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RESUMEN

Phytophthora cinnamomi es el causante de la mayor pérdida de cultivos de aguacate
en el Ecuador y a nivel mundial. Este fitopatogeno fue aislado e identificado
morfoldgica y molecularmente de raices de arboles de aguacate del sector de
Monteolivo provincia del Carchi, infectados con esta enfermedad. Con el patdogeno
aislado e identificado se procedid a realizar pruebas de antagonismo con T.viride, T.
harzianum, Trichoderma comercial y una Trichoderma aislada de cultivos de
aguacate del sector de estudio de los cuales. T. viride, T. harzianum 'y Trichoderma
nativa ejercieron mejor biocontrol en porcentaje de inhibicion de crecimiento
(PICR), en tanto que 7. viride se destaca en el biocotrol por competencia por espacio
y nutrientes. Todas las Trichodermas presentan antagonismo por micoparasitismo,

con mayor grado de micoparasitismo por parte de 7. viride.

PALABRAS CLAVE:
* P. cinnamomi
* ANTAGONISMO
* Trichoderma
¢ COMPETENCIA
* PICR
¢ MICOPARASITISMO
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ABSTRACT

Phytophthora cinnamomi causes the greatest loss of avocado crops in Ecuador and
worldwide. This plant pathogen was isolated from avocado infected tree roots in
Carchi's province Monteolivo area, then it was identified by morphology and
molecular based methods. The pathogen antagonism was tested against 7richoderma
viride, T. harzianum, one commercial Trichoderma strain and one isolated native
strain from avocado studied crop area.

T. viride, T. harzianum and native Trichoderma strain showed best percentage
inhibition pf the radial growth (PRGI) P. cinnamomi, whereas in T. viride showed
the best result in the antagonism test by competition for space and nutrients.

Whole Trichoderma strains presented antagonism by mycoparasitism 7. viride

showed the best result.

KEYWORDS:
* P. cinnamomi
* ANTAGONISM
* Trichoderma
e COMPETITION
* PRGI
e MICOPARASITISM



1 CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1 Formulacion del Problema

El aguacate (Persea americana), es un arbol originario de México, Guatemala, El
Salvador y Perti, que pertenece a la familia de las Lauraceas, y que hoy en dia es de
importancia econdmica en mas de 70 paises (Ponce et al., 2013).

En el Ecuador, el aguacate ha dejado de ser un cultivo de produccién nacional,
para ser un producto con alto potencial de exportacion debido a su capacidad de
produccion en todo el afio y a sus caracteristicas de sabor y calidad (Ponce et al.,
2013). El Ecuador ha exportado cerca de 25,7 mil toneladas de aguacate en los afios
2004 al 2008 con un crecimiento anual de 3,12 %, y es un cultivo que va tomando
cierta importancia en la industria agricola nacional (CICO, 2009).

Seglin el Ministerio de Agricultura y Pesca (2016), en la actualidad en el Ecuador
las hectareas de plantacion del Aguacate son de 7.797 con una produccion de 26.258
toneladas métricas, de las cuales 1.161 hectareas se pierden por sequia, plagas,
enfermedades, inundaciones, y especificamente 175 hectareas se pierden por
enfermedades. La principal enfermedad que afecta a nivel mundial los arboles de
aguacate es la “Tristeza del aguacatero” (Lopez et al., 1997).

La “Tristeza del aguacatero” o “podredumbre de la raiz” es la enfermedad que
mas ataca al aguacate y es producida por el oomycete Phytophthora cinnamomi que
sin tratamiento adecuado ocasiona la muerte del arbol al destruir su sistema radicular

(Ponce et al., 2013).



1.2 Justificacion del Problema

Existen microorganismos antagonistas, que se los puede aprovechar como control
biologico debido a los problemas y limitaciones del uso de agroquimicos por el costo
que implican y que se han encontrado aislamientos de microorganismos y resistencia
a fungicidas como el Metalaxyl (Almaraz et al., 2012).

La Trichoderma es uno de los organismos de control bioldgico mas estudiados ya
que estd ampliamente distribuida por todas las latitudes y se lo encuentra
naturalmente en ambientes que tienen materia organica o desechos vegetales en
descomposicion. Su capacidad para producir diversos metabolitos antibidticos asi
como el micoparasitismo le da a la Trichoderma su capacidad antagonista variable
(Martinez, Infante y Reyes, 2013).

Debido a que es importante disminuir el uso de agroquimicos, en el presente
trabajo ademas de la identificacion del fitopatégeno causante de la pudricion de raiz
en los arboles de aguacate se busca analizar In vitro antagonistas del género

Trichoderma que combatan de manera viable a P. cinnamomi.

1.3 Objetivos de la Investigacion

1.3.1 Objetivo general

Aislar e identificar Phytophthora cinnamomi causante de la pudricion de raices en
el aguacate (Persea americana) y realizar pruebas de antagonismo In vitro con

Trichoderma spp.



1.3.2 Objetivo especifico

* Aislar Phytophthora cinnamomi de las raices de aguacate (Persea
americana).

* Identificar molecularmente al oomicete Phytophthora cinnamomi que infecta
cultivos de aguacate (Persea americana).

* Aislar Trichoderma spp. de suelos propios de la zona de cultivo de aguacate
(Persea americana).

* Realizar pruebas antagoénicas In vitro con Phytophthora cinnamomi 'y

Trichoderma spp. de cepario, aislada y comercial.

1.4 Marco teorico

1.4.1 Aguacate

Clasificacion Taxonoémica
Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Laurales
Familia: Lauraceae
Género: Persea
Especie: Persea americana
El aguacate es un frutal originario de México y centro América. En el Ecuador es
un frutal de importancia de cultivo en las provincias de Carchi, Imbabura, Pichincha,
Tungurahua, Azuay y Loja (Ponce et al., 2013).
El 4rbol de aguacate es de hoja perenne y en sus zonas de origen alcanza alturas

desde 10-15m (raza Mejicana) a 30m (Guatemalteca y Antillana) aunque en
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plantaciones comerciales generalmente se intenta mantener a una altura de unos 7

metros para facilitar su manejo y recoleccion (Alcaraz, 2009).

El sistema radicular no es muy profundo y no se extiende mas alla de la zona que
cubre el follaje, aunque también se observan raices de anclaje que penetran en el
suelo hasta 3-4 metros de profundidad (Alcaraz, 2009).

Los mejores suelos para su cultivo son los de textura media, suelos francos arcillo
arenosos, profundos (0.80 a 1.50 metros), con buen drenaje interno y superficial, con
3 a 5% de materia orgdnica. No es aconsejable plantar arboles en suelos salinos,
arcillosos o con capas duras que impidan el buen desarrollo radicular (Alcaraz,
2009).

Segin Hernandez, 2015 su fruto cada dia tiene mayor aceptaciéon debido a su
valor nutritivo, alto rendimiento y la capacidad de ofertarlo durante todo el afio a
diferencia de otros paises productores en los cuales se realiza por temporadas.

El cultivo de aguacate esta expuesto a ciertos factores que limitan su produccion
de los que se debe tomar en cuenta: nutrientes, tipo de suelo, ataque de plagas y
enfermedades (Toapanta, 2013).

Segun Erwin y Ribeiro (1996), citados en Toapanta (2013), una de las
enfermedades de importancia que afecta el cultivo de aguacate es la “Tristeza del
aguacatero o Pudricion Radicular”, que es reconocida como la principal enfermedad

que afecta arboles de aguacate y que es un factor limitante en su produccion.

1.4.2 Tristeza del Aguacatero

La “Tristeza del Aguacatero”, también conocida como “Muerte descendente” o
“Pudricion radicular”, es una enfermedad que ataca a arboles de diferentes edades se
caracteriza por un progresivo decaimiento que eventualmente conduce a la muerte
del arbol severamente atacado.

La principal causa para que se desarrolle esta enfermedad, son suelos con mal
drenaje. El exceso de agua en el suelo reduce la cantidad de oxigeno de un 6ptimo

30% a un 17%, lo que lleva a un desequilibrio hormonal de las plantas aumentando
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la cantidad de etileno (Ferreyra et al., 2011). Su acumulaciéon produce dafios al

sistema radical de la planta. Estos dos factores facilitan la accion P.cinnamomi ya
que el exceso de agua proporciona un medio adecuado para la produccion de esporas
moviles que se difunden hacia la raiz del aguacate y las lesiones que sufren por la
acumulacion de etileno facilita la infeccion del fitopatdgeno (Stolzy et al., 1967).

Los sintomas en el arbol de aguacate son: inicialmente se presenta una defoliacion
parcial, las ramas se secan y defoliacion en la copa, se produce clorosis en donde el
follaje de la planta produce insuficiente clorofila. También se detiene el crecimiento
vegetativo y con esto la produccion en calidad y cantidad. Cuando se evaltan las
raices (Figura 1) se puede evidenciar necrosis y una pudricion total o parcial de las

raicillas (Toapanta, 2013).

Figura 1 Planta de aguacate con sintomas de “Tristeza del aguacatero”
Nota: A) Raiz con necrosis B) Hojas con clorosis y C) Sintomas de defoliacion.

Fuente: (Sepulveda et al., 2010).

1.4.3 Phytophthora cinnamomi

Phytophthora cinnamomi es el agente causante de “La tristeza del Aguacatero”.
Fue descrito por primera vez en Burma, Sumatra por Rands en el afio de 1922. Esta
enfermedad es la de mayor importancia en cultivos de aguacate, econdémicamente
representa un limitante para la produccion a nivel mundial (Toapanta, 2013).

El fitopatégeno presenta una amplia distribucion mundial ya que es un habitante
natural de la mayoria de suelos, llega atacar a mas de 600 plantas de interés
econémico para el hombre entre las que se destacan cultivos de pifia, durazno,
mango, manzano, macadamia, papaya, pino, ciprés y eucalipto, entre otras (Osorio,

2009).



Clasificacion Taxondémica
Segun la OEPP/ EPPO (2004), P. cinnamomi se clasifica en:
Reino: Chromista
Phylum: Oomycota
Clase: Oomycetes
Orden: Peronosporales
Familia: Peronosporaceae
Género: Phytophthora

Especie: P. cinnamomi

1.4.3.1 Caracteristicas Morfologicas microscopicas.

Los oomycetes se caracterizan por tener hifas hialinas no septadas, sus
membranas contienen lipidos, su pared celular estd formada de B-glucanos y celulosa
a diferencia de los hongos que su pared esta constituida por quitina (Toapanta, 2013,
pp. 22-25). La principal caracteristica para identificarla de otras especies de
Phytophthora, es el hecho de que sus hifas (Figura 2) presentan hinchazones hifales
o clamidosporas de paredes delgadas, con un aspecto coraliforme (Rojas, 2004, pag.
10).

El esporangio (Figura 2) posee una forma ovoide, elipsoide, elongado, no
papilado y redondeado en su base, con un tamafio de 57 um de largo y 33 um de
ancho (Robin, Smith, & Hansen, 2012).

Las clamidosporas (Figura 2) se forman a partir de hifas, son abundantes e
infectan el tejido, tienen forma globosa y se encuentran en el micelio intercaladas o
en seccion terminal. Su tamafio va desde 31 a 50 um con un tamafio medio de 41 pm
(Toapanta, 2013).

Los gametangios son formas sexuales, anteridio (masculino) y oogonio
(femenino). Los oogonios son esféricos de 40 pm de didmetro, y los anteridios son
sub-claviformes largos de 21x23x17 um (Toapanta, 2013). P. cinnamomi es una

especie heterotélica, pero ha habido casos de reportes en que actiia como homotalica
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(Zentmyer, 1979), El apareamiento se da entre Al y A2, tanto Al como A2 son

bisexuales y tiene la capacidad de producir oogonios (“femenino”) o anteridios
(“masculino”) a partir de la diferenciacion de un micelio vegetativo, sin predileccion

alguna por un sexo en particular (Paez et al., 2004).

Figura 2 Morfologia microscopica de P. Cinnamomi
Nota: A) Hinchazones hifales y crecimiento coraliforme B) Esporangio C) Clamidospora.

Fuente: (Sanchez, Sanchez y Trapero, 2010).

1.4.3.2 Caracteristicas morfologicas y de crecimiento In vitro

La morfologia de la colonia (Figura 3) en medio PDA (Potato Dextrose Agar)
presenta un crecimiento micelial con patréon de tipo roceta o tipo camelia (Inge,
1993).

Este fitopatdgeno suele desarrollarse mejor en condiciones de alta humedad,
el micelio tiene maximo crecimiento entre los 24-27 °C, y se afectado sobre los

33 °Cy por debajo de los 12°C (Toapanta, 2013).



Figura 3 Crecimiento de P. cinnamomi en medio PDA
Fuente: (Almaraz, Alvarado y Saavedra, 2012).

1.4.3.3 Modo de infeccion

Segun Toapanta (2013), P. cinnamomi se desarrolla como saprofito en el suelo
cuando las condiciones no son favorables y lo puede hacer por largo periodo de
tiempo, para luego, en condiciones favorables, esporular y producir un vasto niimero
de zoosporas asexuales biflageladas, atraidas por sitios de infeccion, por ejemplo
donde la raiz de la planta pudo haber sufrido una lesion, y en donde inicia el ataque e
invaden la planta. En pocos dias las hifas se ramifican a lo largo de la raiz en la
planta susceptible, forman el esporangio en la superficie de la raiz y rapidamente
vuelve a su ciclo de produccion de zoosporas para desarrollo de la enfermedad

(Figura 4).
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Figura 4 Ciclo de infeccion de P. cinnamomi
(Department of sustainability and enviroment, 2008)

1.4.4 Control Biologico

Segun Baker y Cook (1965) citados en Cook (1984), se define al control biologico
en el sentido mas amplio como el uso de cualquier organismo para el control de un
patogeno sin incluir por supuesto al hombre.

Al abordar el caso de las plantas se conoce que interactuan con poblaciones de
microorganismos como hongos, levaduras y bacterias, entre otros. Estas
interacciones se dan de forma beneficiosa, neutra o perjudicial. Los patégenos actuan
de forma perjudicial, por el contrario existen microorganismos que lo hacen de
manera positiva con la produccion de sustancias promotoras de crecimiento vegetal e
induccion de resistencia frente a fitopatogenos. De forma indirecta, las plantas
también se ven favorecidas cuando los microorganismos antagonizan a los

fitopatogenos (Mondino, 2003).
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Los antagonistas presentan diferentes modos de accidén para ejercer su efecto

biorregulador, que determinan su seleccion como agente de control bioldgico. Desde
los primeros estudios, hasta el presente acerca del control bioldgico, entre las
especies mas ampliamente estudiadas y aplicadas, se encuentra el género
Trichoderma debido a su plasticidad ecoldgica, capacidad reproductiva, efecto
estimulante sobre cultivos y su accion como inductor de resistencia sistémica en la

planta a diferentes patogenos (Infante et al., 2009).

1.4.5 Trichoderma spp.

El género Trichoderma fue descrito hace doscientos afios y son de los hongos mas
difundidos en la naturaleza, tiene una amplia gama de habitat y se lo encuentra en
ecosistemas que van desde la tundra hasta los tropicos (Felix, Ferreira y Miller,
2014).

Segin Gumedo et al., 2009 , Trichoderma spp. se clasifica en:

Reino: Myceteae

Division: Eumycota

Subdivisién: Ascomycotina
Clase: Euascomycetes

Orden: Hyphocreales

Familia: Hypocraceae

Género: Trichoderma e Hypocrea

Estos miembros de los ascomicetos son los hongos sapréfitos y biotréficos,
comunmente aislados. Se los encuentra con frecuencia en la madera muerta y la
corteza, en el suelo y rizosfera (Nascimento, Stecca y Neves, 2014).

Se conoce que producen una amplia gama de sustancias antibidticas para parasitar
otros hongos, compite con varios microorganismos por los exudados de semillas que
estimulan germinacion de propagulos en hongos fitopatogenos de suelo. Inhiben y
degradan pectinasas y enzimas que son esenciales en los fitopatdgenos para penetrar

superficies de hojas. Lo mds comun es su competencia con microorganismos del
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suelo por nutrientes y espacio. Por este potencial antagonista es que Trichoderma es

una alternativa al control quimico contra un amplio nimero de patégenos fingicos de
plantas.

Segun Ghisalberti y Sivasithamparam (1991), Trichoderma produce metabolitos
secundarios, que pueden inhibir el crecimiento de Phytophthora cinnamomi. En otro
estudio Chamberts y Scott (1995) en experimentos In vitro se encontré que
Trichoderma inhibia el crecimiento de Phyotophthora, ademas prevenia lesiones en

brotes del Castano.

1.4.5.1 Caracteristicas morfologicas microscopicas

Los conidioforos (Figura 5) son erectos, hialinos, en su mayoria ramificados, no
verticilados, y pueden ser solitarios o en grupo (Chavez, 2006).

Las fidlides (Figura 5) tienen forma de botella, son hinchadas en la region central,
pero delgadas hacia el apice, son hialinas y con éangulo recto respecto a los
conidiéforos (Chavez, 2006).

Las conidias (Figura 5) son células unicelulares, subglobosas u oblongas, hialinas
o verdes, lisas o equinuladas y se encuentran en masa en los 4pices de las fialides.
Estos de importancia para la identificacién taxondmica a nivel de especies (Chavez,

20006).
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Fialide Conidios

Conidioforo

Figura 5 Trichoderma spp. : Conidios, fidlides y conidioforo (400x)
Fuente: (Martinez et al., 2009).

1.4.5.2 Crecimiento en cultivo In vitro

La mayoria de colonias de 7Trichoderma spp en su inicio tiene un color blanco,
luego toma un color verde oscuro o amarillento debido a una densa esporulacion. En
agar PDA presenta un crecimiento rapido de cinco dias a 25 °C. La colonias son de
aspecto algodonoso que se compactan con el tiempo. Si su desarrollo se alterna con
periodos de luz y oscuridad, se tienen zonas de crecimiento con respecto a cada
periodo. En ausencia de luz, el micelio es de color blanco algodonoso y en presencia
de luz se tiene esporulacion con tonalidades verdosas, dando la apariencia de anillos
en forma concéntrica. En el reverso de la caja generalmente se observa un color

palido y en ocasiones pigmentacion amarillenta (Sanchez, 2009).

1.4.5.3 Mecanismo de accion antagonista de Trichoderma spp.

Varios modos de accion son los que usa Trichoderma spp. para la supresion de

patogenos en plantas. Incluyen produccion de antibidticos (antibiosis), competencia
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por nutrientes, estimulacion de mecanismos de defensa en la planta, produccion de

enzimas degradadoras de pared celular (Parasitismo) y posibles combinaciones de
estos mecanismos de accion (Chavez, 2006).

La antibiosis se da sin el contacto fisico alguno de Trichoderma spp. con otros
microorganismos. La antibiosis ocurre cuando hay una interaccion de los compuestos
difusibles de bajo peso molecular o antibidticos producidos por cepas de
Trichoderma spp. que inhiben el crecimiento de otros microorganismos, ademas que
Trichoderma spp. produce metabolitos toxicos volatiles y no volatiles que impiden la
colonizaciéon de microorganismos antagonizados, entre estos metabolitos
encontramos, acido harzianico, alameticinas, tricholinas, peptaiboiles, antibidticos,
6- penthyl alfa pirona, massoilactona, viridina, gliovirina, glisoperonas, &acido
heptéldico. Se cree que existen moléculas que aiin no han sido descritas (Martinez et
al., 2009).

La competencia se define como el comportamiento igual de dos 0 mas organismos
ante un mismo requerimiento (sustrato, nutrientes), siempre y cuando el uso de este
por uno de los organismos, reduzca la disponibilidad de espacio para los demaés. Este
tipo de antagonismo se ve favorecido por las caracteristicas del agente de control
bioldgico como su velocidad de crecimiento y desarrollo, plasticidad ecoldgica, y por
otro lado por factores externos, como tipo de suelo, pH, temperatura, humedad entre
otros (Martinez et al., 2009).

Trichoderma spp. posee la caracteristica de plasticidad ecoldgica por su capacidad
de crecimiento en diferentes suelos en forma natural, ademas de ser un excelente
competidor por espacio y recursos nutricionales, debido a su alta velocidad de
crecimiento, abundante esporulacion, y amplia gama de sustratos en los que puede
crecer(Martinez et al., 2009).

El Micoparasitismo es el ataque directo de un hongo a otro, proceso complejo que
involucra eventos secuenciales: reconocimiento, ataque, penetracion subsecuente y
muerte del huésped (Chavez, 2006).

Trichoderma durante el proceso de parasitismo crece quimiotrépicamente hacia el
hospedante, se adhiere a las hifas del mismo, se enrollan frecuentemente en ellas y en
ocasiones las penetran(Martinez et al., 2009).

La capacidad de inducir resistencia en una amplia variedad de plantas a un rango

de enfermedades causadas por varias clases de patdogenos, parece ser caracteristica de
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este género, de hecho hay evidencia de existencia de resistencia sistémica, ya que el

control de la enfermedad ocurre en sitios distantes a la ubicacion de la Trichoderma
spp. Existen tres compuestos producidos por Trichoderma spp. que inducen
resistencia en la planta: 1) Proteinas con funciones enzimaticas, 2) homoélogos de
proteinas codificadas para avilurencia, y 3) Oligosacaridos y otros compuestos de

bajo peso molecular (Chavez, 2006).

1.5 Hipotesis de la Investigacion

El oomycete P. cinnamomi causante de la pudricion de raiz de aguacate es

controlado In vitro, mediante antagonismo por Trichoderma spp.
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2 CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS

2.1 Participantes

El proyecto de tesis fue desarrollado por Nelson Gabriel Carrera Mena, con la

colaboracion de Alma Koch M.Sc, en calidad de Directora.

2.2 Zona de estudio

Los estudios se realizaron en campo y laboratorio:

2.2.1 Fase de campo

Los muestreos se llevaron a cabo en plantaciones de aguacate en el sector de
Pueblo Nuevo, parroquia Monteolivo, Cantén Bolivar, Provincia del Carchi con las

coordenadas Latitud: 0.4 y Longitud: -77.8833.

2.2.2 Fase de laboratorio

El trabajo de investigacion se realizd en el Laboratorio de Microbiologia
Ambiental de la Carrera de Ingenieria en Biotecnologia de la Universidad de las
Fuerzas Armadas - ESPE, ubicado en Sangolqui en la Av. El Progreso s/n, parroquia

Sangolqui, canton Rumifiahui, provincia de Pichincha, Ecuador.
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2.3 Periodo de Investigacion

El proyecto contemplo los meses desde Septiembre 2015 hasta Marzo del 2016,

con una duracion de siete meses.

2.4 Aislamiento e identificacion de Phytophthora cinnamomi.

2.4.1 Muestreo de raices infectadas

De una parcela de arboles de aguacate de 5x5 arboles, con edades entre 5 a 10
afios, que presentaban los siguientes sintomas de la enfermedad “Tristeza del
Aguacatero”, amarillamiento de hojas, defoliacion en la copa de arboles, se tomo
muestras de arboles ubicados en las esquinas de la parcela y de un arbol ubicado en
el centro. Las muestras fueron obtenidas de las raices secundarias, en los cuatro
puntos cardinales de cada arbol. Se us6 una pala para cavar 30 cm, y se prosiguid a
tomar las muestras de raices secundarias, las cuales fueron puestas en envases

plasticos estériles y llevados al laboratorio.

2.4.2 Aislamiento de Phytophthora cinnamomi.

Se realiz6 el aislamiento dentro de una cdmara de flujo laminar marca ESCO
modelo AC2-4S2, se tomaron partes del margen de la lesion en la raiz, se lavd con

agua destilada, secuencialmente con una desinfeccion superficial con cloro por un
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minuto, agua destilada por un minuto, alcohol al 70% por un minuto y finalmente se

lavd con agua destilada por un minuto.

Figura 6 “Tristeza del Aguacatero”
Nota: Izquierda, sintomas de “Tristeza del Aguacatero” en la planta de aguacate. Derecha, tipo de
raices que se tomaron para el muestreo con cierto grado de afectacion por la enfermedad.

Se secd la muestra con papel filtro esterilizado. Con el bisturi flameado, se
tomaron pequefias porciones del margen de la lesion y se colocaron en cajas Petri
con medio de cultivo selectivo para Phythophthora spp. (Masago et al., 1976). Se
us6 medio PDA (Papa dextrosa agar) al 1% suplementado con los antifiingicos:
Benomyl (50%) 10 pg/mL, Nistatina (2000 U/mg) 25 upg/mL, y PCNB
(Pentacloronitrobenceno) 25 ug/mL, ademds contiene los siguientes antibidticos
Estreptomicina 25 pg/mL y Ampicilina 500 pg/mL. Por ultimo se afiade el uso de
Hymexazol 50 pg/mL para inhibir el crecimiento del género Pythium e incubd a
temperatura del ambiente del laboratorio, 22-28°C (Anexo 1), temperatura minima y

maxima respectivamente.



Figura 7 Aislamiento de P.cinnamomi
Nota:Desinfeccion superficial de raices de aguacate (derecha). Siembra de raices de aguacate en
medio selectivo para Phytophthora (izquierda).

2.4.3 Caracterizacion macroscopica de Phytophthora cinnamomi en medio de

cultivo en caja Petri.

Se evalu6 el didmetro de crecimiento diario de los aislados en medio de cultivo
PDA. Se describieron caracteristicas referidas a velocidad de crecimiento del
micelio, color de la colonia aislada, forma y textura de la colonia. Para esto se
realizaron cinco repeticiones del cultivo del fitopatégeno y se mantuvieron a
temperatura del laboratorio. La mediciones de crecimiento se las realizé mediante el
escaneo de cada caja sembrada con el fitopatdogeno y los radios medidos con la ayuda
del programa Image J version 1.49. Mediante observacion visual, se defini6 el color
de la colonia, su forma y textura en base a lo especificado por Organisation
Européenne et Méditerranéenne pour la Protection des Plantes European and

Mediterranean Plant Protection Organization (OEPP/EPPO, 2004).
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2.4.4 Caracterizacion morfologica de Phytophthora cinnamomi

Para efecto de la identificacion morfologica, se sembrod P. cinnamomi en medio
PDA para observar hinchazones hifales y crecimiento coraliforme. Al cabo de tres
dias del cultivo, se tomo con cinta scotch una muestra del oomycete, y se colocé en
portaobjetos que contenia una gota de azul de lactofenol y se procedi6 a observar en
un microscopio marca Olympus CH2.

Para la observacion de esporangio y clamidosporas se prepardé medio agar- jugo
V8 seglin Villegas y Castafio, 2001 compuesto de Jugo V8 200 mL/L, CaCOs3 3
g/L, Agar 15 g/L. Para el caso del medio agar-jugo V8 se esterilizaron cajas Petri,
con portaobjetos en su interior. En una camara de flujo, se verti6 300 uL del medio
sobre el portaobjetos y una vez solidificado, se sembr6 P. cinnamomi. Se dejo crecer
el oomycete durante tres dias, después se inundd con 20 mL de agua destilada estéril
y se dejo en presencia de luz por 10 d, para proceder a la observacion en un
microscopio Olympus modelo CX-21 y a la mediciéon con un ocular micrométrico
M-303 WF-10X/20 mm, que se reemplaza a un ocular comiin en el microscopio.

Para la caracterizacion morfoldgica, se tomo en cuenta los criterios descritos por
Organisation Européenne et Méditerranéenne pour la Protection des Plantes

European and Mediterranean Plant Protection Organization (OEPP/EPPO, 2004).

2.4.5 Identificacion Molecular de Phytophthora cinnamomi

2.4.5.1 Extraccion de DNA

Se sembr6 a P. cinnamomi en medio PDB (Caldo Papa Dextrosa), durante
dos semanas a temperatura ambiente. A continuacién con una bomba al vacio
WELCH modelo 2545 B-01, se extrajo el medio de cultivo, hasta tener una cantidad

minima de humedad, se procedi6 a pesar veinte miligramos de la muestra y se sigui6
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el método propuesto por (Weising et al., 1994) con ciertas modificaciones. Se colocéd

la muestra en un tubo eppendorf de 2 mL y se anadi6 1 mL de tampdn de extraccion
(Anexo 2), se la macerd por 10 min, a continuacion se agreg6 0,5 mL de cloroformo:
isoamil alcohol (24:1 v/v), nuevamente se macerd ligeramente por 2 min y se
incubaron los tubos con muestra a 55°C durante 30 min a 300 rpm en un
termobloque con agitacion marca ESCO modelo PROVOCELL. Se dejo los tubos
con muestra a temperatura ambiente durante 5 min y se centrifugé a 14000 rpm por
10 min. Se transfiri6 el sobrenadante a un tubo eppendorf de 2 mL nuevo, tratando
de evitar el contacto con la interfase, se afiadi6é un volumen (1:1 v/v ) de isopropanol,
y se puso en el congelador a -20°C durante 17 h. Se centrifugd por 10 min a 14000
rpm, se descartd el sobrenadante y se lavo el pellet con etanol al 70%. Se seco el
pellet por 25 min dentro de la cdmara de flujo, se disolvié en 500 puL en tampodn de
resuspension (Anexo 3), con 2 pL de RNAsa y se dejo actuar durante 30 min.
Finalmente se midid la concentracion de DNA con un nanodrop marca Thermo
Scientific, modelo 8000 y se disolvié con agua ultra pura a una concentracion 25

ng/pL. Luego se procedid a guardar en el congelador a - 20°C.

2.4.5.2 Amplificacion de DNA

Se amplifico el gen LPV, que segin Kong, Hong y Richardson (2003),
codifica proteinas de almacenamiento putativo en grandes vesiculas periféricas en
zoosporas de P. cinnamomi. Se us6 la técnica PCR con los cebadores Forward
LPV2F: 5' GTCCAAACCGACTCTTGCTCGATG 3', reverse LPV2R: &'
ACTGGGTCGA CAACGACTGCTTG 3', que son cebadores especificos para
P.cinnamomi (Kong, Hong y Richardson, 2003). Para realizar la técnica, se uso
GoTaq Green Master Mix de marca Promega, y se tomo en cuenta el inserto para
establecer las condiciones del master mix a usarse en la PCR (Anexo 4).

Para la PCR se utilizé un termociclador marca Labnet modelo Multigene-g con
las condiciones recomendadas por Kong, Hong y Richardson (2003), programada

con una denaturacion inicial de 96°C por 2 min, seguida de 39 ciclos: 94°C por 30 s,
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65°C por 45 s, 72°C por 1 min y una extension final 72°C por 10 min. Finalmente se

bajo la temperatura a 4°C por 10 min antes de llevar los tubos al congelador para su

previo uso para electroforesis.

2.4.5.3 Electroforesis

La electroforesis se realizd en gel de agarosa al 2%, para la preparacion del
gel y el corrimiento se usé el tampodn tris-acetato-edta (TAE) 1X (Anexo 5), se tomd
una alicuota de 5 pL del producto de PCR y se corri6 a 100 voltios durante 30
minutos. El gel se tifid con SYBRsafe para la visualizacion bajo un transiluminador
UV marca UVP modelo W/TFM-20. Se us6 5 pL. de un marcador molecular de

3000 pb para verificar el tamafio del amplicon luego de la electroforesis.

2.4.5.4 Secuenciacion de DNA

La secuenciacion fue realizada por la empresa Macrogen Inc. en Corea del Sur. Se
envio 15 pL del producto de PCR en tubos PCR de 0,5 mL , con DNA que fue
sometido a secuenciacion Sanger y los resultados obtenidos fueron recibidos por via
electronica. Los resultados fueron sometidos a analisis bioinformatico, se realizo el
alineamiento y ensamblaje de la secuencias con ayuda del software Geneious, se
compard el contigo, utilizando el algoritmo BlastN para realizar alineamiento con

secuencias de DNA que usa la base de datos del NCBI.
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2.5 Postulados de Koch

Se realizd la prueba de patogenicidad para cumplir con los postulados de Koch,
se inocularon plantas de Persea americana (Aguacate), por el método de inoculacion
de raiz propuesto por (Diaz et al, 2005).

Para preparar el indculo se usaron semillas de cebada, colocadas en matraces de
250 mL (145 g de semilla por matraz). Se cubrid la semilla completamente con una
solucion de agua con 0,2% de agar, se procedié a esterilizarlas con medio, en un
autoclave a 121°C durantel5 min a 1.2 kg/cm* de presion. Se tomaron cultivos de P.
cinnamomi de 5 d de crecimiento y dos meses en congelaciéon a -4°C con saca
bocados se obtuvieron discos con propagulos de micelio para colocarlos en las
semillas con medio dentro de la cdmara de flujo. Se incubd a 27°C durante tres
semanas, hasta cuando la semilla estuvo cubierta por el oomycete.

Se procedid a pesar 25 g del indculo con oomycete por planta. En el invernadero
se tuvieron tres plantas sanas de seis meses de edad de las cuales una se us6 una
como control y las otras dos se usaron para evaluar la infeccion con el fitoptogeno. A
las tres plantas se les retiro 5 cm de tierra por debajo de la base del tallo, donde
estuviera expuesta la raiz y se colocd en dos de ellas 25 g del indculo, y la planta
control fue inoculada con 25 g de semilla de cebada estéril sin el fitopatogeno. Las
plantas fueron regadas dos veces por semana y fueron evaluadas cada semana,
durante tres meses.

Luego de este tiempo se intent6 realizar un aislamiento del fitopatdogeno usando el

medio de cultivo para Phytophthora.

2.6 Conservacion de P. cinnamomi.

Para el almacenamiento con glicerol, se usaron cultivos en PDA del fitopatogeno
de 10 d de crecimiento. Se esterilizd agua destilada y glicerol al 1% a una

temperatura de 121°C y 1 atm por 15 min. Dentro de la cdmara de flujo laminar se
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procedié a colocar 0,5 mL de medio PDA en tubos eppendorf, de 2 mL y se dejo

solidificar el medio. Con la ayuda de un sacabocados de 4 mm de didmetro, se
colocaron discos de micelio del cultivo de 10 d en los tubos, con la adiciéon de 0,5
mL de glicerol, se los guard6 a -4 °C por una semana, para luego ser guardados en el
ultracongelador a -80 °C.

Para el almacenamiento en agua destilada estéril, se uso6 cultivos del fitopatogeno
en medio PDB. Dentro de la cdmara de flujo laminar se colocé 5 mL de agua
destilada estéril en tubos eppendorf de 10 mL, luego se tomo6 1 g de micelio del

fitopatogeno, se colocd en el tubo eppendorfy se almacend a -4°C.

2.7 Aislamiento de cepa nativa de Trichoderma spp.

2.7.1 Toma de muestra

De una parcela de arboles sanos de aguacate de 5x3 arboles, se tomaron muestras
de tierra de los arboles ubicados en las esquinas de la parcela y de un arbol ubicado
en el centro de esta, de aproximadamente 80 cm’ a una profundidad de 10 a 20 cm,

en frascos de plastico estériles.

2.7.2 Aislamiento de Trichoderma nativa de cultivos de Aguacate

Para el aislamiento se siguio el protocolo descrito por Moya et al. (2014). Se us6
medio de cultivo PDA, autoclavado a 121 °C durante 15 min a 1.2 kg/cm? de presion.
Se dejo enfriar el medio hasta 50 °C y se adiciond estreptomicina 200 mg/L y se

procedio a dispensar en cajas Petri estériles.



24
De las muestras de suelo se prepard una dilucion madre, para esto se coloco 10 g

de muestra en 90 mL de agua destilada estéril, y se agitd el frasco con muestra
durante 20 min. De la dilucion madre se prepararé diluciones seriadas de 102y 10~.
De esta ultima se tomaron 0,1 mL y se distribuy6 en la superficie del medio usando
un tridngulo de vidrio. Se incub6 a temperatura del laboratorio por cinco dias y por

ultimo se realizaron sub-cultivos hasta tener al hongo aislado.

2.8 Aislamiento de cepa Trichoderma spp. del producto comercial.

Para el aislamiento de Trichoderma a partir del producto comercial, se tom6 0,1 g
del producto y se lo disolvidé en 9 mL de agua destilada estéril, se agité por 10 min.
Se distribuyo 0,1 mL en la superficie de un medio de PDA y el antibidtico
estreptomicina 200 mg/L. Se dejé a temperatura del laboratorio por cinco dias y se

realizaron sub-cultivos hasta tener al hongo aislado.

2.9 Caracterizacion macroscopica de Trichoderma spp. en medio de cultivo en

cajas Petri

Se evalu6 el diametro de crecimiento diario de los aislados en medio de cultivo
PDA. Se describieron caracteristicas macroscopicas referidas a velocidad de
crecimiento del micelio, color de la colonia aislada, forma y textura de la colonia. Se
realizaron tres repeticiones de la Trichoderma y se mantuvieron a temperatura del
laboratorio. La mediciones de crecimiento se las realizd mediante el escanéo de cada
caja sembrada con el antagonista y los radios medidos con la ayuda del programa
Image J version 1.49. Mediante observacion visual se defini6 el color de la colonia y

su forma y textura en base a lo especificado por Samuels (1996).
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2.10 Caracterizacion Morfologica de Trichoderma spp.

Para efecto de una identificacion morfologica de la Trichoderma aislada y nativa
se tomaron en cuenta las claves de Bisset (1991). Se esterilizaron cajas Petri, con
porta objetos en su interior. Dentro de una camara de flujo, se vertié 300 pL de el
medio PDA sobre el porta objetos y sobre este una vez que se solidificd se sembro
Trichoderma, se dejo crecer el hongo durante tres dias y se observo bajo el

microscopio.

2.11 Conservacion de cepas de Trichoderma

Se usaron cultivos de 5 d de siembra, transcurrido este tiempo se procedid a
conservarlos. Se esterilizo agua destilada y glicerol al 1% a una temperatura de
121°C y 1 atm por 15 min, dentro de la cdmara de flujo laminar se procedio a
colocar 0,5 mL de medio PDA en tubos eppendorf de 2 mL y se dejo solidificar el
medio. Con la ayuda de un sacabocados de 4 mm de didmetro se colocaron discos de
micelio en el medio y 0,5 mL de glicerol y se los guardo a -4°C por una semana, para

luego ser guardados en el ultracongelador a - 80°C.

2.12 Pruebas de Antagonismo In vitro de Trichoderma spp. frente a P.

cinnamomi.

Para determinar la capacidad antagonica de los diferentes aislamientos de
Trichoderma spp. sobre P. cinnamomi se aplico un disefio completamente al azar.

Para las pruebas de antagonismo, se empled la técnica de cultivo dual. Se tomo
con un sacabocados discos de 0,4 cm de didmetro de cultivos de 5 d de incubacion de
P. cinnamomi y se sembrd en la superficie de cajas Petri, a un centimetro del borde

de la caja. Una vez que el crecimiento de P. cinnamomi alcanz6 30 mm de didmetro,
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se realizo la siembra de Trichoderma spp. se tomd con sacabocados un disco de 0,4

cm de didametro de un cultivo del antagonista de 4 d de incubacion, y se sembro6 a 50
mm de separacion de P. cinnamomi, se incubd a temperatura del laboratorio y se
realiz6 mediciones cada 24 h. Para las mediciones se escaneron las cajas Petri del
experimento y se uso el programa Image J version 1.49 para obtener las medidas de
los radios de crecimiento. Para el andlisis estadistico se tomé en cuenta los valores
del quinto dia luego de la siembra del antagonista (Tovar, 2008).

Los antagonistas usados fueron Trichoderma aislada de un cultivo de aguacate
propio del sector de Monteolivo, una Trichoderma comercial, y dos tipos de
Trichoderma proporcionadas del cepario del IASA 1 de la Universidad de las
Fuerzas Armadas - ESPE.

La capacidad antagénica de Trichoderma spp. se analizo de tres formas: 1. Se
midi6 el grado de Micoparasitismo de los antagonistas (Tabla 1), el cual se
determind en base a la escala que propone Suarez et al. (2008) citado en Ezziyyani et
al. (2004), y se complement6 con la observacién en un microscopio binocular la

existencia o no de interaccion de las hifas del fitopatdgeno con el antagonista.

Tabla 1 Escala para la evaluacion de la capacidad antagonica

Grado  Capacidad antagoénica

0 Ninguna invasion de la superficie de la colonia del hongo patdgeno.

1 Invasion de Y4 de la superficie de la colonia del hongo patégeno.

2 Invasion de %2 de la superficie de la colonia del hongo patégeno.

3 Invasion total de la superficie de la colonia del hongo patdgeno.

4 Invasion total de la superficie de la colonia del hongo patdgeno

esporulacion sobre ella.

Fuente: (Suérez et al., 2008)

2. Se evaluo6 la competencia por espacio y nutrientes, se compard los radios de
crecimiento del patéogeno (RCP) y el radio de crecimiento del antagonista (RCA) en
cultivo dual y en cultivo individual (testigos).

3. Se evalud el porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR), con la

formula que propone Ezziyyani et al., 2004. Para PICR = ((R1 — R2)/R1) x 100,
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donde R1 es el radio mayor (radio de crecimiento del patdogeno testigo) y R2 es el

radio menor (radio de crecimiento del patéogeno en enfrentamiento con el

antagonista).

2.13 Analisis estadistico de Datos

Se realizd un Analisis de Varianza (ANOVA) de clasificacién simple y una
prueba de comparacion de promedios Duncan para p<0.05, con el paquete estadistico
InfoStat, bajo un disefio completamente al azar donde. Se tomo6 en cuenta como
unidad experimental una caja Petri con agar PDA, en la que sembré en cultivo dual
P. cinnamomi y el antagosnista y también se tuvo los controles de los mismos.

Se realizaron cinco repeticiones de nueve tratamientos, de los cuales cinco
pertenecieron a cultivos duales, uno al testigo del patdégeno, cuatro a testigos de los
antagonistas. Se establecieron tres replicaciones del experimento, como sigue.

T1: Trichoderma spp. comercial vs P. cinnamomi

T2: Trichoderma spp. nativa vs P. cinnamomi.

T3: Trichoderma viride (cepario) vs P.cinnamomi .
T4: Trichoderma harzianum (cepario) vs P.cinnamomi
T5: P. cinnamomi (testigo).

T6: Trichoderma spp. comercial (testigo).

T7: Trichoderma spp. nativa (testigo).

T8: Trichoderma viride (testigo).

T9: Trichoderma harzianum (testigo).

Las variables que se midieron fueron: radio de crecimiento del antagonista
(RCA), radio de crecimiento del patégeno (RCP), micoparasitismo y Porcentaje de
inhibiciéon de crecimiento radial (PICR). Los factores estudiados fueron: factor
patégeno por P. cinnamomi, factor antagonista por Trichoderma spp. nativa,

Trichoderma spp. comercial, Trichoderma viride 'y Trichoderma harzianum.



28
3 CAPITULO III: RESULTADOS

3.1 Aislamiento e identificacion macroscopica y morfologica de P. cinnamomi.

Se obtuvo el aislamiento de P. cinnamomi procedente de cultivos de aguacate que
presentaban los sintomas en la planta Figura 8. Entre las caracteristicas
macroscopicas en la siembra en medio PDA se puede evidenciar un crecimiento con

patron similar a una camelia, de color blanquecino.

Figura 8 Aislado de P. cinnamomi
Nota: Derecha Vista superior de la siembra Izquierda. Vista posterior de la siembra.

Mediante microscopio (Figura 9), se pudo observar hifas hialinas en forma
coraliforme, ademas de presencia de hinchazones hifales, de esporangio inmaduro y
de clamidospora. La mediciones obtenidas para el esporangio inmaduro fueron de 65
x 37,58 um (largo x ancho), y para la clamidospora fue de 31 um. No se vieron
estructuras sexuales. La temperatura a la cual creci6 el oomycete fue en un rango de

22-28 °C.
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Figura 9 Aislado de P. cinnamomi vista al microscopio
Nota: A) Clamidospora (100x) B) Esporangio inmaduro (40x) C) Crecimiento coraliforme (10x) D)
Hinchazones hifales y carencia de septos (100x).

La velocidad de crecimiento micelial de P. cinnamomi (Figura 10) se midi6 durante
13 dias, tiempo en el cual el fitopatégeno cubrié toda la caja. El crecimiento

promedio fue de 6 mm/d.

Progreso de crecimiento micelial de P,
cinnamomi

10

e=m»(Crecimiento

Crecimiento en cm

0 T T T T T T T T T T T T )
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Dias

Figura 10 Progreso de crecimiento micelial de P. cinnamomi en medio de cultivo
PDA
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3.2 Identificacion molecular de P. cinnamomi

3.2.1 Extraccion de ADN

Posteriormente la cuantificacion del ADN tuvo como resultado una concentracion
de 535,6 ng/uL (Anexo 6), la pureza del acido nucleico se analizd con la relacion de
la medidas de los radio de absorbancia a 260 y 280 dando un valor de 2,11 valor que
se encuentra cercano al valor de 1,8 comunmente relacionado con ADN. Para
finalizar la concentracion de ADN se la bajo a un valor de 25 ng/uL antes de

proseguir con la amplificacion.

3.2.2 Amplificacion del gen LPV y electroforesis

La amplificacion con el uso de los cebadores para el gen LPV dio como resultado
bandas que se encontraban entre 400 — 500 pb (Figura 11). En el gel de agarosa al
2%, usado en la electroforesis , se tuvo la siguiente distribucion, en el carril uno se
tiene el marcador molecular de 3000 pb, en los carriles del dos al cinco se tienen las
cuatro repeticiones de amplificacion del DNA del fitopatdogeno y en el carril seis se

tiene el control negativo en el que se uso agua, a cambio del DNA del fitopatogeno.

3.2.3 Secuenciacion y Alineamiento

Una vez obtenidos los resultados de la secuenciacion con la ayuda del programa
Geneious, se realizd el alineamiento de las secuencias obtenidas con el cebador

forward LPV2F y el cebador reverse LPV2R las cuales tuvieron secuencias de una
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calidad del 93,6% y 50,8% respectivamente. Una vez alineados los dos cebadores, se

tuvo como resultado una secuencia consenso de 380 pb con una calidad del 95%,
finalmente se realizd6 un alineamiento entre la secuencia obtenida y secuencias de
ADN de la base de datos del NCBI con el programa BLASTn, se tuvo un puntaje de

695 bits que le da una identidad del 99% con la secuencia correspondiente a

P.cinnamomi. del tipo A2 (Anexo 7).
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Figura 11 Electroforesis amplicon del gen LPV de P.cinnamomi,

Nota: Se usé gel de agarosa al 2% en el carril 1: marcador molecular, carril del 2-5: amplicon de P.
cinnamomi, carril 6: control negativo.

3.3 Postulados de Koch

El fitopatégeno P. cinnamomi recuperado en medio de cultivo, no produjo
sintomas en las plantas inoculadas de aguacate, por lo cual no se logré completar los

postulados de Koch (Anexo 8).
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3.4 Aislamiento e identificacion morfologica de Trichoderma spp.

Se obtuvo un aislado de Trichoderma a partir del producto comercial, y un aislado
de Trichoderma a partir de suelos de cultivo de aguacate de la zona de Monteolivo,
provincia del Carchi. El criterio para aislar Trichoderma fue el color de micelio
blanco (Romero et al., 2009) y su esporulacion verde, tipica del género (Guigén y
Gonzalez, 2003), que se pudo observar en los dos aislamiento realizados, estas
caracteristicas también estuvieron presentes en las Trichodermas de cepario (Figura

12).

Figura 12 Aislamiento de Trichoderma spp.
Nota: Trichoderma comercial (A,B), Trichoderma nativa (C,D), T. viride (E,F)y T. harzianum (G,H)
en medio PDA.

Se determino la velocidad de crecimiento de los cuatro antagonistas como se observa
en la Tabla 2, tienen répido crecimiento y a los cuatro dias ya hubo cobertura total en
medio PDA para los cuatro tipos de Trichoderma.
T. harzianum tuvo la mayor tasa de crecimiento 4,05 cm/d, seguido de 7. viride y
Trichoderma nativa con 3,97 cm/d y 3,87 cm/d respectivamente y con menor tasa de
crecimiento Trichoderma comercial 2,90 cm/d.

En sus caracteristicas microscopicas se observd la presencia de conididforos

ramificados en varios niveles con ramas primarias que producen ramas secundarias
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mas pequeiias y fidlides constrefiida en la base, con forma de botella, dispuestas en

verticilio a lo largo del conidioforo (Figura 13).

Tabla 2
Promedio de crecimiento diametral (CD) de Trichoderma en milimetros
Cepa CD (cm) CD (cm) CD (cm) CD (cm) TC (cm/d)
24 h 48 h 72 h 96 h
T. comercial 0,73b 3,27c¢ 6,3b 95a 2,90
T. nativa 0,90 a 3,57b 9,20 a 95a 3,87
T. viride 0,97 a 397 a 9,13 a 9,5a 3,93
T. 1,00 a 397 a 95a 9,5a 4,05
harzianum

Nota: Evaluaciones realizadas a las 24,48,72 y 96 h y tasa de crecimiento (TC) micelial en mm/d.
Letras diferentes entre columnas de la misma serie indican diferencias signicativas para Duncan
(P=0,05).

Figura 13 Observacion morfologica de 7 rzchoderma
Nota: Se uso lente 100x A) Trichoderma comercial ; B) Trichoderma nativa de cultivos de aguacate
C) Trichoderma viride D) Trichoderma harzianum.

3.5 Pruebas de Antagonismo In vitro

3.5.1 Competencia por espacio y nutrientes
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En el quinto dia de evaluacion (Figura 14), se evidencio que en los tratamientos

T1, T2, T3 y T4 todos los antagonistas tuvieron un crecimiento radial mayor a P.
cinnamomi. De estos, T. viride en cultivo dual (T3) mostr6 el mayor crecimiento, con
un radio promedio de 6,65 mm, sin que exista diferencia estadistica en crecimiento,
frente a su control (T8). El crecimiento de 7. harzianum (T4), Trichoderma nativa
(T2) y comercial (T1) en cultivo dual, tuvieron mayor crecimiento radial a P.
cinnamomi, pero por debajo del crecimiento de sus controles con valores de 4,77
mm, 4,47 mm y 3,91 mm respectivamente. El crecimiento radial de P. cinnamomi en
confrontacion con los antagonistas (T1, T2, T3 y T4) fue estadisticamente similar,

pero estos tuvieron un crecimiento menor al de su control (T5).

a a w T1: Pc vs Tc

T2: Pcvs Tn

U
|
d
T3: Pcvs Tv
T4: Pc vs Th
T5: Pc (control)
T6: Tc (control)
T7: Tn (control)
T _TE T TE T T8: Tv (control)
6 T7 T8 T9

T1T T2 T3 T4 T5 T T9: Th (control)
Tratamientos

CRECIMIENTO (cm)
SO P N W s U1 OO N ©
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Figura 14 Crecimiento radial de P. cinnamoni frente a Trichoderma spp.

Nota: P. cinnamoni (Pc), Trichoderma comercial= Tc; Trichoderma nativa= Tn; Trichoderma viride=
Tv; Trichoderma harzianum= Tz, a los cinco dias de evaluacion (Azul: radio crecimiento patdogeno,
Rojo: radio crecimiento antagonista). Letras diferentes entre columnas de la misma serie indican
diferencias signicativas para Duncan (P=0,05).

3.5.2 Porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR)

Al quinto dia de evaluacion, se evidencidé que el mejor PICR lo presentaron los
tratamientos con Trichoderma nativa (T2), T. viride (T3) y T. harzianum (T4), con

porcentajes de 33,1%, 34,88% y 36,7% respectivamente que no tienen difierencia
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estadistica. Con el de menor porcentaje de PICR del 23,24% para el tratamiento con

Trichoderma comercial (T1).

3.5.3 Micoparasitismo

En la evaluacién del grado de micoparistismo (Tabla 3), Trichoderma viride
mostr6 un grado 3 ya que hubo invasion total de la colonia de P. cinnamomi sin que
exista esporulacion. Tanto 7. harzianum como la Trichoderma nativa tuvieron grado
2 de micoparasitismo, con la invasion de la mitad de la colonia del patogeno. El
menor grado lo tuvo el tratamiento con 7richoderma comercial, con un grado 1 con
una invasion de un cuarto de la colonia del patdégeno. En todos los tratamientos, se
observo al microscopio la existencia del entrelazamiento de hifas del antagonista con

P. cinnamomi (Figura 16).
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Figura 15 Porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR) de P. cinnamoni
frente a Trichoderma spp.

Nota: P. cinnamoni (Pc), Trichoderma comercial= Tc; Trichoderma nativa= Tn; Trichoderma viride=
Tv; Trichoderma harzianum= Tz, en cultivos duales a los cinco dias de evaluacion. Letras diferentes
entre columnas de la misma serie indican diferencias signicativas para Duncan (P=0,05).
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Tabla 3
Grado de micoparasitismo en cada uno de los tratamientos
Tratamientos Grado (0-4)
T1 1
T2 2
T3 3
T4 2

Figura 16 Antagonismo de Trichoderma spp. frente a P. cinnamomi.
Nota: Observacion en lente 100x A) Micoparasitismo de Trichoderma comercial B) Micoparasitismo
de Trichoderma nativa C) Micoparasitismo de 7. viride D) Micoparasitismo 7. harzianum.
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4 CAPITULO IV: DISCUSION

Las caracteristicas macroscopicas presentadas por P. cinnamomi en medio de
cultivo PDA segin la Organisation Européenne et Méditerranéenne pour la
Protection des Plantes European and Mediterranean Plant Protection Organization,
(OEPP/EPPO, 2004) y Robin, Smith y Hansen (2012), presenta micelio blanco y
crecimiento en forma de camelia y una velocidad de crecimiento que va de los 2-6
mm/d, caracteristicas que coinciden con la P. cinnamomi que fue aislada en medio
PDA y que tiene una velocidad de crecimiento de 6 mm/d (Figura 10) que se
encuentra dentro del rango de crecimiento en este medio seglin los estudios citados.
En cuanto las carecteristicas microscopicas de la P. cinnamomi aislada son similares
a las reportadas por Robin, Smith y Hansen (2012) que observaron crecimiento
coraliforme de sus hifas y presencia de hinchazones hifales. Segun Robin et al.
(2012), las mediciones de estructuras de P. cinnamomi como la clamidospora van
de 31-50 pm y para un esporangio no papilado de 75 x 40 um a 57 um x 33 pm
(largo por ancho), se asemejan con las mediciones de 31 um para la clamidospora y
65 x 37,58 um del esporangio, obtenidas en el aislamiento P. cinnamomi hecho en
laboratorio.

En la identificacion molecular de P. cinnamomi con los cebadores del gen LPV se
obtuvo un tamafio de amplicon de 400- 500 pb (Figura 11) similar al obtenido por
Kong, Hong y Richardson (2003), que con los mismos cebadores obtuvieron un
amplicon en el en el rango de 412- 489 pb. Se podria confirmar que se trata de P.
cinnamomi debido a la alta especificidad y sensibilidad del método, pero se confirmé
que el aislamiento pertenecia a P. cinnamomi una vez secuenciado el amplicon y
alineamiento, con las secuencias de la base de datos del NCBI donde hubo un 99%
de coincidencia con P.cinnamomi tipo A2.

En la infeccion de la planta de aguacate sana con P. cinnamomi para
comprobacion de los postulados de Koch el oomycete no expreso la patogenicidad
en la planta de aguacate una de las razones segiin Drenth y Sendall (2001), es el uso
del cultivo del patdégeno que se encontraba almacenado con agua destilada estéril en
refrigeracion y si bien es un almacenamiento a largo plazo para el patogeno, la

patogenicidad y agresividad tiende a disminuir, razon por la cual es de preferencia el
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uso de nitrogeno liquido para un almacenamiento prolongado y superacion de este

problema.

Las carateristicas generales tanto macro como microscopicas observadas en
Trichoderma comercial, Trichoderma nativa y la de cepario, son similares a las
reportadas por Bisset (1991), en su estudio: A revision of the genus Trichoderma y
por Samuels (1996), en su estudio Trichoderma: A review of biology and
systematics of the genus, donde reportan como caracteristica macroscopica de este
género su rapido crecimiento que coincide con lo analizado para las cuatro
Trichodermas, las cuales en cuatros dias cubrieron las caja Petri con medio PDA
(Tabla 2). También describen un crecimiento en un principio blanquecino que luego
se torna verde debido a la presencia de conidias, que concuerda con los resultados
obtenidos. En cuanto a su morfologia microscdpica, se tuvo similares resultados a los
estudios mencionados donde se habla de un conidiéforo repetidas veces ramificado,
en un numero indefinido de niveles,en forma dendriticas, con las ramas primarias
que producen ramas secundarias mas pequefias que también pueden tener ramas, y
asi sucesivamente. Las fialides son ampuliformes, por lo general constreflida en la
base, ensanchado cerca de la mitad. y abruptamente atenuada cerca del vértice en un
cuello corto y dispuestas en verticilos terminales en las ramas de la conidioforo, o
con menor frecuencia por separado o en verticilos directamente debajo de los septos
a lo largo del conidioforo y sus ramas. Todas estas caracteristicas pueden observarse
en la Figura 13 para las cuatro Trichodermas usadas en el experimento.

Para las pruebas de antagonismo en las pruebas de competencia por espacio y
nutrientes, los radios de crecimiento de P. cinnamomi fueron menores a la de los
antagonistas, por una tasa de incorporacidon de nutrientes, un crecimiento y tasa de
metabolismo mayor a P. cinnamomi como lo sefiala Suarez et al. (2008). Segun
Sanchez et al. (2012), se observa mecanismo de competencia por parte del género
Trichoderma contra P. cinnamomi, al reducir o detener completamente el desarrollo
del micelio del patégeno, con una diferencia significativa en relacion al patdgeno
frente a Trichoderma, mismo resultado al que se llegd en el presente estudio.

T. viride fue el mejor antagonista en competencia por nutrientes contra
Phytophthora al tener el mayor radio de crecimiento frente a P. cinnamomi en

cultivo dual, similar resultado también lo reportdé Heller y Theiler (1994), en su
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estudio Antagonism of Chaetomium globosum, Gliocladium virens and Trichoderma

viride to four soil-borne Phytophthora specie.

Una de las formas de antagonismo de 7. harzianum es la competencia de
nutrientes y espacio, gracias a su rapido crecimiento (Fernandez y Suarez, 2009).
Accion que se comprueba en este estudio ya que 7. harzianum tuvo mayor
crecimiento que P. cinnamomi en cultivo dual a los cinco dias de la evaluacion y
estadisticamente fue el segundo mejor tratamiento por competencia de nutrientes y
espacio frente al resto de tratamientos.

Segiin Fernandez y Suarez (2009), Trichoderma nativas actian mejor que
Trichoderma comerciales, como un control eficaz frente a fitopatdgenos,
estimulando la colonizacion de la rizosfera por la rapidez de crecimiento del hongo
ya que se encuentra adaptado a las condiciones ambientales. En el caso del estudio se
puede confirmar esto ya que la 7richoderma nativa tuvo un radio de crecimiento
mayor al de la Trichoderma comercial.

Se obtuvo un porcentaje de inhibicion crecimiento radial (PICR) de P. cinnamomi
considerable para los tratamientos con 7. viride, T. harzianum y Trichoderma nativa
y estadisticamente mejor a Trichoderma comercial. Esto se da segiin Suérez et al.
(2008) por que Trichoderma actua contra patdogenos inhibiendo su crecimiento con
secrecion de enzimas hidroliticas como celulasas, glucanasas, xylasas, proteasas y
quitinasas, implicadas en mecanismos de biocontrol, permitiendo al antagonista usar
los nutrientes del medio al privar al patdogeno de recursos. O por la antibiosis que
producen los metabolitos volatiles y no volatiles pirones, isocianatos, pépticos, y
trichocinas (Fernandez y Suérez, 2009).

T. harzianum ya fue reportado por Kumar et al. (2012), con buenas capacidades
como inhibidor de crecimiento micelial contra patégenos causantes de pudricion de
raices. Vinale, et al., 2009 sefalan que 7. harzianum, produce T22azaphilona,
harziano-piridona y T39butenolida, metabolitos secundarios que logran inhibir el
crecimiento de P. cinnamomi.

Segun Ghisalberti y Sivasithamparam (1991), T. viride produce 6PP (6-pentenil- o
-pirona), compuesto que exhibe propiedades inhibitorias contra P. cinnamomi.

Se tuvo como resultado la existencia de micoparasitismo para todos los
tratamientos para Sudrez et al. (2008), ciertas especies de Trichoderma tienen la

capacidad de conducir sus hifas hacia otros hongos, al enrollarse en ellos, debido a
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una reaccion en las que actuan lectinas degradando la pared celular del hospedero y

por accion de exoenzimas hidroliticas, que limita el crecimiento del fitopatogeno,
destacando la produccion de enzimas degradadoras de pared celular como glucanasa
que actiian en conjunto con proteasas y celulasas. Segin Chamberts y Scott (1995)
observd como fase avanzada de micoparasitismo por parte de Trichoderma
estructuras apresorias alrededor de P. cinnamomi, y donde habia una baja actividad

de antibiosis cuando existia micoparasitismo.
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5 CAPITULO V: CONCLUSIONES, RECOMENDACIONES Y

BIBLIOGRAFIA

5.1 Conclusiones

Los sintomas de la enfermedad “Tristeza del aguacatero”, que presentaron los
arboles de aguacate del muestreo, segun la identificacion molecular y secuenciacion
se deben al fitopatogeno P. cinnamomi tipo A2.

Se aislé un hongo de suelos propios de la zona de cultivo de aguacate, del género
Trichoderma basados en sus caracteristicas macroscopicas y microscopicas.

Se evidencid antagonismo In vitro por parte de las cuatro Trichodermas usadas en
la investigacion:

Estadisticamente, el tratamiento con 7.viride tuvo el mejor antagonismo por
competencia por nutrientes y espacio.

Los tratamientos con Trichoderma aislada, T. viride y T. harzianum tuvieron el
mayor antagonismo por porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR) segin
la estadistica usada.

T. viride presenta el micoparasitismo de mayor grado al cubrir toda la superficie
del patdgeno.

T. viride, T harzianum y Trichoderma nativa tienen potencial como agentes de

biocontrol de la “Tristeza del aguacatero™.

5.2 Recomendaciones

Realizar mayor cantidad de aislamientos de Trichodermas nativas para estudios

de antagonismo In vitro.
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Realizar estudios mediante pruebas de invernadero y campo, que comprueben el

biocontrol de los antagonistas usados en el estudio, frente al aislamiento del
patdgeno son necesarios.

Realizar estudios de patogenos que causen similares sintomas de la enfermedad
“Tristeza del aguacatero” en las plantas de aguacate.

Realizar estudios de biocontrol mediante interaccion de Trichoderma con otros
tipos microorganismos como bacterias y actinomicetos.

Realizar pruebas cuantitativas para determinar dosis eficientes de estos

antagonistas en el cultivo del aguacate, sin encarecer los costos de produccion.
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