. Contiene
esporas a una concentracion de 1 x 108 esporas viables/g. Controla la pudricion radicular
causada por Fusarium oxysporum en alcachofay cebolla, la pudricion radicular producida
por Phytophothora cinnamomi en ardndano y palto, la muerte regresiva causada por
Lasiodiplodia theobromae en palto, la chupadera ocasionada por Rhizoctonia solani en
papa y la moniliasis del cacao. Su mecanismo de accion es por competencia,
micoparasitismo y antibiosis (SERFI, 2021).

b) Bacillus subtilis (BIO-SPLENT 70 WP). Bio-Splent es otro biofungicida
de uso agricola en formulacion polvo mojable, a base de Bacillus subtilis AP-01. Contiene
esporas a una concentracion de 1 x 10° ufc/g. Se usa de modo preventivo. Su accion
controladora es por colonizacion, competencia, y antagonismo. Ademas, induce
resistencia sistémica adquirida. Controla el mildiu en ajo y cebolla, la oidiosis en
alcachofay arveja, la pudricion gris en arandano, chirimoya, durazno y granado, manchas

foliares ocasionado por Alternaria alternata en ardndano y granado, Fusarium oxysporum
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y Stemphylium vesicarium en esparrago, moniliasis del cacao y la roya del café entre otras
enfermedades fangicas y bacterianas (Silvestre, 2015).

c) Azoxystrobin (OFICIAL 500 WG). Es un fungicida de accion sistémica
local, traslaminar y de contacto utilizado para prevenir y controlar enfermedades
ocasionados por ascomicetos, basidiomicetos y oomicetos. Pertenece al grupo de las
estrobirulinas. Esta compuesto por la Azoxystrobina, 500 g/L. Su mecanismo de accion
es la interferencia de la respiracion celular del agente fitopatdgeno interrumpiendo la

germinacion de las esporas y su crecimiento (Soltagro, 2018).
Tabla 1

Tratamientos empleados para el control de la pudricion radicular en orégano causada
por Cylindrocarpon destructans

Num. | Coédigo Tratamientos
T1 THa | Planta + C. destructans + I. harzianum inoculadas 5 dia antes
T2 BSa | Planta + C. destructans + B. subtilis mnoculadas 5 dias antes
T3 TH; Planta + C. destructans + I. harzianum inoculadas juntas
T4 BS Planta + C. destructans + B. subtilis inoculadas juntas
T3 TAa | Planta + C. destructans + Azoxystrobin mnoculadas 5 dias antes
T6 TA; Planta + C. destructans + Azoxystrobin moculadas juntas
T7 TE Planta + C. destructans (testigo enferma)
T8 T Planta sin inoculo (testigo absoluto)

4.7.3 Dosisy frecuencia de aplicacion de Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis y

azoxystrobin

La dosis y frecuencia de aplicacion de los productos comerciales Trichoderma
harzianum, Bacillus subtilis y azoxystrobin utilizados para la prueba de eficacia en el

control de la pudricion radicular se basé en la ficha técnica de cada producto (tabla 2).

La preparacion de la suspension con los agentes de biocontrol y fungicida estandar
se hicieron in situ, para el cual se adiciond el coadyuvante Alkylaril polyethoxy etanol
14% (BB5®-PLUS) al momento de la preparacion. La inoculacion se llevo a cabo el 6 de
julio de 2019 en horas de la mafana.
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La aplicacion de la suspension de T. harzianum, B. subtilis y azoxystrobin se hizo
manualmente por via drench incorporando un volumen de 250 mL de la suspension en la
superficie del sustrato de cada planta al momento del trasplante de las plantulas de
orégano simultaneamente a la inoculacion del patégeno Cylindrocarpon destructans y 5

dias antes de acuerdo a los tratamientos de la tabla 1.



Figura 5

Distribucion de tratamientos y bloques del experimento para el control de Cylindrocarpon destructans en orégano, en invernadero, 2019

I T2
B3a
TG
IT TAj
T2 T6
I BSa TAj 7
TE
THj: T. harzianum inoculado juntos BSa: Bacillus subtilis inoculado 5 dias antes TE: Testigo enfermo
BSj: Bacillus subtilis inoculado juntos TAj: Testigo Azoxystrobin inoculado juntos T: Testigo absoluto

THa: T. harzianum inoculado 5 dias antes TAa: Testigo Azoxystrobin inoculado 5 dias antes
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Las plantas de orégano se rotularon y se regaron de acuerdo a la necesidad de la
planta durante todo el ensayo. La aparicion de sintomas en la parte aérea de la planta se
registrd por inspeccion diaria.

Los tratamientos con Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum y azoxystrobin se
aplicaron en dos oportunidades y con una frecuencia de 10 dias, 30 dias y 30 dias,

respectivamente.
Tabla 2

Dosis y frecuencia de aplicacion de Bacillus subtilis, Trichoderma harzianum y

azoxystrobin

Ingrediente Firma Nombre Dosis | Fecha y frecuencia de aplic.
activo comercial | comercial 6 jul 16 jul 6
agos

122 aplic. | 10dda* | 30dda

B. subtilis Silvestre Bio Spelnt 1.5 X X
70 WP kg/200 L

T. harzianum Serfi S A Tricho D | 300g'ha

Azoxystrobin Soltagro Oficial 0.06 X
500 WG ke/Cil

Leyenda: *dda, dias después de la primera aplicacion.

La variable de respuesta del efecto biofungicida de Bacillus subtilis y
Trichoderma harzianum sobre el control de la enfermedad que se evalud fue la incidencia
de la enfermedad. Las variables de respuesta de su efecto bioestimulante sobre el
crecimiento y desarrollo de las plantas de orégano evaluadas, fueron los siguientes: Altura
de la planta, longitud de la raiz, el peso fresco y seco de la raiz y del follaje. Todas las

variables de respuesta se evaluaron al final del ensayo.
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4.7.4 Determinacion del porcentaje de incidencia y porcentaje de reduccion de la
enfermedad (RE)

La incidencia de la enfermedad se evalud a los tres meses. Se consideré como
unidad de analisis cada una de las plantas de orégano. Se seleccionaron y extrajeron cada
una de las plantas de orégano por tratamiento y repeticion y se registraron el nimero de
plantas enfermas (PE) por observacion de la presencia de sintomas en el follaje y en la

raiz.

El porcentaje de incidencia se determiné utilizando la férmula descrita por Mont
(2002) y el porcentaje de la reduccion de la enfermedad (RE) se calcul6 utilizando la

férmula referida por Hoyos et al. (2008) y son los siguientes:

Incidencia (I) = Numero de plantas enfermas < 100
nadenaatl) = “Namero total de plantas

B N° de PE en el TE — N° de PE en cada tratamiento

E= X1
N° de PE en el testigo enfermo 00

4.7.5 Medicion de la altura de la planta

La medicion de la altura de la planta se realizé al final del ensayo. La altura de las
plantas de orégano se midid con una regla milimetrada desde el cuello de la planta hasta

el apice terminal.
4.7.6 Medicion de la longitud de la raiz

Al finalizar el experimento, se extrajeron las plantas para medir las raices segln
el método ideado por Guevaray Guenni (2013). Se hizo cuadriculas de 1 cm en un tablero
de vidrio y se agregd agua con un gotero, se coloco las raices, se extendieron sobre las
cuadriculas y se midieron con una regla milimetrada desde el inicio de la raiz principal
hasta el extremo mas distal. La formula para la medicion de la longitud de la raiz fue la

siguiente:

LR_T[*N*D
T4

Donde:

LR, es la longitud de la raiz
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N, es la longitud de cuadricula.

D, el nimero de intersecciones en las cuadriculas.
T (pi), 3,1416

4.7.7 Medicion del peso fresco y peso seco de las plantas

Se determin0 el peso fresco y seco de raiz y follaje por separado al finalizar el
experimento. El sistema aéreo se separd del sistema radicular y se pes6 inmediatamente
para determinar el peso fresco. Se empaquetaron con papel aluminio el follaje y raiz de
las plantas individuales y se colocaron en un horno de secado a temperatura de 80 °C
durante 48 horas. Se utilizd una balanza digital para medir el peso en los diferentes

tratamientos.

La materia seca se expreso en forma porcentual segun la siguiente formula:

. Peso seco de la muestra
% Materia seca = x 100
Peso fresco de la muestra

4.8 PROCESAMIENTO Y ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS

Para el anélisis de datos, se empled el software estadistico Statgraphics Centurion
XVI. Se utilizo6 el anélisis de varianza (ANOVA) a una probabilidad F de 0,05 y, para
determinar las diferencias estadisticas entre tratamientos, se realizd la prueba de
significancia de Tukey considerando un nivel de significancia estadistica del 5 % (o =
0,05).



CAPITULO V

RESULTADOS

51 AISLAMIENTO, CARACTERIZACION MORFOLOGICA E
IDENTIFICACION DE Cylindrocarpon destructans

Como resultado de las cinco colectas de muestras de raices con sintoma de
ennegrecimiento y descortezamiento, se obtuvieron diez aislamientos similares (Al —
A10). A estos aislamientos, se le hizo la caracterizacion e identificacion morfoldgica a
nivel de especie en el laboratorio. Las caracteristicas morfologicas culturales y
microscopicas de los aislamientos en medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA) se
muestran en la figura 6 y tabla 3. Estos resultados permitieron identificar a
Cylindrocarpon destructans corroborando su presencia como agente causal de la

pudricién de raices en plantaciones del orégano procedentes de Camilaca, Candarave.

Figura 6

Caracteristicas culturales de los aislamientos en medio de cultivo PDA. a) superficie de

la colonia de 14 dias de incubacidn y b) reverso de la colonia
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Tabla 3

Caracteristica morfoldgica de los aislamientos de raices con pudricidn en plantas de

orégano variedad nigra, Camilaca, Candarave, 2019

Ajslamientos Caracteristicas culturales Caracteristicas microscopicas

Al-—A10 En PDA, colonia algodonosa, | Conidioforo simple.

beige a los 7 dias v aterciopelada, | Macroconidio cilindrico, recto,
marron amarillento, con anillos | hialino, 1-3 septas. Microconidio
concéntricos a los 14 dias. | oblongo, elipsoide, hialino con 1
Feverso marron oscuro al centro. | septa v clamidospora parda,

globosa, intercalar, en cadenas.

5.2 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE INCIDENCIA DE LA
ENFERMEDAD

Segun el andlisis de varianza (Anexo 1) y la comparacion de medias por medio
de la prueba de Tukey (tabla 4 y figura 7), con un nivel de a= 0,05, existe diferencia
altamente significativa entre los tratamientos para el porcentaje de incidencia (p = 0,000),
pero no existe diferencia estadistica entre bloques. El coeficiente de variacion de 8,448

% indica que el experimento fue bien manejado en condiciones de invernadero.

El testigo enfermo inoculado con el patégeno Cylindrocarpon (TE) presento el
valor méas alto del porcentaje de incidencia del 100 %, seguido de los tratamientos
azoxystrobin (TAa) inoculado 5 dias antes y simultaneamente con el patégeno (TA]j) con
66,67 % mostrando ser iguales entre ellos, pero con diferencias estadisticas con el testigo
enfermo. Por otra parte, el testigo absoluto (T) presento el valor méas bajo del porcentaje
de incidencia de 5,5 %, seguido de los tratamientos T. harzianum (THj) y B. subtilis (BSj)
inoculados simultdneamente con el patégeno, T. harzianum (THa) y B. subtilis (BSa)
inoculados 5 dias antes que el patégeno con 16,7 %, 16,7 %, 16,7 % y 33,3 %
respectivamente, sin mostrar diferencias entre los tres primeros, pero diferentes al

tratamiento Bacillus subtilis inoculado 5 dias antes que el patogeno y al testigo absoluto.
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Tabla 4

Comparacion de medias del porcentaje de incidencia mediante la prueba de Tukey con
a = 0,05 como consecuencia de los tratamientos para el control de Cylindrocarpon

destructans en orégano variedad nigra, Tacna, 2019

Nim. Tratamientos Incid. | Significancia
1 TE: Planta+ C destructans (testigo enfermo) 100,00 a

2 TAa: Planta + C. destructans + azoxys. noculada 5 dias 66,67

3 antes 86,67

4 TAj: Planta + C. destructans + azoxyst. inoculada juntas 3333 c

(]

BSa: Planta + C desfruct. + B. subtilis moculada 5 dias antes | 16.67

3] THa: Planta + C destruct. + T, harzia inoculada 5 diag antes | 16,67

7 BSj: Planta + C. destructans + B. subfilis moculada juntas 16,67

8 THj: Planta + C. destructans + T harziamem inoculada juntas | 5,56 e
T: Planta sin indculo (testigo absoluto)

Figura 7

Comparacion de medias del porcentaje de incidencia en los tratamientos para el control

de Cylindrocarpon destructans en orégano variedad nigra, Tacna, 2019

100,000
80,000
60,000

40,000

INCIDENCIA DE LA ENFERMEDAD (%)

20,000

[16,670| | | [16,670] | | [16,670]

B

TE TAj TAa BSa THa BSj THj T
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Leyenda:

THa: T. harzianum 5 dias antes que el patoégeno TAa: Azoxystrobin 5 dias antes que el patégeno
BSa: B. subtilis 5 dias antes que el patégeno TAj: Azoxystrobin y patogeno

THj: T. harzianum y patégeno TE: Planta con el patdgeno (testigo enfermo)
BSj: B. subtilis y patégeno T: Planta sin inéculo (testigo absoluto)
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5.3 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE REDUCCION DE LA
ENFERMEDAD

Segun el andlisis de varianza (Anexo 2) y la comparacion de medias Tukey (tabla
5 y figura 8), con un nivel de significancia de 0,05, existe diferencia altamente
significativa entre los tratamientos para el porcentaje de reduccion de la enfermedad, pero
no existe diferencia estadistica entre bloques. El coeficiente de variacion de 5,698 %

indica que el experimento fue bien manejado en condiciones de invernadero.

El testigo absoluto (T) presento el valor méas alto de reduccion de la enfermedad
del 94,4 %, sequido de los tratamientos T. harzianum (THa) inoculado 5 dias antes y
simultaneamente con el patdégeno (THj), B. subtilis (BSj) inoculado simultdneamente y 5
dias antes que el patégeno (BSa) con 83,3 %, 83,3 %, 83,3 % y 66,7 %, respectivamente,
sin diferencias entre los tres primeros, pero diferentes al tratamiento B. subtilis inoculado
antes que el patdgeno y al testigo absoluto. Por otra parte, el testigo enfermo (TE) presento
el valor mas bajo de reduccion de la enfermedad de 0,0 %, seguido de los tratamientos
azoxystrobin inoculada 5 dias antes (TAa) y simultaneamente con el patégeno (TAj) con

33,3 % sin diferencias estadisticas entre ellos, pero diferentes al testigo enfermo.
Tabla 5

Comparacion de medias del porcentaje de reduccion de la enfermedad de los

tratamientos en el control de C. destructans en orégano variedad nigra, Tacna, 2019

Num. Tratamientos Red. E | Signific.
1 |T- Planta sin indculo (testigo absoluto) 94 44 a
2 | THa: Planta + C' destruct. + T harzian. inoculada 5 dias antes | 83,33 b
3 | THj: Planta + C. destructans + T. harzianum mnoculada juntas | 83,33 b
4 | BSj: Planta + C destructans + B. subtilis inoculada juntas 83,33 b
5 | BSa: Planta + C destruct + B. subtilis inoculada 5 dias antes 66,67 c
6 | TAj: Planta + C destructans + azoxystrobin inoculada juntas | 33,33
7 | TAa: Planta + C destruct. + azoxystr. inoculada 5 dias antes | 3333
8 |TE: Planta+ C destructans (testigo enfermo) 0,00 &
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Figura 8

Comparacion de medias del porcentaje de reduccién de la enfermedad de los

tratamientos en el control de C. destructans en orégano variedad nigra, Tacna, 2019
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Leyenda:
THa: T. harzianum 5 dias antes que el patégeno TAa: Azoxystrobin 5 dias antes que el patégeno
BSa: B. subtilis 5 dias antes que el patégeno TAj: Azoxystrobin y patégeno
THj: T. harzianum y patdgeno TE: Planta con el patogeno (testigo enfermo)
BS;j: B. subtilis y patégeno T: Plantasin inéculo (testigo absoluto)

5.4 Determinacion de la altura de la planta

De acuerdo al anélisis de varianza (Anexo 3) y a la comparacion de medias
mediante la prueba de Tukey (tabla 6 y figura 9), con un nivel de significancia de 0,05,
existe diferencia altamente significativa entre los tratamientos para la altura de la planta,
pero no existe diferencia estadistica entre bloques. El coeficiente de variaciéon de 3,118

% indica que el experimento fue bien manejado en condiciones de invernadero.

El tratamiento B. subtilis y T. harzianum inoculada 5 dias antes que el patégeno
presentd el valor méas alto de la altura de la planta de 45,7 y 45,1 cm seguido de los
tratamientos B. subtilis y T. harzianum inoculados simultaneamente con el patégeno con
42,5y 41,9 cm, respectivamente, sin diferencias estadisticas entre ellos, pero diferentes a
los tratamientos inoculados antes que el patdgeno. Entre tanto, el testigo estandar
azoxystrobin inoculada antes (TAa) presento el valor mas bajo de altura de la planta de
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39,1 cm, sin diferencias estadisticas con respecto al testigo absoluto (T), 38,2 y el testigo
enfermo (TE), 37,2.

Tabla 6

Comparacion de medias de la altura de la planta mediante Tukey con 0=0.05 como
consecuencia de los tratamientos para el control de C. destructans en orégano variedad

nigra, Tacna, 2019

Num. Tratamientos Altara Signific.

1 | BSa: Planta + C destruct. + B. subtilis inoculada 5 d antes | 45,766 a

2 | THa: Planta + C destruct. + T, harzian. inoculada 5 d antes | 45,100 a

3 | BSj: Planta + C destruct. + B. subtilis inoculada juntas 42,533 b

4 | THj: Planta + C. destruct + T harzianum inoculada juntas | 41,900 bc

5 | TAj: Planta + C. destruct + azoxystr. inoculada juntas 39666 cd

6 | TAa: Planta + €. destruct. + azoxystr. moculada 5 d antes 39133 de

7 |T: Planta sin indculo (testigo absoluto) 38,233 de

& |TE: Planta + C destructans (testigo enfermo) 37.200 e
Figura 9

Comparacion de medias de altura de planta como efecto de los tratamientos en el control

de Cylindrocarpon destructans en orégano variedad nigra, Tacna, 2019
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Leyenda:
THa: T. harzianum 5 dias antes que patogeno TAa: Azoxystrobin 5 dias antes que el patégeno
BSa: B. subtilis 5 dias antes que el patégeno TAj:  Azoxystrobin y patégeno juntos
THj: T. harzianum y patégeno juntos TE: Planta con el patogeno (testigo enfermo)

BSj: B. subtilis y patdgeno juntos T: Plantasin indculo (testigo absoluto)
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55  Determinacion de la longitud de la raiz

Acorde al andlisis de varianza (anexo 4) y la comparacion de medias mediante la
prueba de Tukey (tabla 7 y figura 10), con un nivel de significancia del 5 %, o= 0,05,
existe diferencia altamente significativa entre los tratamientos para la longitud de la raiz,
pero no existe diferencia estadistica entre bloques. EI C.V. de 3,878 % indica que el

experimento fue bien manejado.

B. subtilis inoculada antes que el patdgeno (BSa) presentd el valor mas alto de la
longitud de la raiz de 30,1 cm, seguido del tratamiento T. harzianum inoculada antes que
el patdégeno (THa), B. subtilis (BSj) y T. harzianum (THj) inoculados simultaneamente
con el patégeno con 29,3, 28,2 y 27,7 cm, respectivamente, mostrando diferencias entre
los biocontroladores inoculados junto con el patégeno y el tratamiento B. subtilis
inoculado antes. Por otra parte, el tratamiento testigo enfermo (TE) present6 el valor mas
bajo de longitud de la raiz de 16,9 cm, seguido del testigo absoluto (T) y azoxystrobin
inoculada antes (TAa) y simultaneamente con el patdégeno (TAj) con 18,5, 20,4 y 20,9
cm, respectivamente, con diferencia estadistica entre el testigo absoluto y los tratamientos
azoxystrobin inoculadas tanto antes como junto con el patégeno, pero similar al testigo

enfermo.
Tabla 7

Comparacion de medias de la longitud de la raiz por medio de la prueba de Tukey con
a=0,05 como resultado de los tratamientos en el control de Cylindrocarpon destructans
en orégano variedad nigra, Tacna, 2019

Num. Tratamientos Long. raiz | Signific.
1 | BSa: Planta + C destruct + B. subfiliz inoculada 5 dias antes 30,066 a
2 | THa: Planta+ O destruct. + T harzian inoculada 5 dias antes 29266 ab
3 | BSj: Planta + C destructans + B. subtilis inoculada juntas 28,200
4 | THj: Planta+ C. destruct + T harzian. inoculada juntas 27.700
5 | TAa: Planta + C destructans + azoxys. inoculada 5 dias antes 20,933 C
6 | TAj: Planta + C destruct. + azoxys. tnoculada juntas 204 c
7 |T: Planta sin moculo (testigo absoluto) 18,533
8 |TE: Planta+ C. destructans (testigo enfermo) 16,933
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Figura 10

Comparacion de medias de longitud de la raiz para los tratamientos en el control

de Cylindrocarpon destructans en orégano variedad nigra, Tacna, 2019
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Leyenda:
THa: T. harzianum 5 dias antes que el patégeno TAa: Azoxystrobin 5 dias antes que el patégeno
BSa: B. subtilis 5 dias antes que el patégeno TAj: Azoxystrobin y patégeno juntos
THj: T. harzianum y patégeno juntos TE: Planta con el patdgeno (testigo enfermo)
BSj: B. subtilis y patdgeno juntos T: Plantasin indculo (testigo absoluto)

5.6 Determinacion del porcentaje de materia seca del follaje

Conforme al analisis de varianza (anexo 5) y a la comparacién de medias de la
prueba Tukey (tabla 8 y figura 11), con un a= 0,05, existe diferencia altamente
significativa entre los tratamientos para el porcentaje de materia seca del follaje, pero no
existe diferencia estadistica entre bloques. EI C.V. de 2,962 % indica que el experimento

fue bien manejado en condiciones de invernadero.

El tratamiento B. subtilis inoculada 5 dias antes que el patégeno (BSa) presentd
el valor més alto de materia seca del follaje de 60,2 %, seguido del tratamiento T.
harzianum inoculado simultaneamente (THj) y antes que el patdégeno (THa), y B. subtilis
inoculada junto con el patégeno (BSj) con 57,8, 56,3, y 54,2 %, respectivamente, sin
mostrar diferencias estadisticas entre ellos, pero diferentes al tratamiento B. subtilis
inoculada antes que el patogeno. Por otra parte, el tratamiento testigo enfermo(TE)
presentd el valor mas bajo de materia seca del follaje de 31,8 %, seguido de los
tratamientos testigo absoluto (T) y azoxystrobin inoculada antes (TAa) vy

simultaneamente con el patogeno (TA]j) con 34,0, 34,5, y 36 %, respectivamente, sin
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diferencia estadistica entre ellos. Sin embargo, el tratamiento azoxystrobin fue diferente
al testigo enfermo.

Tabla 8

Comparacion de medias del peso seco del follaje por medio de la prueba Tukey con
a=0,05 como resultado de los tratamientos en el control de Cylindrocarpon destructans

en orégano variedad nigra, Tacna, 2019

Num. Tratamientos Peso | Signific.

1 BSa: Planta + C destruc. + B, subtilis inoculada 5 d antes 60,194 a
2 |THj: Planta+ C destructans + T. harzian. mnoculadas juntas | 57,813
3 THa: Planta + O destruc. + T harzian. inoculada 5 d antes 56,256 bc
4 |BSj: Planta + C destruc. + B. subtilis inoculadas juntas 54,220 c
5 |TAj: Planta+ C destruc. + azoxystr. inoculadas juntas 36,00 d
[§] TAa: Planta+ C desfruc. + azoxystr. inoculada 5 d antes 34,533 d
7 |T:  Planta sin indculo (testigo absoluto) 34,033 de
8 |TE: Planta+ C destructans (testigo enfermo) 31,770 e

Figura 11

Comparacion de medias del peso seco del follaje en los tratamientos en el control de

Cylindrocarpon destructans en orégano variedad nigra, Tacna, 2019
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THa: T. harzianum 5 dias antes que el patoégeno TAa: Azoxystrobin 5 dias antes que el patégeno

BSa: B. subtilis 5 dias antes que el patégeno TAj: Azoxystrobin y patégeno

THj: T. harzianum y patégeno TE: Planta con el patégeno (testigo enfermo)

BSj: B. subtilis y patégeno T: Planta sin indculo (testigo absoluto)
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5.7 Determinacion del porcentaje de materia seca de la raiz

Concorde al andlisis de varianza (anexo 6) y a la comparacion de medias de la
prueba Tukey (tabla 9 y figura 12), con un o= 0,05, existe diferencia altamente
significativa entre los tratamientos para el porcentaje de materia seca de la raiz, pero no
existe diferencia estadistica entre bloques. EI C.V. de 2,166 % indica que el experimento

fue bien manejado en condiciones de invernadero.

El tratamiento B. subtilis inoculada 5 dias antes (BSa) presentd el valor més alto de
materia seca de la raiz de 80,6 %, seguido del tratamiento T. harzianum inoculada juntas
(THj) y 5 d antes que el patégeno (THa) y B. subtilis inoculado simultineamente con el
patdégeno (BSj) con 78,5, 76,7 y 76,6 %, respectivamente, sin diferencias estadisticas
entre ellos, pero diferentes al tratamiento B. subtilis inoculado 5 dias antes que el
patdgeno. Por otra parte, el tratamiento testigo enfermo (TE) presentd el valor més bajo
de materia seca de 40,6 g, seguido del testigo absoluto (T) y el tratamiento azoxystrobin
inoculada antes (TAa) y junto con el patdgeno (TAj) con 52,6, 55,6, y 57,8 %,
respectivamente, con diferencia estadistica entre el tratamiento azoxystrobin, el testigo

absoluto y el testigo enfermo.
Tabla 9

Comparacion del porcentaje de materia seca de la raiz por medio de la prueba Tukey
con o= 0,05 como resultado de los tratamientos en el control de Cylindrocarpon

destructans en orégano variedad nigra, Tacna, 2019

Nim. Tratamientos Peso Signific.
1 [BSa: Planta+ C destruc. + B. subiilis inoculada 5 dias antes | 80,58 a
2 | THj: Planta + C destruc. + T. harzian. inoculadas juntas 78,51 ab
3 |THa: Planta+ C destructans + T harzian. inoculada antes 7674
4 | BSj: Planta+ C. desfructans + B. subtilis. inoculadas juntas | 76.64
5 | TAj: Planta+ C. destructans + Azoxystr. inoculadas juntas | 57.750 C
6 | TAa: Planta+ C destruc. + Azoxystr. inoculada 5 dias antes | 5561 c
7 | T: Planta sin indculo (testigo absoluto) 2,563 d
8 | TE: Planta + C. destructans (testigo enfermo) 40,62 (3
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Figura 12

Comparacion de las medias del peso seco de la raiz en los tratamientos para el control

de Cylindrocarpon destructans en orégano variedad nigra, Tacna, 2019
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BSj: B. subtilis y patégeno T: Plantasin indculo (testigo absoluto)



DISCUSIONES

Segln Khorasani (2013), Cylindrocarpon destructans posee la capacidad de
crecer a temperaturas entre 5y 30 °C, siendo la temperatura optima entre 18 y 22 °C. Asi,
Rahman y Punja (2005) reportaron que la pudricién de raices en ginseng por C.
destructans fue mas severa a 20 °C, pH 5 y a una densidad de indculo de 1,86 x 103
UFC/g; sin embargo, hubo crecimiento micelial a pH 7. Las condiciones meteoroldgicas
en la que se condujo este estudio en invernadero fueron favorables para el crecimiento de
C. destructans e infeccion de las plantas de orégano. De esta manera, durante el periodo
del estudio, la temperatura promedio fue de 25 °C, HR de 75 % y el suelo con pH 7,
condiciones que permitieron el crecimiento de C. destructans e infeccion de las plantas

de orégano en los diferentes tratamientos.

Los sintomas observados al final del ensayo fueron necrosis de las raicillas de
algunas plantas de orégano color castafio que empezé por el apice, descortezamiento de
raices, amarillamiento de hojas basales con necrosis apical, defoliacién y marchitez del
follaje; sintomas similares al observado en campos de orégano en Camilaca, Candarave,
pero con menor severidad. Hume (2007) reporté a Cylindrocarpon destructans como
agente causal de la pudricién radicular de plantas de orégano de un afio de edad en
Ilabaya, Tacna. Asimismo, Acufia (2008) reporté a Cylindrocarpon sp., Pythium spp.,
Fusarium sp., Fusarium oxysporum y Fusarium solani como hongos asociados a la
pudricion radicular y marchitez en plantas de orégano en Chile; sin embargo, registrd
ademas sintomas adicionales como pudricion en la base del tallo, estrias necréticas

deprimidas y alargadas en cuello de planta.

Los tratamientos azoxystrobin, tanto inoculado antes (TAa) como juntos con el
patdégeno (TA]), tuvieron los valores mas altos en el porcentaje de incidencia de la
enfermedad y el valor mas bajo de reduccion de la enfermedad, estadisticamente
diferentes al testigo enfermo inoculado con C. destructans. Se aprecié que hubo bajo
control de la pudricion de raices con este producto. Por otra parte, los tratamientos T.
harzianum inoculado, tanto antes (THa) como simultdneamente con el patogeno (THj), y
B. subtilis inoculado juntos con el patdgeno (BSj) mostraron los valores mas bajos del
porcentaje de incidencia y el valor mas alto de reduccion de la enfermedad

estadisticamente diferentes al tratamiento B. subtilis inoculado cinco dias antes (BSa) y
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al testigo absoluto. Esto puede deberse a que B. subtilis inoculado antes que el patdgeno
no logrd colonizar completamente los tejidos de la raiz en ausencia del patégeno. Jang et
al. (2011) demostraron que Bacillus subtilis a una concentracion de 106 UFC/mL no logré
colonizar los tejidos de la raiz de ginseng cuando fueron inoculados solos, pero si colonizo

cuando fueron inoculados simultaneamente con C. destructans.

Respecto al biocontrol con Bacillus subtilis, nuestros resultados concuerdan con
Jang et al. (2011), quienes en un ensayo en macetas mostraron que las raices de ginseng
de cuatro afios inoculadas solamente con C. destructans se pudrieron severamente;
mientras que los tratamientos con Bacillus spp. redujeron significativamente el desarrollo
de la pudricién de la raiz en ginseng mostrando mayor eficacia de control con Bacillus
subtilis y Bacillus amyloliquefaciens a la concentracion de 106 UFC/mL. Ademas, en
estudios in vitro, la actividad antagénica de ambas especies para C. destructans se
incrementd con el aumento de la temperatura mostrando maxima actividad antifngica a
21y 25 °C, temperatura que permitié el incremento de la defensa de los tejidos de la raiz
al ataque del patdgeno. También Lee et al. (2020), en un estudio in vitro, observaron que
Bacillus subtilis cepa YGB36 posee una fuerte actividad antifungica contra el patdégeno
Cylindrocarpon destructans. La cepa mostro celulasa, proteasa, amilasa, produccion de
siderdéforos y solubilidad en fosfato. Asimismo, de acuerdo a Garzon et al. (2015),
Bacillus subtilis a una dosis de 5 ml del producto /L de agua, aplicado en campo, para el
control de la pudricion blanda (Erwinia carotovora) del cultivo de cartucho, redujo
significativamente la incidencia de la enfermedad en comparacion del testigo. Estas

aseveraciones confirman los resultados obtenidos en la presente investigacion.

Bacillus subtilis es un microorganismo bacteriano con reaccion positiva al test de
Gram. Su accion de biocontrol de fitopatégenos se da por antibiosis, competencia y
antagonismo (Stein, 2005) por medio de la producciéon de antibidticos, compuestos
organicos volatiles (VOCs), produccion de proteinas enzimaticas hidroliticas,
establecimiento y formacion de biofilm y estimulacion de resistencia vegetal. Diferentes
cepas de B. subtilis produjeron iturinas, bacilomicina L y fengicina, en suelo rizosférico,
durante el control de plantas infectadas con Rhizoctonia solani (Zohora et al., 2016).
Estos compuestos estan regulados genéticamente y son de naturaleza lipoheptapéptido

ciclicas con fuerte accion antibidtica y moderada accion surfactante. La fengicina inhibe
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hongos filamentosos. Dichos compuestos acttiian formando poros en la cubierta celular de
los hongos patégenos de plantas, lo que conlleva a la detencion de su desarrollo e

indirectamente a la induccion de las defensas de la planta (Shafi et al., 2017).

B. subtilis tiene la capacidad de formar biopeliculas que les permite ser buenos
colonizadores (Allard et al., 2016) siendo una condicion adaptativa que permite proteger
a la poblacion de condiciones ambientales adversas y factores mecanicos conduciendo a
la exclusion de nicho de los patogenos (Rafique et al., 2015). La secrecion de exudados
radiculares como acido malico, fumarico, oxalico permiten la colonizacion de Bacillus
sp. y el estimulo de genes vinculados en la creacion de biofilms y quimiotaxis en la
bacteria (Allard et al., 2016). La concurrencia de fitopatdgenos en la rizosfera provoca
cambios en los exudados radiculares, lo que permite el establecimiento de interacciones
entre la planta y los microorganismos benéficos. Esto se evidencid en la rizosfera de
plantas de pepino, en la que la infeccién del hongo fitopatdgeno Fusarium oxysporum
subsp cucumerinum ha tenido un efecto positivo sobre el establecimiento y la formacién
de biofilm de la cepa de Bacillus amyloliquefaciens SQR9. La presencia del fitopatogeno
permite incrementar la excrecion de los acidos citrico y fumarico en la raiz, que atraen al
agente de control bioldgico acrecentando su habilidad de colonizacion vy
consecuentemente la reduccion en los sintomas de la enfermedad ocasionada por el
fitopatogeno (Li et al., 2014).

Asimismo, los exudados de las plantas de tabaco han estimulado la sintesis de
surfactina por B. amyloliguefaciens SQY 162 y con ello la formacion de la biopelicula,
necesario para el control de Ralstonia solanacearum agente causal del marchitamiento
bacteriano (WU et al, 2015). También, Yu et al. (2011) informaron que el control de B.
subtilis CAS 15 sobre Fusarium en plantas de pimienta se debi6 a la produccion de
bacilibactina, un sideréforo tipo catecdlico, lo que permitié disminuir la incidencia de
Fusarium. De acuerdo a Aguado et al. (2012), los sideroforos bacterianos tienen potencial
para el control biol6gico de hongos y bacterias fitopatdgenas y constituyen un mecanismo

de promocion de crecimiento en rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal.

Un aspecto importante de Bacillus en el control bioldgico de fitopatdgenos es la
formacion de biopeliculas, la cual estd relacionada con su habilidad de ser buenos

colonizadores. Esta relacion involucra cuatro puntos fundamentales (Pandin et al., 2017):
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i) la eliminacion directa del fitopatdgeno por exclusién de nicho, debido a la competencia
por espacio y nutrientes, ii) Participacion cooperativa ente microorganismos benéficos e
interferencia entre benéficos y patdgenos (Chen et al., 2015), iii) sintesis de antibidticos
por los microorganismos componentes de la biopeliculay iv) la estimulacién de la planta
(Wu et al., 2015).

En lo relacionado al biocontrol con Trichoderma harzianum, nuestro resultado fue
similar al obtenido por Ofia (2018), quien evalud la eficacia de productos quimicos,
organicos y biologicos en el control de llyonectria torresensis, teleomorfo de
Cylindrocarpon en plantas de mora castilla en condiciones de invernadero. En su estudio,
mostré que los tratamientos de carbendazim y Trichoderma a una concentracion de 1 x10°
UFC/mL tuvieron valores bajos en el porcentaje de incidencia estadisticamente diferentes
respecto al azoxystrobin y al testigo inoculado con el patdégeno. Asimismo, Fourie et al.
(2001) demostraron que el porcentaje de incidencia de la enfermedad causada por
Cylincrocarpon sp. en raices de vid aplicadas con T. harzianum fue significativamente
menor en comparacién del tratamiento estandar de quintozeno/procimidona. Finalmente,
Michel et al. (2013), en estudios en condiciones de invernadero, reportaron que T.
harzianum contribuy6 al desarrollo de la planta de cacahuate y la proteccién de la
infeccion de Sclerotium rolfsii de un modo mas eficiente que el pentacloronitrobenceno
(PCNB). Sin embargo, Jarrin (2017) en estudios in vitro, demostrd que azoxystrobin a
una concentracion de 100 ppm tuvo un mayor control (100 %) del crecimiento de
Cylindrocarpon destructans. Esto puede deberse a que, en este caso, el ensayo fue in vitro

y la accion de azoxystrobin fue directa.

Asimismo, Hoyos et al. (2008) mostraron que Trichoderma asperellum tuvo una
baja incidencia logrando una alta reduccién de la enfermedad causada por Sclerotium
rolfsii en plantas de frijol, en tanto que Trichoderma longibachiatrum tuvo una reduccion
media de la enfermedad. Por otro lado, Chen et al. (2016) aplicaron clamidosporas de
cinco cepas de Trichoderma sp. en plantulas de ginseng en semillero y mostraron que los
cinco tratamientos con cepas de Trichoderma sp. tuvieron mayor efecto de control de la
pudricion de la raiz causada por C. destructans con diferencia significativa respecto al
testigo. La actividad antagonica de Trichoderma harzianum sobre Cylindrocarpon

destructans demostrado en nuestro estudio y confirmado por investigadores citados
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previamente, se debe a que las especies de Trichoderma actian de manera parasitica por
competencia a traves de metabolitos tdxicos y enzimas hidroliticas ocasionando

desintegracion protoplasmatica y lisis celular (Camargo y Avila, 2014).

Trichoderma spp. son hongos de vida libre comunes en los ecosistemas del suelo
y de las raices. Actualmente, es sabido que son simbiontes vegetales oportunistas y
avirulentos, ademéas de ser micoparasitos. Ciertos linajes establecen colonizaciones
vigorosas y perdurables en la capa superficial de las raices y penetran en la epidermis y
en unas cuantas células por debajo de ella. Excretan diferentes tipos de sustancias que
elicitan respuestas de resistencias localizadas o sistémicas, por lo que no poseen caracter
patogénico para las plantas. La interaccion raiz-microorganismo genera cambios
importantes en el proteoma y el metabolismo de la planta. Las plantas estan protegidas
de la diversidad de fitopatdgenos por respuestas similares a la resistencia sistémica

adquirida y la resistencia sistémica inducida por rizobacterias (Harman et al., 2004).

La colonizacion de raices por Trichoderma spp. incrementa el crecimiento y
desarrollo de las raices, la productividad de los cultivos, la resistencia al estrés abiotico y
la absorcion y uso de nutrientes. La evidencia reciente indica que Trichoderma
harzianum, entre otras especies, pueden inducir resistencia sistémica y localizada en una
variedad de plantas a una variedad de patdgenos de plantas. Trichoderma spp. sintetiza
principalmente péptidos, proteinas y compuestos de bajo peso molecular que estimulan
respuestas de defensa de las plantas. La resistencia inducida por Trichoderma spp.
aumenta la expresion de genes relacionados con la defensa en toda la planta, al menos a
corto plazo y, por lo tanto, es similar a la resistencia sistémica adquirida (SAR) (Harman
et al., 2004).

De este modo, de acuerdo a Garnica (2017), la 6-pentil-2H-piran-2-ona (6PP) un
compuesto organico volatil secretado por Trichoderma atroviride reguld los programas
de crecimiento y defensa en Arabidopsis thaliana. Esta molécula bioactiva estimula las
cascadas de sefializacion molecular en plantas. Promueve la formacion de raices laterales
a través de los receptores de auxinas y factores transcripcionales. Asimismo, Cooney et
al. (2001) demostraron que el 6PP podia inhibir eficazmente la secrecién de la micotoxina
deoxinivalenol (DON) de Fusarium graminearum. Finalmente, Jin et al. (2020),

identificaron un metabolito activo, la 6-pentil-2H-piran-2-ona (6PP), mediante analisis
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del transcriptoma y metaboloma en Trichoderma atroviridae T2 y mostraron que era el
responsable de alterar significativamente la homeostasis metabolica de Cylindrocarpon

destructans, en particular el metabolismo de los aminoacidos.

Sin embargo, Onan (2013) afirma que los productos comerciales de Trichoderma
spp. y Bacillus subtilis, utilizados en campo para el control de Fusarium oxysporum en
arveja dulce, no mostraron diferencia estadistica significativa en la reduccion de la
incidencia de Fusarium oxysporum con respecto al testigo. Esto podria deberse a que, en
el invernadero, las condiciones son controladas; en cambio, en el campo intervienen otros
factores como la alta presion de la enfermedad, presencia de lluvia en el area 'y tiempo de
estudio. Asimismo, Pinto (2014), en un estudio in vitro sobre el efecto antagénico de
antagonistas sobre Cylindrocarpon macrodidymum causante del pie negro de la vid,
demostro que todas las cepas de Trichoderma tuvieron un mayor porcentaje de inhibicién
del crecimiento micelial significativamente diferentes a Bacillus spp. De forma
contradictoria, Pérez y Garcia-Godos (2019), evaluando el efecto antagdnico in vitro de
Bacillus sp., Trichoderma sp. y Trichoderma viridae sobre Fusarium sp. causante del
marchitamiento vascular en tara (Caesalpinia spinosa), demostraron que las cepas de
Bacillus tuvieron mayores niveles de inhibiciébn del crecimiento micelial
significativamente diferentes a T. viridae y Trichoderma sp. En el presente estudio,
ambos antagonistas Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum mostraron mayor
reduccion de la pudricion de raices ocasionada por C. destructans sin diferencia
estadistica entre ellos. Esta diferencia puede deberse al tipo de cepa de la especie
empleada como agente de biocontrol, la especie patégena y las condiciones del estudio.
En condiciones de invernadero, se suma la interaccion de la planta con el patdgeno y
antagonista. El control de la enfermedad por parte de las especies de Trichoderma implica
una interaccion multiple entre el patdgeno, el agente de biocontrol y la planta huésped
(Harman, 2006).

Los biocontroladores sintetizan enzimas liticas como quitinasas, [-1,3-
glucanasas, peroxidasas, proteasas y lipasas (Mota et al., 2017). Las quitinasas y -1,3-
glucanasas degradan la pared celular de hongos y pueden causar lisis celular, a su vez
liberan oligébmeros de quitina y glucanos, los cuales participan como elicitores de las

defensas de la planta (Jha, et al., 2014). Asi Bacillus sp. BT 42 disminuye la incidencia
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de Colletotrichum gloeosporoides y Fusarium oxysporum en plantulas de café, debido a
la produccién de B-1,3-glucanasas en relacion con los controles de enfermedad que

presentaron una alta incidencia (Kejela et al., 2016).

En lo referente a la promocion en el desarrollo y crecimiento de la planta
estimulado por biocontroladores, los tratamientos de B. subtilis y T. harzianum
inoculados antes que el patdgeno presentaron el valor més alto de la altura de la planta y
longitud de la raiz, estadisticamente diferentes a los tratamientos B. subtilis y T.
harzianum inoculados simultaneamente con el patdgeno, el testigo absoluto y el testigo
enfermo inoculado con C. destructans. Por otra parte, el testigo estandar azoxystrobin
inoculado antes y simultaneamente con el patogeno presentaron el valor mas bajo de la
altura de la planta y longitud de la raiz mostrando diferencias estadisticas respecto al

testigo absoluto y al testigo enfermo inoculado con C. destructans.

Igualmente, el tratamiento B. subtilis inoculado antes que el patdgeno presento el
valor mas alto del porcentaje de materia seca del follaje y materia seca de la raiz diferentes
estadisticamente a los tratamientos B. subtilis inoculado junto con el patogeno; T.
harzianum inoculados antes y juntos con el patdgeno, el testigo azoxystrobin, el testigo
absoluto y el testigo enfermo. Por su parte, el testigo estandar azoxystrobin presenté el

valor méas bajo de materia seca del follaje y materia seca de la raiz.

Nuestro estudio concuerda con Fourie et al. (2001), quienes demostraron los
atributos estimulantes de Trichoderma harzianum en el crecimiento de la vid y su efecto
sobre la aparicién de Cylindrocarpon en raices y portainjertos de vides de vivero en
comparacion de un tratamiento estandar de quintozeno/procimidona y observaron que la
masa total de raices fue significativamente mayor para las vides tratadas con Trichoderma
que el tratamiento estandar. Por otra parte, Uddin et al. (2018) evaluaron el efecto de
Trichoderma harzianum en el crecimiento de plantas de tomate y su actividad antagdnica
contra Pythium ultimum y Phytophthora capsici y demostraron que la infestacion
artificial del suelo con T. harzianum aumentd significativamente el peso fresco y peso
seco de la raiz en presencia de P. ultimum y P. capsici en comparacion con las plantas de
tomate inoculadas solo con los dos patdgenos. Asimismo, Cubillos et al. (2009) evaluaron
el efecto promotor del crecimiento vegetal del maracuya aplicando diferentes cepas de

Trichoderma harzianum en semillas en condiciones de invernadero y observaron mayor
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efecto sobre la longitud del tallo, longitud de la raiz y peso seco total de la planta con
diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo absoluto. Finalmente,
Caligiore (2013) reportd que la aplicacion de Trichoderma viridae en plantas de orégano
infectadas por Fusarium en un estudio en macetas estimulo el desarrollo radicular y el

rendimiento.

En estudio de antagonismo de cinco cepas de Trichoderma spp. para el manejo
del amarillamiento de arveja causado por Fusarium oxysporum en invernadero, mostro
mayor altura de la planta, longitud de raices y materia seca de raices en los tratamientos
con tres cepas de Trichoderma, en la que una de ellas es comercial, con diferencias
altamente significativas a los tratamientos con otras cepas de Trichoderma y el testigo F.
oxysporum (Eraso et al., 2014). Asimismo, Trichoderma harzianum, T. asperellumy T.
longibrachiatum inoculados antes que los patdgenos Fusarium oxysporum, Alternaria
solani y Phytophthora infestans en el sustrato en plantulas de jitomate en invernadero,
promovieron el crecimiento vegetal de jitomate obteniendo el mayor efecto significativo
en peso fresco y seco en raiz y longitud de raiz y altura de planta respecto al testigo

enfermo (Ruiz-Cisneros et al., 2018).

Estas respuestas son el resultado de los efectos directos de Trichoderma en las
plantas por disminucion de la actividad de los patégenos de la raiz y la inactivacion de
compuestos toxicos en la raiz. Asimismo, Trichoderma spp. tiene la capacidad de
incrementar la absorciéon de nutrientes y la eficiencia en el uso de nitrogeno, y puede
solubilizar los nutrientes en el suelo (Harman et al., 2004). Ademéas del efecto
biocontrolador de patégenos T. harzianum por ser eficiente en la descomposicién de
materia organica, libera nutrientes mediante la solubilizacion de fosfatos, impulsa el
crecimiento y desarrollo de los cultivos, produciendo metabolitos que estimulan el
crecimiento y desarrollo vegetal y la capacidad de multiplicarse en el suelo y colonizar
las raices de las plantas (Singh et al., 2016), contribuyendo de esta manera una mejor
nutricion vegetal (Cubillos et al., 2009). Trichoderma spp. se usa principalmente como
agente de biocontrol contra diferentes patdgenos transmitidos por el suelo y son
conocidos por suprimir el ataque patdgeno de las plantas y mejorar el crecimiento y el
rendimiento de las plantas mediante la mejora de las hormonas de crecimiento y el

incremento del microbioma beneficioso para las plantas (Pedraza et al., 2020)
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Asi mismo, libera factores de crecimiento como auxinas, giberelinas y
citoquininas que aceleran la reproduccion celular en los tejidos meristematicos primarios
de raiz y tallo permitiendo un mayor desarrollo de las plantas (Ezziyani et al., 2004). T.
harzianum ha sido destacado como promotor del crecimiento vegetal en cultivos de
berenjena, frijol, café, tomate, papa y especies forestales, entre otros (Camargo y Avila,
2014) y en pléantulas de tres forestales Eucalyptus grandis, E. globulus y Pinus taeda
(Romero et al., 2008). Por esta razon Cibrian y Cibrian (2017) recomiendan aplicar
Trichoderma de forma preventiva en los viveros forestales para la prevencion de

enfermedades radiculares.

En ese contexto, Santana y Castellanos (2018), evaluando el efecto bioestimulante
de Trichoderma harzianum en diferentes plantas forestales, mostraron el incremento de
las variables altura, nimero de hojas a los 60 y 90 dias y biomasa seca de la parte aérea
en posturas de cedro a diferencia de Leucaena y Saman que no presentaron incremento
de estas variables. Las plantas responden de forma diferente a los metabolitos

bioestimulantes que produce T. harzianum.

Asimismo, Lee et al. (2020) demostraron la promocion en el desarrollo y
crecimiento de las raices de pimiento cuando las semillas fueron tratadas con Bacillus
subtilis cepa YGB36 a una concentracion de 108 UFC/mL en el control de la antracnosis
en pimiento rojo causada por Colletotrichum acutatum mejorando la tasa de germinacién
de las semillas. El crecimiento de las plantas se ve mejorado por las PGPR mediante la
induccion de resistencia sistémica mejorando la tolerancia al estrés ambiental, antibiosis

y supresion competitiva (Hashem et al., 2019).

B. subtilis es un rizobacteria promotora del crecimiento vegetal (PGPR) que activa
la resistencia sistémica inducida en la planta incrementando la resistencia del huésped a
los patdgenos de las plantas (Hashem et al., 2019). Esta activacion induce la sintesis de
acido jasménico (JA), etileno y el gen regulador NPR1 en plantas (Garcia-Gutiérrez et
al., 2013). La activacion de ISR esté asociada con la degradacion de la pared celular, la
produccion de proteinas de novo de glucanasas y quitinasas y la produccion de
fitoalexinas vinculadas a la resistencia a enfermedades. Las PGPR emiten VOCs
(benzotiazol, benzaldehido, fenilacetaldehido, el ciclohexanol, el 2,3-butanodiol, el n-

decanal, nonanal) que pueden elicitar induccion de resistencia y tolerancia sistémicas en
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la planta, reduciendo el estrés bidtico y abiotico en los cultivos y, por lo tanto, mejora la
salud vegetal (Bitas et al. 2013). Ademas, los VOCs causan dafios en el genoma del
agente patdgeno de modo indirecto. La induccién de resistencia sistémica (ISR) por
microorganismos benéficos puede darse a través de otros elicitores como el
reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos (MANPs) como la quitina
presente en la pared celular del patdgeno, compuestos asociados a la degradacion de la
pared celular, sideréforos y lipopéptidos (NRPs) (Chandler et al., 2015). Tanto en la
induccion de resistencia sistémica (ISR) como en la resistencia sistémica adquirida
(SAR), la senalizacion se encuentra mediada por fitohormonas como el &cido salicilico
(SA), el &cido jasmonico (JA) y el etileno (ET) (Pieterse et al., 2014).

Las cepas de Bacillus no solo inducen la IRS mediada por JA/ET, sino pueden
estimular la SAR produciendo SA sobre la superficie de la raiz. La combinacion de ISR

y SAR puede incrementar la proteccidn contra diferentes patdgenos (Li et al., 2014).

A nivel in vivo, Ryu et al. (2003) informaron que Bacillus subtilis GB03 y B.
amyloliquefaciens IN937a producen el 2,3-butanediol, un metabolito capaz de inducir la
resistencia en Arabidopsis thaliana contra Pectobacterium carotovorum subs
carotovorum. Las diferentes estirpes de Bacillus utilizan un mecanismo complicado en el
biocontrol de organismos fitopatdgenos que incluye la produccion de antibioticos, sintesis
de enzimas hidroliticas y los VOCs y la induccion de respuestas de resistencia en la
planta. Es de suponer que las razas de Bacillus reconocidas como excelentes
biocontroladores posean varios mecanismos de biocontrol que actian de manera
sinérgica.

En sintesis, Bacillus subtilis manifiesta un mecanismo de biocontrol directo e
indirecto para exterminar las enfermedades causadas por patdégenos. EI mecanismo
directo incluye la produccién de varios tipos de metabolitos secundarios, hormonas,
enzimas degradadoras de la pared celular y antioxidantes que participan en la defensa de
la planta contra el ataque de patogenos. EI mecanismo indirecto incluye la promocion del
crecimiento de las plantas y la induccidn de resistencia sistémica adquirida. Ademas, tiene
la capacidad de solubilizar el fosforo presente en el suelo, mejorar la fijacion de nitrégeno

y producir sider6foros que promueven el crecimiento de la planta (Hashem et al., 2019).
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T. harzianum y B. subtilis son organismos enddfitos que actlan como
biofungicidas y bioestimulantes, por lo que son considerados agentes potenciales para el

biocontrol de enfermedades fungicas.



CONCLUSIONES

Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum inoculados juntos y cinco dias antes que
Cylindrocarpon destructans, causan menor incidencia y mayor reduccion
significativa de pudricion radicular en plantas de orégano respecto al azoxystrobin.
Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum inoculados juntos y cinco dias antes que
Cylindrocarpon destructans causan efecto bioestimulante significativo sobre la
altura de la planta, longitud de la raiz, materia seca del follaje y la raiz de la planta

de orégano respecto al azoxystrobin.



RECOMENDACIONES

Complementar con la identificacion molecular del agente causal de la pudricion
radicular del orégano.

Desarrollar pruebas del efecto de Bacillus subtilis y Trichoderma harzianum a
diferentes dosis sobre plantas de orégano con pudricion radicular en el campo.
Evaluar la biodiversidad de los hongos endofitos en el cultivo del orégano.
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ANEXOS

Anexo 1. Anélisis de varianza para el porcentaje de incidencia de los tratamientos en el control

de C. destructans, bajo condiciones de invernadero. Tacna 2019.

Fuentes de Grados de| Sumade |Cuadrado F p-valor
variabilidad libertad |cuadrados| Medio |calculado 0.05
Bloques 2 23,164 11,582 1,000 0,392 NS
Tratamientos 7 23656,960 | 3379,566 | 291,888 | 0,000 *
Error 14 162,096 11,578

Total 23 23842,220
C.V. 8,448 %

Anexo 2. Analisis de varianza para el porcentaje de reduccion de la enfermedad de los

tratamientos en el control de C. destructans, bajo condiciones de invernadero. Tacna 2019.

Fuentes de Grados de| Sumade |Cuadrado F p-valor
variabilidad Libertad |cuadrados| Medio |calculado 0.05
Bloques 2 23,171 11,585 1,000 0,392 NS
Tratamientos 7 23656,970 | 3379,567 | 291,882 0,000 *
Error 14 162,099 11,578
Total 23 23842,240
C.V. 5,698 %

Anexo 3. Analisis de varianza para la altura de la planta de los tratamientos en el control de C.

destructans bajo condiciones de invernadero. Tacna, 2019.

Fuentes de Grados de | Sumade |Cuadrado F p-valor
variabilidad Libertad |cuadrados| medio |calculado 0,05
Bloques 2 7,054 3,527 2,138 0,154 NS
Tratamientos 7 209,260 29,894 18,121 0,000 *
Error 14 23,095 1,649

Total 23 239,410

C.V. 3,118 %
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Anexo 4. Analisis de varianza para la longitud de la Raiz de los tratamientos para el control de

C. destructans, bajo condiciones de invernadero. Tacna, 2019.

Fuentes de Grados de| Sumade |Cuadrado F p-valor
variabilidad libertad |cuadrados| medio |calculado 0.05
Bloques 2 0,461 0,230 0,266 0,770 NS
Tratamientos 7 594,179 84,882 97,948 | 0,000 *
Error 14 12,132 0,866
Total 23 606,792

C.V. 3,878 %

Anexo 5. Analisis de varianza para el porcentaje de materia sea del follaje de los tratamientos

para el control de C. destructans, bajo condiciones de invernadero. Tacna, 2019.

Fuentes de Grados | Sumade |Cuadrado F p-valor

variabilidad de cuadrados| medio |calculado 0,05
libertad

Bloques 2 4,187 0,505 1,148 0,3448 NS

Tratamientos 7 3269,566 | 467,080 | 256,083 | 0,000 *

Error 14 25,535 1,823

Total 23 3299,288

C.V. 2,962 %

Anexo 6. Analisis de varianza para el porcentaje de materia seca de la raiz de los tratamientos

para el control de C. destructans, bajo condiciones de invernadero. Tacna, 2019.

Fuentes de Grados | Sumade |Cuadrado F p-valor

variabilidad de cuadrados| medio |calculado 0,05
libertad

Bloques 2 2,234 1,117 0,565 0,579 NS

Tratamientos 7 4764,716 | 680,674 | 344,634 | 0,000 *

Error 14 27,651 1,975

Total 23 4794,601

C.V. 2,166 %




Anexo 7. Porcentaje de incidencia de la enfermedad de los tratamientos en el control de C.

destructans, bajo condiciones de invernadero. Tacna, 2019.

Tratamientos I I i
T1(THa) 16,67 16,67 16,67
T2 (BSa) 33,33 33,33 33,33
T3 (THj) 16,67 16,67 16,67
T. (BSj) 16,67 16,67 16,67
Ts (TAa) 66,67 66,67 66,67
Te (TA)) 66,67 66,67 66,67
T7 (TE) 100 100 100
Ts (T) 16,67 0 0

Anexo 8. Porcentaje de reduccion de la incidencia de la enfermedad de los tratamientos en el
control de C. destructans, en invernadero. Tacna, 2019.

Tratamientos I 1 11
T1(THa) 83,33 83,33 83,33
T2 (BSa) 66,67 66,67 66,67
T3 (THj) 83,33 83,33 83,33
T4 (BS)) 83,33 83,33 83,33
Ts (TAa) 33,33 33,33 33,33
Te (TA)) 33,33 33,33 33,33
T7 (TE) 0 0 0
Ts (T) 83,33 100 100

Anexo 9. Altura de la planta de los tratamientos en el control de C. destructans, bajo condiciones

de invernadero. Tacna, 2019.

Tratamientos

T4 (BSj) 42,9 41,9 42,8
Ts (THj)) 41,2 416 42,9
T2 (BSa) 472 445 456
T1 (THa) 47 445 438




85

Ts (TAa) 40,5 38,8 38,1
Te (TA)) 39,8 40,2 39

T7 (TE) 37,4 34,4 39,8
Ts (T) 38,3 37,9 38,5

Anexo 10. Longitud de la raiz de los tratamientos en el control de C. destructans, bajo condiciones

de invernadero. Tacna, 2019.

Tratamientos I 1 11
T2 (BSa) 31,4 29,8 29
T1 (THa) 29,8 29 29
T3 (THj) 26,7 27,4 29
T4 (BS)) 27,4 29,8 27,4
Ts (TAa) 20,4 21,2 21,2
Te (TA)) 19,6 20,4 21,2
T7 (TE) 17,2 17,2 16,4
Ts (T) 18,8 18,8 18

Anexo 11. Materia seca de follaje de los tratamientos en el control de C. destructans bajo

condiciones de invernadero. Tacna, 2019.

Tratamientos I 1 1
T, (BSa) 59,35 60,56 60,68
T1 (THa) 54,59 57,5 56,58
T3 (THj)) 56,89 58,76 57,79
T4 (BS)) 56,74 53,34 52,58
Ts (TAa) 33,47 36,59 33,53
Te (TA)) 36,78 36,96 34,26
T7 (TE) 31,69 31,74 31,88
Ts (T) 35,07 33,58 33,45
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Anexo 12. Materia seca de raiz de los tratamientos en el control de C. destructans, bajo

condiciones de invernadero. Tacna 2019.

Tratamientos | I 11
T:(THa) 76,25 75,05 78,93
T, (BSa) 79,94 80,93 80,87
T3 (THj) 79,49 77,44 78,59
T4 (BS)) 78,95 73,84 77,14
Ts (TAa) 54,39 56,92 55,53
Te (TA]) 57,2 58,89 57,16
T (TE) 40,72 40,04 41,1
Ts (T) 52,74 52,64 52,31

Anexo 13. Sintomas en el follaje y raiz observados en campo en cultivo de orégano con pudricion

radicular. Candarave, Tacna.

Sintomas en el follaje

Sintomas en la raiz

Necrosis de ramas

Hojas pequefias

Amarillamiento de hojas basales

Necrosis apical de hojas basales

Disminucién del crecimiento

Ramas delgadas con poco vigor

Ennegrecimiento de raices y raicillas

Descortezamiento de raices y raicillas




	Portada
	Hoja de jurados
	Certificado de similitud
	Dedicatoria
	Agradecimientos
	ïndice general
	Resumen
	Abstract
	Resumo
	Introducción
	Capítulo I Planteamiento del problema
	Capítulo II Marco teórico
	Capítulo III Marco filosófico
	Capítulo IV Marco metodológico
	Capítulo V Resultados
	Discusiones
	Conclusiones
	Recomendaciones
	Referencias bibliográficas
	Anexos



