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RESUMEN

La presente tesis logra una vision en la mejora ambiental por la produccion de
SACHA INCHI (Plukenetia volubilis L.) mediante el uso de hongos endéfitos propios, para
controlar a Meloidogyne incognita (nematodo del nudo de la raiz). Se colectaron hongos
enddfitos de tallo y hojas de siete especies de Sacha Inchi (P. volubilis L., P.
huayllabambana, P. carolis-vegae, P. polyadenia, P. loretensis, P. brachybotrya y
Plukenetia sp.) de diferentes regiones como Amazonas, San Martin y Loreto que se
encontraron en su estado natural; para luego ser llevados al laboratorio para su respectivo

estudio.

Mediante claves taxonomicas se logré identificar 10 géneros de hongos enddfitos;
utilizando el indice de Shannon — Whiener y considerando sus antecedentes como
controladores biolégicos se seleccionaron dos géneros: Trichoderma y Clonostachys. Se
uso el disefio completamente al azar, conformado por 30 plantones de P. volubilis L. (10
repeticiones por género y 10 controles). Los plantones se sometieron a evaluaciones
durante 45 dias después de la inoculacion del nematodo realizado a los 18 dias de
germinacion de dichos plantones. Los parametros a evaluar fueron: indice de crecimiento,
altura de la planta, didmetro de tallo, longitud de raiz, indice de esbeltez, nimero de

nddulos y capacidad endofitica.

Se dedujo que entre los controladores bioldgicos Trichoderma y Clonostachys, el
que da mayores beneficios a la planta en cuando a los parametros evaluados es
Trichoderma, mientras que del género Clonostachys solo beneficia a la planta en un
parametro. Concluyendo que mediante la aplicacion de esta técnica se logra la mejora
ambiental evitando la contaminacion del suelo y el agua, produciendo biocontroladores de
nematodos para reducir la aplicacion de nematicidas; se recomienda la continuidad de la

investigacion y el uso de hongos enddfitos.

Palabras claves: Hongos endofitos, mejora ambiental, controladores biolégicos.




ABSTRACT

This thesis achieves insight into the environmental improvement for the production
of Sacha Inchi (Plukenetia volubilis L.) using endophytes own, to control Meloidogyne
incognita (nematode root knot). Endophytes of stem and leaves of seven species were
collected Sacha Inchi (P. volubilis L., P. huayllabambana, P. carolis-vegae, P. polyadenia,
P. loretensis, P. brachybotrya and Plukenetia sp.) From different regions Amazonas, San
Martin and Loreto that were found in its natural state; before being taken to the laboratory

for study.

By taxonomic keys were successfully identified 10 genera of endophytes;
Trichoderma and Clonostachys: - using the Shannon Whiener and considering his
background as biological controls both genders were selected. Completely randomized
design, consisting of 30 seedlings of P. volubilis L. (10 repetitions by gender and 10
controls) was used. The seedlings were subjected to evaluations for 45 days after
nematode inoculation performed at 18 days of germination of said plants. The parameters
evaluated were: growth rate, plant height, stem diameter, root length, slenderness ratio,

number of nodules and endophytic ability.

It was deduced that among the biological control Trichoderma and Clonostachys,
which gives greater benefits to the plant when the evaluated parameters is Trichoderma,
while gender Clonostachys only benefits the plant in a parameter. Concluding that by
applying this technique environmental improvement is achieved by avoiding the
contamination of soil and water, producing biocontrol of nematodes to reduce the
application of nematicides; the continuity of research and the use of endophytes is

recommended.

Keywords: Fungal endophytes, environmental improvement, biological control agents.
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INTRODUCCION

SACHA INCHI (Plukenetia volubilis L.), es una planta rastrera nativa de la
Amazonia Peruana descrita por primera vez como especie, en el afio 1753 por el naturista
Linneo; este cultivo también conocido como mani del monte, viene introduciéndose al
mundo de la economia agricola, por sus valores alimenticios y medicinales. P. volubilis
L., es una planta rastrera que crece en forma silvestre o cultivada en los predios de los
productores agropecuarios de la selva alta y baja; en altitudes que van entre los 80 a 1500
metros sobre el nivel del mar y a temperaturas 6ptimas de 22 a 32 grados centigrados.
(INIA, 2006)

A este cultivo afectan muchos factores de la produccion, entre ellos tenemos el
conocido nematodo Meloidogyne sp, principal problema fitosanitario. Estos nematodos se
aprovechan de las raices impidiendo el normal funcionamiento fisiologico de las raices y el
transporte de agua, afectando los procesos fotosintéticos, de respiracion y transpiracion
de la planta, disminuyendo la produccion agricola reduciendo el rendimiento del cultivo.
Meloidogyne incognita (NEMATODO EL NUDO DE LA RAIZ), se encuentra distribuido en
todo el mundo y son muy maléficos para gran cantidad de cultivos, ya que se fijan y se
nutren de las raices y provocan la aparicién de células gigantes que forman una agalla.
(Cabrera, 2009)

Para ello hemos visto que en la agricultura, los agroquimicos son los principales
insumos empleados para el control de enfermedades; éstas son sustancias quimicas que
producen innumerables efectos indeseados sobre el ecosistema, induciendo a la
generacidn de microorganismos resistentes o “pestes”, persistencia ambiental de residuos
toxicos, contaminacion de suelos y recursos hidricos, alterando el equilibrio ambiental.

(Cruzat e lonannidis, 2008)

Una de las alternativas mas promisorias para disminuir el impacto ambiental
causado por el frecuente uso de productos quimicos para el control de plagas y
enfermedades de plantas se centra en la utilizacion de agentes de control biologico. Las

especies del género Trichoderma y Clonostachys son los antagonistas mas utilizados
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debido a su ubicuidad, a su facilidad para ser aisladas y cultivadas, a su crecimiento
rapido en un gran nimero de sustratos ya que no son patégenas de plantas. Trichoderma
puede estar en el suelo, colonizar y proteger las raices de las plantas, o mediante

aplicaciones foliares prevenir enfermedades (Alvarez, 2013).

En el trabajo de investigaciéon se usaron dos (2) géneros de hongos enddfitos:
Clonostachys y Trichoderma; que por sus antecedentes tienen el potencial de controlar el
nematodos fitoparasitos; dando una fuente de alternativa, por ser amigables con el
ambiente, y favorables desde el punto de vista econémico, y social. Estos géneros fueron
extraidos de siete especies de sacha inchi: P. volubilis L., P. huayllabambana, P. carolis-
vegae, P. polyadenia, P. loretensis, P. brachybotrya y Plukenetia sp., de las cuales se
observaron sus efectos en el control del nematodo, teniendo como poblacion de prueba a
30 plantones de P. volubilis L., lo cual se sometieron a las evaluaciones de los

parametros respectivos durante 45 dias después de la inoculacion de M. incognita.
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1.1

CAPITULO I: PROBLEMA

Planteamiento del Problema

Debido a la creciente necesidad de disminuir el uso de los agroquimicos en los
sistemas de produccién agricola, que son contaminantes del agua superficial y
subterrénea, el estado natural del suelo y del ambiente, se desarrolla el estudio de
los hongos endofitos utilizados para el control biolégico de fito-nematodos, lo cual

viene adquiriendo gran importancia durante los ultimos afios.

Una de las principales limitantes del uso de los nematicidas es que su
aplicacién frecuente modifica la microflora y microfauna del suelo. Otro aspecto
importante es que, para que el nematicida mate o inactive al nematodo debe haber
contacto entre ellos, ya sea a través de la penetracion de la cuticula o por ingestion
durante la alimentacién, por lo que no afecta a los nematodos al interior de la

planta.

Es sabido, que el cultivo de P. volubilis L., en los Ultimos afios ha venido
tomando importancia econémica a nivel mundial, sin embargo; no escapa al
problema fitosanitario causado por diversas especies de nematodos, como es el
caso de M. incognita que ataca las raices de las plantas, produciendo agallas o
nddulos; por lo que son considerados como parasitos internos de las raices de
cientos de especies vegetales, incluyendo muchas plantas de importancia agricola.
Esta completamente establecido que el ataque de M. incognita, es uno de los
principales problemas que afecta las plantaciones, y su combate constituye uno de

los costos mas altos del cultivo.

En el ambito comercial las grandes extensiones de cultivos para
exportacidén se han basado en el uso de nematicidas. Esto, ademas de constituir
una practica de alto costo econdmico, afecta negativamente las poblaciones de
enemigos naturales de los nematodos presentes en el suelo. Asimismo, los

nematicidas representan una conocida amenaza para la salud humana y ambiental,




1.2

siendo sus ingredientes activos los mas toxicos utilizados en la agricultura.
(Chaves, 2007).

La efectividad de los microorganismos endéfitos como antagonistas de los
fito-nematodos ha sido ampliamente estudiada y comprobada en diversos cultivos;
reduciendo la aplicacion de nematicidas, la contaminacion directa del suelo, y del

ambiente.

El presente trabajo de investigacion se baso en la mejora ambiental en la
produccién de Sacha Inchi, identificando sus propios hongos endéfitos de hojas y
tallos que controlen a M. incognita; asimismo, usarlos como alternativa de control, y
mitigar la contaminacién por el uso de agroquimicos, reemplazandolos por

controladores bioldgicos.

Formulacion del Problema

1.2.1 Problema general

v' iCoémo mejorar la calidad ambiental en el cultivo de sacha inchi
(Plukenetia volubilis L.) utilizando hongos endofitos, para el control
de Meloidogyne incognita (NEMATODO DEL NUDO DE LA RAiZ)?

1.2.2 Problemas especificos

v' ;Cuales son los géneros de los hongos enddfitos identificados a
nivel de laboratorio, en Sacha inchi?

v' i Qué género de hongo enddfito presenta mejores resultados para
el desarrollo de Sacha Inchi (Plukenetia volubilis L.)?

v/ iCual es la capacidad de control al nematodo Meloidogyne
incognita (NEMATODO DEL NUDO DE LA RAIZ) en condiciones
controladas?




1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

v Mejorar la calidad ambiental en el cultivo de sacha inchi (Plukenetia
volubilis L.) utilizando hongos endofitos, para el control de
Meloidogyne incognita (NEMATODO DEL NUDO DE LA RAIZ).

1.3.2 Objetivos especificos

v" Identificar a nivel de laboratorio, los géneros de hongos endéfitos

presentes en Sacha inchi.

v' Identificar el tratamiento que muestra mayor desarrollo para el

Sacha Inchi (Plukenetia volubilis L.).

v' Determinar la capacidad de control de hongos enddfitos al
nematodo Meloidogyne incognita (NEMATODO DEL NUDO DE LA

RAIZ) en condiciones controladas.
1.4 Justificacion de la Investigacion

P. volubilis L., es una planta rastrera que pertenece a la familia euphorbiaceae que
comunmente se conoce como mani del monte, Sacha inchi o0 mani del inca. Es un
cultivo nativo de la region Amazénica. Tiene amplia adaptacion a diferentes tipos de
suelo y buen comportamiento a diversas temperaturas que caracterizan a la
Amazonia Peruana, por lo que puede ser empleado en programas de recuperacion

de areas degradadas en las regiones de la Selva peruana.

Se desarrolla mejor en climas célidos, ademas crece y tiene buen
comportamiento a diversas temperaturas que caracterizan a la Amazonia peruana
(min. 22° C y max. 32° C). Precipitaciones de 850 — 1000 mm, pH de 4.5 - 6.5,




y altitud minima de 80 m.s.n.m. y maxima de 1500 m.s.n.m. (INIA, 2006)

Actualmente se ha tomado mayor importancia a este cultivo, teniendo mayor
impulso de biocomercio, exportandolo desde el afio 2005 desde entonces se han

registrado crecientes volumenes de venta a diversos mercados del mundo.

En cuanto a importancia socioecondmica ha tenido gran acogida, debido a
los acidos grasos insaturados (omega 3, 6, y 9) que posee, le otorga expectativas
econdmicas similares en el mercado global a las del café, cacao y madera. Esto ha
motivado que a partir del 2007, agricultores de diversas provincias de la selva
peruana inicien la siembra del sacha Inchi, siendo la region San Martin el principal

productor. (Amacifuén, y col. 2009)

Los nematodos constituyen un grupo de microorganismos importantes en el suelo,
habitante de diversas habitats y constituyen uno de los grupos mas numerosos y

diversos.

Un grupo de ellos son parasitos de plantas, entre ellos M. incognita,
nematodo que induce formacién de nddulos y agallas en raices de P. volubilis L.; se
alimentan de las raices y poseen habito endoparésito sedentario; éste problema
fitosanitario es una de las causas principales que retrasa el desarrollo del cultivo en
la region, ya que este cultivo es altamente susceptible a M. incognita, por lo cual
tiene bajos rendimientos. A consecuencia del ataque de los nematodos la planta
queda debilitada y permite el ingreso del hongo Fusarium spp., principal causante

de la muerte de las plantaciones. (Garcia, 2003).

Los hongos enddfitos, vienen mostrando un gran potencial como biocontroladores

de plagas y enfermedades de diversos cultivos.

Los microorganismos endofitos que viven en hojas y tallos del arbusto de P.
volubilis L. no inducen ningun sintoma de enfermedad, ellos han evolucionado con
el arbol vy asi la riqueza de la biota endofitica, puede proporcionar un control
bioldgico eficiente para las enfermedades (Baralt y col., 2012).




Uno de los grandes retos importantes que enfrenta la agricultura actual, se plantea
también la necesidad de disminuir el uso de insecticidas, nematicidas, fungicidas

quimicos.

El interés es maltiple; por un lado, reducir el riesgo de que haya residuos en
los alimentos, méxime cuando se consumen en fresco. Por otro lado, aumentar la
seguridad laboral del agricultor y, finalmente, preservar el ambiente, mediante
programas que respondan a una agricultura de manejo sostenible, que responda a

la creciente preocupacion de nuestra sociedad. (Piedra, R., 2007.)

El uso de hongos endéfitos propios del SACHA INCHI, para el control del nematodo
M. incognita constituye una alternativa bioldgica de proteccion eficiente y sostenible,

debido a la interaccion patdgeno-antagonista ocurre directamente.

La capacidad de hongos enddfitos de colonizar el tejido de la planta
confiere bioproteccién a la planta hospedera contra el ataque del nematodo,
constituyendo herramientas apropiados para el manejo de plagas agricolas
(Meneses, 2007).




CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

‘Manejo bioldgico de nematodos fitoparasitos con hongos y bacterias” - Hace
mencion que uno de los grandes retos importantes que enfrenta la agricultura
actual, se plantea también la necesidad de disminuir el uso de insecticidas,

nematicidas, fungicidas quimicos.

El interés es maltiple; por un lado, reducir el riesgo de que haya residuos en
los alimentos, maxime cuando se consumen en fresco. Por otro lado, aumentar la
seguridad laboral del agricultor y, finalmente, preservar el ambiente, mediante
programas que respondan a una agricultura de manejo sostenible, que responda a

la creciente preocupacion de nuestra sociedad.

Una de las alternativas que existen para reducir la utilizacién de
insecticidas, nematicidas, y fungicidas es el uso del manejo bioldgico de plagas; es
decir, la utilizacion de organismos vivos para combatir las plagas y enfermedades
que afectan a los cultivos. EI manejo biologico es un componente esencial, tanto en
el control integrado de enfermedades y plagas, como en la agricultura ecolégica
sostenible. En la actualidad, los mas utilizados son nematicidas no fumigantes. Es
precisamente que surge como necesario dentro del concepto de agricultura
sostenible fomentar un tema de gran importancia, como lo es la sustitucion de
nematicidas quimicos por nematicidas biologicos, utilizando hongos y bacterias

dentro de un programa de manejo integrado de cultivos agricolas.

El control bioldgico de neméatodos formadores de agallas abarca una gran
diversidad de organismos que viven en el suelo, conocidos como enemigos
naturales de los nematodos que atacan a las plantas. También es importante
mencionar uno de los hongos mas ampliamente probados para el control de

nematodos es del género Trichoderma. (Piedra, R., 2007.)




‘Efecto antagonico in vitro de Clonostachys rosea sobre Botrytis cinérea
procedente de cultivos de Vitis vinifera” - Define a Clonostachys, como una especie
de hongo en la familia Bionectriaceae, coloniza las plantas vivas como un enddfito,
digiere el material en el suelo como un saprdfito y también se conoce como un
parasito de otros hongos y de los nematodos. Se produce una amplia gama de
compuestos organicos volatiles que son tdxicos para los organismos, incluyendo
otros hongos, bacterias e insectos, y es de interés como agente de control bioldgico

de plagas y enfermedades.

Los nematodos son infectados por Clonostachys cuando los conidios del
hongo se adhieren a la cuticula y al germinar, va a producir tubos germinales que
penetran en el cuerpo del anfitrién y lo matan. Una alternativa no quimica para el
combate de enfermedades en la agricultura es el uso de biocontroladores.
Clonostachys rosea hongo habitante en el suelo con elevado potencial antagonico
que coloniza las plantas vivas como endéfitos, digiere el material en el suelo como

saprofito y también es conocido como un parasito de otros hongos y de nematodos.

Los biocontroles atribuidos son: micoparasitismo, competencia por los
nutrientes, y antibiosis. Siendo el micoparasitismo el principal mecanismo de accion
de este hongo; este biocontrolador cubre al hongo, ataca y penetra en sus células,
causandole un dafio extensivo alterando y degradando la pared celular, causa
retraccion de la membrana plasmatica y desorganizacion del citoplasma. A su vez
concluye que la Clonostachys rosea presenta un efecto antagonico sobre Botrytis

cinérea. (Rodriguez, M., 2013)

“Produccién artesanal de Trichoderma” - El género Trichoderma fue identificado en
1871 y ha sido ampliamente estudiado, se encuentra de manera natural en un
numero importante de suelos agricolas. Lo podemos encontrar en diferentes zonas
y habitats, especialmente donde existe materia organica o desechos vegetales en

descomposicion, asi como en residuos de cultivos.




Su desarrollo se ve favorecido por la presencia de altas densidades de
raices, las cuales coloniza rapidamente. Esta capacidad de adaptacion a diversas
condiciones ambientales y sustratos confiere a Trichoderma la posibilidad de ser
utilizado en diferentes suelos, cultivos, climas y procesos tecnoldgicos para su
multiplicacion. Es un hongo anaerobio facultativo. La mayoria de las colonias de
Trichoderma en su inicio tienen color blanco, después se torna a verde oscuro o
amarillento, como consecuencia de una densa esporulacion; produce dos tipos de

propagalos: hifas, y esporas (conidias).

Las conidias son verdaderas semillas que utiliza el hongo para colonizar
nuevos sustratos. Trichoderma asimila como fuente de nitrégeno compuestos tales
como aminodcidos, urea, nitritos; es un hongo con una alta capacidad de tolerar un
amplio rango de temperaturas, presentando una amplia distribucion ecoldgica. Los

valores 6ptimos para su crecimiento y esporulacion oscilan alrededor de los 25°C.

En los afios 90, se ha descrito la capacidad de género de Trichoderma
como agentes responsables de la sintesis de sustancias causantes de induccion de
resistencia en plantas. Pudiendo colonizar y penetrar los tejidos de las raices de las
plantas, e inician una serie de cambios morfoldgicos y bioquimicos en las plantas, lo
cual conlleva a la resistencia sistémica inducida de la planta. El género Trichoderma
tiene cinco especies consideradas como antagonistas: Trichoderma harzianum,
Trichoderma koningii, Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma pseudokoningii 'y
Trichoderma viride. (Alvarez, N., 2013)

“El género fungico Trichoderma” - Las especies de hongos que pertenecen al
género Trichoderma han sido plenamente caracterizadas por tener aplicacién en el
ambito agricola, principalmente para el control biolégico de otros organismos

patdgenos que atacan a los cultivos.

Los hongos del género Trichoderma se pueden encontrar en la rizésfera,
donde son capaces de competir por nutrimentos y espacio con otros
microorganismos. Ademas, este grupo flngico es importante para las plantas, al




contribuir en el control de hongos fitopatdgenos y nematodos ya que poseen
propiedades micoparasiticas y antibiéticas, por lo que algunas especies han sido
catalogadas como excelentes agentes de control bioldgico, causantes de
enfermedades para diferentes plantas. Los miembros del género Trichoderma
tienen el potencial de sintetizar y liberar enzimas como: celulasas, y quitinasas, las

cuales se han aprovechado en procesos industriales.

Las especies del género Trichoderma pueden producir diversos metabolitos
secundarios dentro de los que se encuentran algunas toxinas como la gliotoxina.
Los antecedentes mencionados resaltan la importancia y los efectos benéficos que
tienen las especies de Trichoderma para la produccion agricola y para la industria.

(Argumedo, y col., 2009).

Trichoderma, alternativa para el control biolégico de nematodos dentro de una
agricultura sostenible - Varios autores coinciden al afirmar que el hongo antagonista
Trichoderma es un biorregulador efectivo contra nematodos del género
Meloidogyne, donde se pone de manifiesto la accién de sus toxinas e hifas. Las
especies del género Trichoderma son los antagonistas mas utilizados para el
control de enfermedades de plantas producidos por hongos y nematodos, debido a
su ubicuidad, a su facilidad para ser aislados y cultivados, a su crecimiento rapido

en un gran numero de sustratos.

Muchos mecanismos de accion de Trichoderma son considerados
importantes en la actividad antagonica entre ellos: competencia por nutrientes
indispensables para la germinacién de esporas o por sitios de infeccion, el
micoparasitismo y en ello el papel de diferentes sustancias, y la antibiosis con la
produccion de enzimas y metabolitos secundarios que son indispensables en

muchas interacciones que causan la destruccion del patbgeno.

Tiene como ventaja que ayuda a descomponer materia organica, haciendo
que los nutrientes se conviertan en formas disponibles para la planta, por lo tanto

tiene efecto indirecto en la nutricidén del cultivo, la preservacién del medio ambiente




al disminuir el uso de fungicidas quimicos. Puede ser aplicado en compostaje 0
materia organica en descomposicion para acelerar el proceso de maduracion de
éstos materiales, los cuales a su vez contendran altas cantidades de
microorganismos benéficos, cumpliendo también funcién de biofungicida. Bajo
costo, comparado con productos alternativos (extractos vegetales). Es un agente

natural, no agresivo con plantas o suelos. (Pérez y col., 2009.)

Proyecto SNIP: 234347 - Mejoramiento del servicio de competitividad de la cadena
de valor de sacha inchi a los productores en cuatro provincias de la regién San

Martin - Manejo Integrado del Cultivo de Sacha Inchi (Plukenetia volubilis L.)

Para el control de comedores y cortadores de hoja y enfermedades, aplicar
de 200 a 250 ml de bioinsecticida de aji mas ajo, mas 30 ml de aceite vegetal/moch.
De 15 litros. Para el control de nematodos aplicar materia organica, enraizadores y
uso de coberturas de cultivos repelentes. (DRASAM, 2016)

Programa Nacional de Innovacion Agraria en Cultivos Agroindustriales - El
INIA, viene ejecutando el “Plan Estratégico de Investigacion e Innovacion
Tecnoldgica para el Mejoramiento de la Productividad y Competitividad de los
Cultivos Agroindustriales en el Perd”, con la finalidad de generar nuevas
oportunidades y fortalecer las ventajas comparativas que para la competitividad
poseen los cultivos agroindustriales. Se busca que la actividad de producir estos
cultivos en el Peru sea una actividad rentable para los productores, y que a la vez
permita abastecer los crecientes requerimientos de la industria nacional tanto en

cantidad como principalmente en calidad.

Tiene como objetivo contribuir al fortalecimiento e incrementar el nivel
competitivo del cultivo de sacha inchi con alto contenido de aceites omegas vy
tolerantes a nematodos, a través del desarrollo de lineas élites Optima para la
region oriental del pais. Teniendo como principales logros: Desarrollo de 10 lineas
élites de sacha inchi con alta productividad y un elevado contenidos de aceites y
con niveles de tolerancia a Meloidogyne sp. Estos resultados permitiran obtener la
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2.2

primera variedad de sacha inchi para la Amazonia peruana. Evaluacion de 50
progenies producto de cruzas de medios hermanos, para el desarrollo de nuevas
variedades tolerantes a factores bioticos y abidticos. Implementacion de un sistema
de manejo integrado en sacha inchi, con la implementacion de leguminosas como

cobertura, tutores vivos y un control biologico con bioinsecticida (INIA, 2016).

En el proyecto Mejora de la Oferta del Servicio de Transferencia Tecnoldgica en el
[IAP San Martin SNIP: 144385; en su manual técnico de Manejo Agrondmico,
menciona que los agricultores asocian al Sacha Inchi (Plukenetia volubilis L.) con

cultivos de cobertura.

Asimismo deducen que el cultivo de sacha inchi reduce la erosion,
incrementa la fertilidad del suelo, reducen la malezas y los costos de deshierbos,
incrementan la disponibilidad de agua y reducen las plagas y enfermedades asi
mismo promueven la conservacion de los suelos y la biodiversidad nativa, haciendo
del sacha inchi un cultivo en proceso de transicion hacia el manejo sostenible
(AP, 2014).

Bases Teodricas

Los Hongos enddfitos habitan en el interior de las plantas durante todo o parte de su
ciclo de vida sin causarles sintomas aparentes. Los hongos enddfitos colonizan
normalmente el espacio intercelular de la planta a la que infectan, localizandose

tanto en las partes aéreas como en las subterraneas. (Herrero, 20011).

El nematodo (Meloidogyne incognita) son un parasito de plantas, que mide entre 0,5
y 6,5 mm. Su cuerpo esta cubierto por una cuticula que puede ser lisa 0 marcada.
Se conoce vulgarmente como gusano redondo, debido a la forma de su cuerpo en
un corte transversal. Tiene sistema digestivo, reproductivo, nervioso y excretor.
Meloidogyne incognita, se caracteriza por presentar en las hembras un patron
perineal con arco dorsal alto y cuadrado, estrias lisas u onduladas y campos
laterales ausentes. (Cabrera, 2009)
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Los factores que influyen en el desarrollo de los nematodos son las temperaturas
inferiores a 15.4 °C, las hembras no llegan a alcanzar su madurez. (Carranza,
2004).

Plukenetia volubilis L., “Sacha Inchi” Es una Euphorbiaceae conocido como mani
del monte, sacha mani o mani del inca. Se encuentra distribuida desde América

Central y en el Peru se le encuentra en estado silvestre en diversos lugares.

Es una planta que se adapta a suelos arcillosos y acidos, se adapta mejor
en climas calidos. Sacha Inchi se siembra con tutores vivos al contorno de los
cerros (laderas), protegeria a los suelos de la erosion indiscriminada, situacién en la

que se encuentran la mayoria de los suelos de la Regién San Martin.

Taxonomia Plukenetia volubilis L., “Sacha Inchi”
Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae

Orden: Malpighiales
Familia: Euphorbiaceae
Subfamilia: Acalyphoideae
Género: Plukenetia
Especie: P. volubilis L.
(INIA, 2006).

La morfologia general de sacha inchi “Plukenetia volubilis L.” son que sus hojas
son alternas, de color verde oscuro, oval elipticas, aseruladas y pinnitinervias, de 09
- 16 cm de largo y 06 — 10 cm. ancho. El apice es puntiagudo y la base es plana o
semi arrifionada. Debido a resultados obtenidos en proyectos indican que el cultivo
presenta un alto porcentaje de polinizacién cruzada, lo cual implica que se trata de
una especie alégama. Sus frutos presentan una capsula, de 3,5 a 4,5 cm. de
didmetro, con 04 lobulos aristados dentro de los cuales se encuentran 4 semillas
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(excepcionalmente algunos). Sus semillas son ovaladas, de color marron oscuro,
ligeramente abultadas en el centro y aplastadas hacia el borde. Segun los ecotipos,
el diametro fluctia entre 1,3y 2,1 cm. (INIA, 2006).

Las temperaturas adaptables a Sacha Inchi esta entre 22 y 32 °C, las temperaturas
altas son desfavorables por que ocasiona aborto en flores y la conformacion de
semillas pequefias. La luz es otro factor ecoldgico importante en esta especie;
mientras mas luz reciba la cubierta vegetal, mayor es la poblacion de brotes, flores

y frutos.

Para su produccion los suelos deben ser de buen drenaje y buena
aireacion. (no tolera suelos humedos). De acidos a ligeramente acidos. (pH 4.5 a
6.5). De preferencia suelo franco, franco arcilloso a franco arenoso; también suelo
franco limoso, franco arcillo arenoso y franco arcillo limoso. En cuanto a su altitud la
planta de Sacha Inchi se adapta desde los 80 a 1500 msnm, (Amacifuén y col.,
2009)

El control de malezas en Sacha Inchi se efectia cuando se observa la aparicion de
plantas extrafias y se efectlia en una forma manual con la ayuda de una lampa o
azadon. Para el control de plagas y enfermedades como queresas, hormigas,
comedores de hoja, etc.; es aconsejable usar Barbasco y para las enfermedades
que ocasionan muerte en flores de la inflorescencia masculina, secado de guias,

etc.; se utiliza fungicidas en una forma rotativa.

Las plagas mas comunes en el sacha inchi tenemos a las hormigas
indaneras y azucareras, diabroticas, grillos cortadores, chupadera fungosa,
nemétodo del nudo, antracnosis, ect. (DRASAM, 2016)

Bases Legales

Constitucion politica del Peru Articulo 2°, 67°, 69°

Nos menciona que toda persona tiene derecho a la paz, a la tranquilidad, al disfrute

del tiempo libre y al descanso, asi como a gozar de un ambiente equilibrado y
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adecuado al desarrollo de su vida y que los recursos naturales, renovables y no
renovables, son patrimonio de la Nacion; promoviendo asi el desarrollo sostenible

de la Amazonia con una legislacion adecuada.
Ley N° 28611: Ley general del ambiente, Articulo 1°

Toda persona tiene el derecho irrenunciable a vivir en un ambiente saludable,
equilibrado y adecuado para el pleno desarrollo de la vida; y el deber de contribuir a

la gestion y proteccion del ambiente.

Ley N° 29196: Ley de promocion de la produccion organica o ecolégica;
Articulo 2°

Se presenta objetivos relacionados con fomentar, promover, desarrollar e impulsar
la produccidn agricola organica para ayudar a la conservacion de los ecosistemas y

diversidad bioldgica contribuyendo con el desarrollo social y econémico del pais.

D.S. N° 017-2009-AG; Reglamento de Clasificacion de Tierras por su
Capacidad de Uso Mayor; Articulo 2°.

El Ministerio de Agricultura, par media de su érgano competente, es el responsable
de la ejecucidn, supervision. promocién y difusion de la clasificacion de Tierras en el
ambito nacional, en concordancia con el Ministerio del Ambiente, como autoridad
encargada de promover la conservacion y aprovechamiento sostenible de los

recursos naturales renovables, entre ellos el recurso suelo.

D. S. N° 102-2001-PCM; Aprobacion de la Estrategia Nacional sobre Diversidad

Bioldgica

La Diversidad Biologica peruana es patrimonio natural de la Nacién, el Estado esta

obligado a promover su conservacion y de las areas naturales protegidas.
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Ley N° 27446 - Ley del Sistema Nacional de Evaluacién de Impacto Ambiental
- SEIA

Establece el SEIA como un sistema unico y coordinado de identificacion,
prevencion, supervision, control y correccion anticipada de los impactos

ambientales negativos derivados de las acciones humanas.
Decreto Supremo N° 012-2009-MINAM

Presenta los objetivos de Impulsar e incentivar la conservacion de los recursos
genéticos nativos y naturalizados, y la identificacion y proteccion de los territorios de
elevada diversificacion genética, fomentando la investigacion, desarrollo y si
utilizacion sostenible, para el incremento de la competitividad de los sectores y

actividades productivas.
Normas Técnicas Peruanas Del Sacha Inchi

NTP 151.401:2012: ACETITE DE SACHA INCHI. Buenas Practicas de

Manufactura.

NTP 151.402:2012: SACHA INCHI. Buenas Practicas agricolas para el cultivo de

Sacha Inchi (Plukenetia Volubilis Linneao)
NTP 151.404:2013: SACHA INCHI. Trazabilidad.
NTP 209.038:2009: ALIMENTO ENVASADOS. Etiquetado.

NTP 209.057:1980: ACEITES Y GRASAS COMESTIBLES. Método de

determinacion de la materia insaponificable.

NTP- ISO 2859-1:2013: PREOCEDIMIENTOS DE MUESTREO PARA
INSPECCION POR ATRIBUTOS. Parte 1. Esquema de muestreos clasificados por
limite de calidad aceptable (LCA) para inspeccion lote por lote.
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2.3

Ley Organica del Ministerio de Agricultura; Ley N° 25902; Articulo 2° 3°.

El Ministerio de Agricultura, dentro del &mbito del Sector Agrario y de una economia
de mercado tiene por finalidad promover el desarrollo sostenido del Sector Agrario,
comprendiendo las tierras de uso agricola, pastoreo, forestal y eriazas de aptitud

agraria.
Normas legales del Sacha Inchi: Proyecto de ley N°11367, Articulo 1°

Del objeto de la Ley. Declarese el Sacha Inchi, Mani del Inca o Inca Inchi
(Plukenetia volubilis - Linneo) como patrimonio genético nacional, por su calidad y
composicion alimenticia, producto de nuestra diversidad bioldgica, de ancestral uso

desde tiempos prehispanicos.

Ley N° 28477: Ley que declara a los cultivos, crianzas nativas y especies

silvestres usufructuadas patrimonio natural de la nacion, Articulo 1°, 2°

Registra los objetivos de ley declarar a los cultivos, crianzas nativas y especies

silvestres usufructuadas Patrimonio Natural de la Nacion.
Hipétesis
2.3.1 Hipoétesis General

Ho: No existe mejora ambiental en el cultivo de sacha inchi (Plukenetia
volubilis L.) al utilizar hongos endéfitos, para el control de Meloidogyne
incognita (NEMATODO DEL NUDO DE LA RAIZ).

H1. Por lo menos un género de hongo endéfito mejora ambientalmente el
cultivo de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) para el control de
Meloidogyne incognita (NEMATODO DEL NUDO DE LA RAi2).
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2.3.2 Hipétesis Especificas

Hes. Se identificd los géneros de hongos endéfitos aislados de Sacha

Inchi mediante claves taxondmicas.

He2: Se identifico el hongo endofito que controlan en gran parte a
Meloidogyne incognita (NEMATODO DEL NUDO DE LA RAIZ).

Hes: Se identifico el género de mayor capacidad de control al nematodo
Meloidogyne incognita (NEMATODO DEL NUDO DE LA RAiZ) en

condiciones controladas.

2.4 Variables de Estudio

e Variable dependiente:

Mejora ambiental en el cultivo de SACHA INCHI (Plukenetia volubilis L.).
e Variable independiente:

Hongos enddfitos
o Variables extrafas:

Temperatura
Humedad

Luminosidad
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Tabla N° 01. Operacionalizacién de hipoétesis, variables e indicadores.

TIPO DE VARIABLES DEFINICION DIMENSIONES INDICADORES ESCALA
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL
* Ambiental: Favorece la
Los hongos endoéfitos [conservacidn y propagaciéon de la
Organismos que colonizan los especie Plukenetia volubilis L .,
viven en asociacion | tejidos u 6érganos internos |(SACHA INCHI) mejorando la
. con plantas en la de una planta sin causar |calidad de la especie. .
Hongos endoéfitos IR . L * De intervalo
o . mayor parte o en todo| ningun tipo de sintoma, * Proporcion de 1 .
Cualitativa y| de Plukenetia sp. . . L P . discreto
s B su ciclo de vida, y se |y confieren una proteccién |+ Econémico: Bajo costos en la x 106 de esporas )
Cuantitativa | (Independiente ) X . * Nominal
encuentran en las a la planta hospedera |aplicacion de los controladores /ml por maceta
hojas y los tallos de contra el ataque de biolégicos para el control de
muchas plantas, sin agentes bidticos y Meloidogyne incognita.
causar dafo evidente abidticos » Social: Involucra a todos los
agricultores.
* Ambiental: Especies mejoradas
conservan el ambiente mediante el [+Determinacion del
El mejoramiento Productos mejorados, |uso de biocontroladores y indice de
. . ambiental define cultivados de modo disminuciéon de productos quimicos. [Shannon.
Mejora ambiental L - . P
. estrategias integrales organico, utilizando  Indice de
de la produccion g . . . .
B . ., | paralaprevencion de| controladores para evitar |+ Social: Fuente de trabajo para los |creecimiento. .
de “Sacha inchi . . L . . *De intervalo
o . desastres mediante la| la contaminacién de los |miembros de las comunidades que |+ Altura de la .
Cualitativa y (Plukenetia . . . continuo
o . elaboracion de suelos y del agua. se dedican a la siembre y cosecha [planta .
Cuantitativa volubilis L.") ) ; . B . i *Nominal
. estudios, proyectos, La especie mejora sus |del “Sacha inchi”. *Diametro de tallo.
(Dependiente ) . L . .
mapas de riesgos y la condiciones de *Longitud de raiz
planeacioén para desarrollo. * Econémico: Incrementa los « indice de
ordenar el uso del ingresos y utilidades al cultivar con |esbeltez
suelo . técnicas organicas. * Ndmero de
nédulos

Fuente: Elaboracion propia, (2014)
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CAPITULO Ill: METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1 Ambito de Estudio

Las pruebas se llevaron a cabo en el Laboratorio de Bioproteccion vy vivero del
Instituto de Investigaciones de la Amazonia Peruana (IIAP-San Martin), ubicado en
el Jr. Belén Torres # 135 del distrito de Morales, Provincia y Departamento de San

Martin, teniendo como coordenadas:

Zona 18 WGS 84: 9283666N — 347743E
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3.2

3.3

3.4

Tipo de Investigacion

El tipo de la investigacion es Aplicativo; porque cuyo proposito es dar solucion a
situaciones o problemas concretos e identificables, (se desarrollé en condiciones de
vivero), sobre los que se debe intervenir como para definir las estrategias de
solucion, con utilizacion y consecuencias practicas de los conocimientos. (Leyton,
2012).

Nivel de Investigacion

El nivel de investigacion es experimental, ya que se basd en buscar una respuesta
sobre la mejora ambiental en el cultivo de “SACHA INCHI” (Plukenetia volubilis L.),
utilizando hongos enddfitos para controlar a Meloidogyne incognita (Neméatodo del
nudo de la raiz). Es decir cuando no existe un cuerpo tedrico abundante que ilumine
el estudio sobre el fendmeno observado y los resultados que se obtengan sea un

aporte al reconocimiento de los elementos que lo integran. (Alvarez ,2011).

Método de Investigacion

3.4.1 Ubicacion del experimento

El trabajo se ejecutd en el laboratorio de Bioproteccién del I1IAP-San
Martin, situado en el Jr. Belén Torres de Tello N°# 135 del distrito de

Morales.
3.4.2 Procedimientos
»  Preparacion de medio de cultivo

Papa Sacarosa Agar (PSA):

Para 1 litro de medio se lavd 250 gramos de papa blanca variedad

canchan, estas en trozos se puso a cocer en 500 ml de agua destilada
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(AD) durante (£2) 10 minutos evitando que deshaga, después el caldo de
papa se filtrd en otro recipiente  limpio y  se agregé 10 gr de
sacarosa (Azucar rubia). En otro recipiente que contiene 500 ml de AD
se diluyo 18 gr de agar en tiras con ayuda de un horno microondas.
Ambas diluciones fueron mezcladas y agitadas unos minutos. La mezcla
antes que solidifique, se distribuyé en matraces 200 ml, después el matraz
con el medio fue cerrado con un tapon de algodon y cubierto con papel

aluminio.

Después se esterilizd a 121 °C de temperatura, 15 libras de
presion y por espacio de 20 minutos con ayuda de una autoclave vertical
a vapor. Al matraz que contiene el medio de cultivo estéril y tibio
(temperatura punto de biberdén) se agregd 1 gramo del antibi6tico
Oxitetraciclina,  inmediatamente después el medio de cultivo fue
distribuido en placas de Petri 15 x 60 mm (French y Herbert, 1982).

Agar Agua (AA):

Para 1 litro en un recipiente conteniendo 500 ml de AD se incorpor6 20 gr
de agar en tiras y fueron diluidas con ayuda de un horno microondas, se
enrazo con AD hasta 1000 ml, luego se esterilizd a 121°C, 15 libras de

presion por 20 min (French y Herbert, 1982).

Esterilizacion de medio de cultivo, materiales e insumos

Los medios de cultivo usados para el crecimiento y desarrollo de los
géneros de hongos endofitos; materiales como placas de Petri, vasos de
prueba, matraces, viales, tubos de prueba; asi como solucidén conservante
(glicerina al 20%), fueron esterilizados a 121°C de temperatura, 15 libras

de presion durante 15 minutos usando un autoclave vertical a vapor.
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Colecta de hongos endéfitos de sacha inchi

Se colectaron hongos enddfitos del tallo y hojas de siete especies de
Sacha Inchi (P. volubilis L., P. huayllabambana, P. carolis-vegae, P.
polyadenia, P. loretensis, P. brachybotrya y Plukenetia sp.). Durante la
colecta el nimero de plantas fueron determinados en el momento y
dependi6o del numero de plantas rastreras de sacha inchi que se
encontraron. Las plantas muestreadas fueron georreferenciados con
ayuda de un GPS individualmente. (Tabla 02).

Tabla N° 02. Georreferenciacion de las plantas muestreadas.

Plukenetiasp. Localidad Ubicacion Politica U. Geografica  Propietario

Sector Limabamba, LS: 6° 35.892"
2 Rodriguez de LO: 77° 31.407"  José Rodriguez
P carols-vegae g?gni Mendoza - . Torres Riva.
Y AMazonas. A: 1726 msnm
La Banda del LS: 6° 35.892"
P volbils ~ Cooelo Shicayo, San 10773407 p
Horizonte  Martin - San .
Martin. A: 1726 msnm
Longa, Rodriguez  LS: 6° 23.767" o
P. — »  Andrés Alejos
huayllabambana Shucush  de Mendoza - LO: 77° 34175 Hortera

Amazonas. A: 1617 msnm

Longa, Rodriguez  LS: 6° 23.767" Andrés Aleios
Plukenetia sp. Shucush  de Mendoza - LO: 77° 34175 ]

Amazonas. A: 1617 msnm Herrera
Sector LS: 3° 49.355"
P. brachybotrya ~ Puerto _ngrif:n’ Maynas LO: 73° 22.325 Fac.-lijnﬁs;ales
Almendra A: 105 msnm
Puerto  SanJuan, Maynas LS:3° 49,387 Fac. Forestales
. U uan, May oo , :
P. loretensis Amendia - Loreto LO: 73°22.429 _ UNAP
A: 110 msnm
i LS: 3° 20.049"
. CN Huitoto Pebas, Ramon G , Hilada Rivera
P. poliadenia - Castilla - Loreto LO: 71° 55.123 Peiia
Pucaurquillo A: 101 msnm

Fuente: Elaboracion propia, (2014)
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Aislamiento de endéfitos de hoja

Se tomo 10 hojas de cada planta rastrera de sacha inchi, libres de dafio
por insecto o de sintomas de enfermedad. Del segmento inferior y
superior de cada hoja se tomé un trozo de 2 mm? aproximadamente y
un trozo de la lamina medio, a mitad de la hoja, distancia entre la
nervadura central y el borde. Se efectudé una esterilizacién superficial
sumergiendo trozos de hoja en solucién de hipoclorito de sodio al 1%

durante 1 minuto.

Posteriormente los trozos fueron enjuagados  sucesivamente
en otra placa con  alcohol al 70% aproximadamente por 2
segundos, después se enjuago en agua destilada estéril. Los trozos del
tejido (hoja) fueron sembrados en placas (15 x 60 mm) conteniendo
PSAO (Papa Sacarosa Agar + Oxitetraciclina). Los aislamientos se

realizaron entre 2 a 4 horas después de la coleccion de las hojas.

Aislamiento de endéfitos de tallo

Una area de la corteza, se removid de uno de los lados del tallo de la
planta rastrera, entre 0.5 a 1 metro sobre el nivel del suelo con una navaja
esterilizado por flameo. Dos trozos rectangulares del tejido lefiosos (0.8 x
0.5 cm, aproximadamente) fueron cortados y transferidos individualmente
con pinza estéril a las placas plasticas de Petri (60 mm de didmetro) con

medio de cultivo estandar para hongos PSAOQ.

Las placas de Petri fueron selladas con parafilm y almacenadas
herméticamente en cuoller. Las partes expuestas del tejido fueron
selladas inmediatamente con una pasta cicatrizante (pasta bérdales).
Todos los instrumentos fueron esterilizados en alcohol y flameados. Los
cultivos fueron incubados a temperatura ambiente (Cuoller) + 25°C de

temperatura hasta observar y diferenciar estructuras vegetativas del
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hongo (4 a 15 dias). Puntas de hifas o esporas del hongo endéfito fueron

transferidas al medio de cultivo fresco individualmente cada cepa.
Purificacion de los géneros de hongos enddfitos

En las placas, es poco probable que se obtenga solo una cepa de hongo,
normalmente crecen varias géneros, por eso se llevo a cabo la
purificacion individual de cada género de hongo enddfito. Las colonias
que crecieron en cada placa individualmente fueron repicadas en otras

placas Petri con PSAQ, e incubadas a temperatura ambiente (+ 25°C).

En los aislamientos que formaron solo estructuras vegetativas, la
purificacidn de las colonias se realizé usando la técnica de puntas de hifa,
mientras para los aislamientos que forman estructuras reproductivas la
purificacién  fueron realizados mediante siembras monospéricas

(esporas). Después de obtener colonias puras se identificd los géneros.

Conservacion de hongos endéfitos

Para preparar la solucién conservante en una probeta graduada de pirex
se incorpord 80 ml de agua destilada estéril (ADE), después de adiciono
20 ml de glicerina puro, de este, se transfirio 1.5 ml en los porta viales. En
cada vial que contene una solucion de glicerina al 20%
previamente codificado por ejemplo Trichoderma 1; se incorpord trozos
de agar con micelio y esporas de los hongos endofitos, después  se
cubrio con parafina. Finalmente se trasladé los aislamientos por género
en porta viales. Los viales con cepas de hongos enddfitos se pusieron

dentro de una refrigeradora a - 20 °C para su conservacion.

Identificacion de géneros de hongos endofitos

Los géneros que se encontraban conservadas en solucién glicerol al 20%

dentro de viales, fueron repicados a placas de Petri conteniendo PSAO,
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después fueron incubados entre 3 a 30 dias a temperatura del ambiente
del laboratorio, bajo luz normal y condiciones de oscuridad. Con ayuda de
un profesional experimentado se dio la identificacion a nivel de género, en
el cual se utilizaron tres claves taxonémicas de identificacion para hongos,
obteniéndose asi un total de 10 géneros y 4 aislamientos no fueron

agrupados.

El procedimiento usado fue la siguiente: durante el periodo de
desarrollo de las colonias, se registraron las caracteristicas culturales de
cada cepa: color, forma, densidad, presencia o ausencia de anillos,
distribucion en la placa, esporulacion, principalmente. Con estas variables
fueron agrupados por similitud. Transcurrido el periodo de incubacion se
hicieron montajes en laminas porta objetos, y fueron examinados con
microscopio optico entre 400X a 1000X de aumento, a fin de determinar
las caracteristicas morfolégicas de cada cepa (tipo y tamafo de las

estructuras vegetativas y de reproduccion).

Para la identificacion a nivel de género, se utilizaron tres
claves taxondmicas de identificacion para hongos de: Barnett (1998),
Barron (1968), Watanabe (2002).

Colonizacion de plantulas de sacha inchi con hongo endéfito

Para este estudio se eligio diez aislamientos de Clonostachys vy diez de
Trichoderma (Tabla 03). Los aislamientos fueron cultivados en PSAO
durante diez dias, después a la placa con el hongo se incorporé 10 ml de
ADE y con una ansa estéril se removio con la finalidad de liberar las
conidias del micelio, después la suspension de conidias fueron diluidas en
vasos de prueba y se enrasd con ADE hasta los 80 ml. Con ayuda de una
pipeta se inoculé 1x10¢ de esporas/ml a bandejas de plastico con sustrato
estéril (2 de tierra agricola y 1 de humos de lombriz) y himedo a

capacidad de campo (Bailey et al., 2008).
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A cada bandeja con sustrato mas el hongo endéfito se sembrd
semillas de sacha inchi accesion Shica recién cosechada (méximo cinco
dias antes de la siembra). Las semillas previamente fueron desinfestadas
en solucion de lejia al 20% durante 5 minutos y enjuagadas tres veces en
ADE. Las bandejas fueron incubadas a temperatura ambiente del
laboratorio hasta la emergencia de pléntulas (£2) 10 dias, después las
bandejas fueron trasladadas a un ambiente con mayor iluminacion (vivero)

hasta que alcancen 63 dias después de la siembra (dds).

Tabla 03. Diez aislamientos de Clonostachys y diez de Trichoderma

Género Aislamiento Procedencia
Plukenetia Organo
kmd 65 P. brachybotrya Tallo
kmd 68 Plukenetia sp. Tallo
kmd 73 Plukenetia sp. Tallo
kmd 78 P. huayllabambana Tallo
Clonostachys kmd 80 P. brachybotrya Tallo
kmd 82 P. carolis-vegae Tallo
kmd 84 P. huayllabambana Tallo
kmd 88 P. carolis-vegae Tallo
kmd 104 P. carolis-vegae Tallo
kmd 116 P. loretensis Tallo
kmd 32 P. carolis-vegae Tallo
kmd 36 Plukenetia sp. Tallo
kmd 41 P. carolis-vegae Hoja
Trichoderma kmd 44 P. brachybotrya Hoja
kmd 45 Plukenetia sp. Tallo
kmd 49 Plukenetia sp. Tallo
kmd 52 P. huayllabambana Hoja
kmd 54 P. brachybotrya Tallo
kmd 59 Plukenetia sp. Tallo
kmd 62 P. loretensis Tallo

Fuente: Elaboracién propia, (2015)
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Extraccion de huevos de Meloidogyne incognita

Para la extraccion de huevos de Meloidogyne incognita de las plantas de
Plukenetia volubilis L., infestadas con el nematodo M. incognita, se
procedio a cortar con una tijera podadora las muestras a 0.5cm
de tamafo aproximadamente, luego estos trozos se colocaron en un
frasco de vidrio y se agregd hipoclorito de sodio al 5 % y se agitd
fuertemente por 2 minutos. Se paso la solucion por tres tamices de NO
170, 230 y 400. Luego se lavo con abundante agua; y la muestra del
ultimo tamiz; se colocd en un recipiente, después se agregd 3 ml de la
sustancia obtenida en una placa Petri y finalmente se realizd la
cuantificacion de huevos a través del microscopio, para determinar el
volumen de la solucién a inocular por planta de acuerdo a la

concentracion.
Infestacion de plantulas de sacha inchi con huevos de M. incognita

Estas plantulas fueron infestadas con huevos de M. incognita una
concentracion de 500 huevos por maceta con 2 kg de sustrato. Para la
infestacion de raices de sacha inchi con M. incognita se removio el suelo
aproximadamente 5 cm alrededor del tallo y 2 cm de profundidad. Los
huevos de M. incognita fueron inoculados con ayuda de una jeringa
hipodérmica de 10 ml (Méarquez et al., 2007). Posteriormente las macetas
con las pléntulas fueron incubadas a temperatura ambiente y con
humedad a capacidad de campo constante por un periodo de 45 dias,
considerando el ciclo biolégico del nematodo (25 a 35 dias) (Cepeda,
1996). Las plantulas fueron distribuidas bajo un disefio completo al azar

con 10 repeticiones (10 macetas por género) y 10 controles por género

28




Capacidad endofitica:

Las plantulas sacrificadas se us6 para el re-aislamiento del hongo
siguiendo la metodologia usada por Bailey y col., (2008). Secciones de
tallo de la pléntula fueron desinfestadas en solucién de legia al 20% por 1
minuto, enjuagadas con ADE 3 veces hasta quitar residuos de la legia.
En placas (14 x 100 mm) con PSAO fueron sembradas 10 discos

pequefios de tallo.

Las placas fueron incubadas a temperatura ambiente por 5 dias.
Al término del periodo de incubacion se registré como positivo (+) cuando
se observa crecimiento del hongo del disco y negativo (-) cuando no se
observa crecimiento. En cada placa diez discos fue considerada como
100% para la colonizacién en plantulas de sacha inchi. Se realizaron tres

repeticiones.

Evaluacion de resultados

e Determinacion del indice de Shannon — Whiener : diversidad y

riqueza

El indice de Shannon — Whiener se usa para medir la biodiversidad
especifica. Tiene en cuenta el nimero de géneros presentes en la
comunidad, denominado riqueza de géneros y la equitabilidad, que se

refiere a como la abundancia se encuentra en un area determinada.
La férmula del indice de Shannon es la siguiente:
H=-> pilog pi
Donde:
H = indice de Shannon

Pi = abundancia relativa
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indice de crecimiento:

Las mediciones respectivas se realizd después de la inoculacion de
Meloidogyne incognita, cada 5 dias durante un mes. Se tuvo en cuenta
la férmula:

__x2—x1
T

ID

Dénde:

ID: indice de crecimiento

Xa: Altura, didametro, etc. (final)
Xi: Altura, diametro, etc. (inicial)
T: Tiempo

Altura de la planta

Con la ayuda de una regla centimetrada se midi¢ la altura de cada una
de las plantas rastreras de sacha inchi, tomandose las medidas
desde el ras de la superficie, hasta el apice de la misma. Las
evaluaciones, se realizaron cada 5 dias iniciandose al momento de la

inoculacion; durante 45 dias.
Diametro del Tallo

Para este procedimiento se hizo uso de un vernier digital. Las
evaluaciones, se realizaron cada 5 dias iniciandose al momento de la

inoculacion.
Longitud de raiz

La longitud de las raices fue determinada a través del programa Image
Analysis Software for Plant Disease Quantification (ASSESS) (Lamari,
2002).
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indice de Esbeltez
Se usaron los datos obtenidos de la altura final y del didmetro final de

cada planta rastrera de sacha inchi.

Altura final
IE

" Diametro final

Conteo de nimero de nodulos

Al término del periodo de incubacion las plantulas de sacha inchi
fueron cosechadas cuidadosamente, separando la parte aérea de la
parte radicular, lavandolas posteriormente con agua de cafio de forma
individual (Marquez y col.; 2007). Inmediatamente después se

cuantificd el numero de nddulos por sistema radicular.
Capacidad endofitica:

Para determinar la capacidad endofitica se realizé la siembra de 10
pequefios trozos del tallo Plukenetia volubilis L. (SACHA INCHI) en
una placa con agar PDA, para poder observar el porcentaje de
colonizacion (presencia de Clonostachys o Trichoderma en las placas,

que crecen y se multiplican, pero sin producir invasién ni dafo).

Las placas fueron incubadas a temperatura ambiente por 5
dias. Al término del periodo de incubacion se registrd como positivo (+)
cuando se observa crecimiento del hongo del disco y negativo (-)
cuando no se observa crecimiento. En cada placa diez discos fue
considerada como 100% para la colonizacion en plantulas de sacha

inchi. Se realizaron tres repeticiones.
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3.5 Diseno de la Investigacion

El trabajo de investigacion fue un Disefio experimental, en el cual se pudo
determinar los efectos que causan los hongos endéfitos en los plantones infestados
con Meloidogyne incognita. Los hongos enddfitos se distribuyeron bajo un disefio

probabilistico.

Imagen 01. Disefios a aplicar en el periodo de evaluacion de cada género

(Clonostachys y Trichoderma)

TRATAMIENTOS

\

1x 105 e de esporas del hongo + 500 huevos de nematodos de M.
incognita
REPETICIONES

Clonostachys

Trichoderma

Control

REPETICIONES = 10 por tratamiento

Fuente: Elaboracién propia, (2014)
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3.6 Poblacion, Muestra, Muestreo

3.7

En el trabajo experimental se creyd conveniente usar 30 plantones de sacha inchi,

por la facilidad del trabajo ya que el disefio fue repetido (cada planta y que pudo

haber sido cualquier otra cantidad), ademas de ser oportuno, manejable y de

economizar materiales, comprobar la eficacia y seguridad en su realizacion,

asimismo porque uno corria mayor el riesgo de cualquier contaminacion u otro

factor.

3.6.1

3.6.2

3.6.3

Poblacion

En el trabajo desarrollado se usaron un total de 30 plantones de SACHA
INCHI (Plukenetia volubilis L.).

Muestra

Igual a la poblacién (30 plantones de Plukenetia volubilis L.)

Muestreo

El muestreo se realiz6 a cada una de las plantas de sacha inchi, de

acuerdo a los parametros a evaluar.

Técnicas e Instrumentos de Recoleccion de datos

3.71

Técnicas

Para el desarrollo del trabajo de investigacion, en cuanto a la recoleccion

de datos se utilizaron las técnicas siguientes:

Toma de datos mediante la observacion directa haciendo uso
del microscopio al momento de cuantificar a los huevos de Meloidogyne
incognita, conteo de numero de nddulos, capacidad endofitica vy

recoleccion de datos por mediciones.

33




3.7.2 Instrumentos:

Hongos Enddfitos
Plantas de Sacha Inchi
Fichas de campo
Bitacora

Microscopio

Céamara digital

AN N N NN SN

Camara de neubauer
3.8 Procedimiento de recoleccion de Datos

La recoleccion de datos se baso en el uso de una ficha de campo ya que en esta se
encontraban los datos obtenidos de los parametros que se evaluaron a las plantas
rastreras de SACHA INCHI (Plukenetia volubilis L.) luego de 18 dias de germinacion;
se inoculd a Meloidogyne incognita, y se empezo a recolectar los datos, teniendo
en cuenta el diametro y altura de la planta haciendo uso de un vernier digital y de

una regla centimetrada; estas evaluaciones, se realizaron cada 5 dias.

A los 45 dias después de la inoculacion se sacrificaron las plantas de P.
volubilis L. para el conteo de nimero de ndédulos y se tomé fotografias a las raices
luego se procesaron los datos con el programa SPSS y haciendo uso del programa

ASSES se determind la longitud de raiz.

3.9 Técnicas de Procesamiento y Analisis de Datos

3.9.1 Técnicas de Procesamiento

Para el presente trabajo la validez se basd en los estudios cientificos
previos y determinacion anteriores a este, en donde se reconocen

dosis, géneros de hongos utilizados, métodos a aplicar, correspondiendo
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3.9.2

asi la validez por contenido. También se contaron con la revision
bibliografica  de estudios previos, que fueron acoplados al presenta
trabajo de investigacion, generando un criterio de validez, ademas de

instrumentos necesarios para la investigacion.
Analisis de datos

Segun a la hipdtesis planteada; los hongos enddfitos extraidos, controlan
a M. incognita, y cumplen con el objetivo principal del mejoramiento
ambiental en el cultivo de SACHA INCHI (P. volubilis L.); teniendo como
resultado; que el género Clonostachys, presentdé importancia en el
desarrollo del diametro, indice de Esbeltez y numero de nodulos en

plantulas de sacha inchi.

Por otro lado el género Trichoderma demostro mayor eficacia en
el desarrollo P. volubilis L., presentando importancia en indice de
crecimiento, de altura, diametro, indice de esbeltez, nimero de nddulos ,
capacidad endofitica; sobretodo menor nimero de nodulos demostrando

y confiando en la hipotesis planteada.
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CAPITULO IV. Resultados

4.1 Presentacion de Resultados

» Para dar inicio al estudio se procedié a hacer la Identificacién de hongos

enddfitos aislados de sacha inchi (Plukenetia sp.) a nivel de género.

Con ayuda de un profesional experimentado se dio la identificacion a
nivel de género, en el cual se utilizaron tres claves taxondmicas de
identificacién para hongos de: Barnett (1998), Barron (1968), Watanabe
(2002); obteniéndose un total de 10 géneros (Tabla 04): Pestalotiopsis,
Xylaria, Brotryosphaeria, Colletotrichum, Trichoderma, Clonostachys,
Penicillium, Fusarium, Geotrichum, Phialophora , y cuatro cepas no fueron

agrupados.

Tabla 04. Géneros de hongos endéfitos aislados de Sacha Inchi

Ne Géneros CEPAS
encontrados
1 Pestalotiopsis 31
2 Xylaria 33
3 Brotryosphaeria 14
4 Colletotrichum 2
5 Trichoderma 31
6 Clonostachys 32
7 Penicillum 3
8 Fusarium 4
9 Geotrichum 3
10 Phalophora 1
11 NN 4
TOTAL 158

Fuente: Elaboracion propia, (2014)
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»  lIdentificacion de hongos enddfitos que controlan a Meloidogyne incognita
(NEMATODO DEL NUDO DE LA RAIZ)

e Determinacion del indice de Shannon — Whiener:

La abundancia y distribucion de los organismos necesitan ser agrupados
o conglomerados de las entidades de estudio en grupos relativamente

homogéneos.

El objetivo, es formar grupos tal que los elementos de un grupo
sean mas parecidos entre si que con los elementos de otro grupo.
Cuando se realizan agrupamientos de muestras se clasifica a las muestra
en grupos lo mas homogéneos posibles, a través de todas las muestras,
en base a todas las variables que caracterizan cada muestra (Balzarini y
col., 2014).

Con nuestros datos obtenidos se dedujo que de los 10 géneros de
hongos enddfitos, se agruparon y formaron grupos homogéneos teniendo
como resultado que los géneros Clonostachys y Pestalotiopsis se unen a

menor distancia que el resto, formado un grupo.

El segundo grupo conformado por los hongos Brotryosphaeria y
Trichoderma. Teniendo dos grupos de menor distancia y se escogié a
uno de cada grupo (Trichoderma y Clonostachys) para el control de
Meloidogyne incognita, segun antecedentes de control bioldgico. (Grafica
N°01).
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Promedio (Average linkage)
Distancia: (Euclidea)

Penicillium

Phialophora

Geotrichum —

Fusarium

Colletotrichum

Trichoderma ]

]

Botryosphaeria

Xylaria
Pestalotiopsis -
Clonostachys |

I T T T 1
0.00 0.46 0.93 1.39 1.85

Grafica N° 01: Dendograma obtenido a partir de la matriz de distancia basada en el

indice de Shannon — Whiener
Fuente: Elaboracion propia, (2014)

e El indice de Shannon — Whiener se encuentra entre los indices de
equidad y que a su vez esta expresa la uniformidad de los valores de
importancia a través de todas las especies de la muestra. Y como el
indice contempla la cantidad de especies presentes en el area de estudio
(riqueza de géneros), y la cantidad relativa de individuos de cada una de
es0s géneros (abundancia) (Pla, 2006).
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e En el trabajo se tuvo en cuenta la riqueza de géneros de hongos enddfito;
segun nuestros datos obtenidos se deduce que P. brachybotrya, tiene el
mayor indice de Shannon con 1.80 y con una poblacion de 26 cepas de
hongos y 9 géneros, lo que significa que en esta especie de sacha inchi,
se encontraran el mayor numero de géneros. Seguido de P.
huayllabambana con un indice de Shannon de 1.65, con 24 cepas y 7
géneros. Y el menor indice de Shannon se obtuvo de P. poliadenia con
indice de Shannon de 1.28, 10 nimero de cepas y 4 géneros. (Tabla
N°05).

Tabla N°05: Determinacion del indice de Shannon - Whiener

Plukenetia "0 %¢ poplacien N
Shannon Géneros

P.
brachybotrya LE 2 :
P. carolis- 199 25 5
vegae
P.
huayllabamban ~ 1.65 24 7
a
P. loretensis 1.53 33 6
P. poliadenia 1.28 10 4
P. volubilis L. 1.43 14 5
Plukenetia sp. 1.32 26 5

Fuente: Elaboracion propia, (2014)
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Identificar el tratamiento que muestra mayor desarrollo para la produccion del
Sancha Inchi (Plukenetia volubilis L.).
Para la obtencion de las gréficas presentes en los resultados se tuvo en

cuenta las 3 repeticiones que se realiz6 en el trabajo de investigacion.

e indice de crecimiento:

INDICE DE CRECIMIENTO
0.6
0.49
0.5
0.39

0.4
503

02 0.14
0.1
0

Control Trichoderma Clonostachys

Grafica N° 02: indice de crecimiento en plantones de Plukenetia volubilis
L. (SACHA INCHI).

Fuente: Elaboracién propia (2015).

En la grafica 02, para identificar el tratamiento que muestra mayor desarrollo
para la produccién del Sancha Inchi (Plukenetia volubilis L.), explica que
con el tratamiento Trichoderma tuvo un incremento de 0.49 cm; seguida de
Clonostachys con 0.39 cm y el promedio mas bajo se ha obtenido al aplicar el
control con 0.14 cm.

Para obtener esta gréafica se procesaron los datos que se encuentran en Anexos
(Tabla 07 y Tabla 08).
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e Incremento de la altura:

Donde:

1 = Control 2 = Trichoderma 3 = Clonostachys

50,00

50,00

40,00

30,00

Media de Crecimiento

20,00

10,00

T T T
1 2 3

Repeticiones

Grafica N° 03: Incremento del altura (cm), determinado en 45 dias de la
primera hasta la novena evaluacién (E1 - E9) de plantones Plukenetia
volubilis L. (SACHA INCHI).

Fuente: Elaboracién propia (2015).

Para determinar la eficiencia de Trichoderma y Clonostachys sobre el
incremento de la altura de plantones de Plukenetia volubilis L.(SACHA
INCHI), se obtuvo como mayor resultado al tratamiento Trichoderma con
52.40 cm, superando de manera significativa a Clonostachys con 20.81
cm, y el promedio mas bajo se obtuvo del Control con 14.96 cm.

Los datos procesados para esta grafica se encuentran en Anexos (Tabla
06).
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e Incremento de diametro:

5,00

4,50+

4,009

Media de Diametro

3,50

3,00

T T T
1 2 3

Repeticiones

Grafica N° 04. Incremento del diametro (mm); determinado en 45 dias de
la primera hasta la novena evaluacion (E1 — E9) de plantones Plukenetia
volubilis L. (SACHA INCHI).

Fuente: Elaboracion propia (2015).

En la gréafica 04, para determinar el incremento de diametro se obtuvo
como resultado que el hongo Trichoderma tuvo un incremento de 4.79
mm de didametro, superando al Control con 4.31 mm y el promedio mas

bajo se obtuvo de Clonostachys con 3.27 mm.

Para ésta grafica se usaron los datos de loa Anexos (Tabla 09).
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e Longitud de Raiz

67 50

65,00

62,50

Media de Long

60,00

57 50

T T T
1 2 3

Repeticiones
Grafica N° 05. Longitud de raices de plantones de Plukenetia volubilis L.
(SACHA INCHI).

Fuente: Elaboracion propia (2015).

En la grafica 05, se observan los datos obtenidos para determinar el
incremento de la longitud de raices de plantones de Plukenetia volubilis L.
(SACHA INCHI) explica que con el Trichoderma se obtuvo el mayor
promedio en el incremento de Longitud de raices siendo 66.67 cm,
superando al control con un incremento de 64.65 cm y el promedio mas
bajo se han obtenido al aplicar el tratamiento Clonostachys, cuyo

promedio fue 56.88 cm respectivamente.

Los datos procesados para esta grafica se encuentran en Anexos (Tabla
10).
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e Grafica de indice de Esbeltez

iNDICE DE ESBELTEZ

/ 647 625
6

5 477

4

3

2

1

0

Control Trichoderma Clonostachys

GRAFICA N° 06. indice de Esbeltez de plantones de Plukenetia volubilis L.
(SACHA INCHI).

Fuente: Elaboracion propia (2015).

En la gréfica 06, para Identificar el tratamiento que muestra mayor
desarrollo para la produccion del Sancha Inchi (Plukenetia volubilis L.),
sobre el indice de Esbeltez , se tiene en cuenta el menor valor que
influyeron en las plantas de Plukenetia volubilis L. (SACHA INCHI); explica
que con el tratamiento Trichoderma obtuvo el menor promedio en el indice
de Esbeltez con teniendo mejor capacidad de supervivencia en ambientes
teniendo un promedio de 4.77 ; seguida de Clonostachys con un
incremento de 6.25 y los promedios mas altos se han obtenido del Control

cuyos promedios fue 6.47 respectivamente.

Los datos usados para esta grafica se encuentran en Anexos (Tabla 11y
Tabla 12).
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e Determinacién de nimeros de nodulos:

250,00

200,00

150,00

100,00

Media de Nodulos

50,00

00

T T T
1 2 3

Repeticiones

GRAFICA N° 07: Numero de nddulos en plantones Plukenetia volubilis L.
(SACHA INCHI), determinado en 45 dias.

Fuente: Elaboracion propia (2015).

En la grafica 07, para determinar numeros de nddulos explica que con el
tratamiento Trichoderma se encontraron 27 nodulos en las raices de P.
volubilis L.; mientras que en Clonostachys se encontraron 50 nddulos, y
finalmente en el control se obtuvieron 228 nodulos; situandose en el
mayor promedio en el incremento de nimero de nodulos, superando de

manera significativa a los demas.

Para esta grafica se usaron los datos del Anexo (Tabla 13).
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Capacidad de control de Trichoderma y Clonostachys al nematodo
Meloidogyne incognita (NEMATODO DEL NUDO DE LA RAIZ) en

condiciones controladas.

¢ Determinacion de capacidad endofitica:

50,00

40,00

30,00

20,00

Media de Colonizacion

10,00

00

T T T
1 2 3

Tratamientos

Grafica N° 08: Porcentaje de colonizacion de plantones de Plukenetia
volubilis L. (SACHA INCHI).

Fuente: Elaboracion propia (20195).

En la grafica 08 se obtuvo como resultado que Trichoderma colonizé un
68 % de la placa, situdndose en el mayor promedio en cuanto al
porcentaje de colonizacién, superando de manera significativa a los
demas, seguida Clonostachys, con un porcentaje de colonizacién de 61
%, y el promedio méas bajo se obtuvo del control, cuyo promedio fue el
0% respectivamente.

Los datos procesados para esta grafica se encuentran en Anexos (Tabla
14).
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4.2 Discusion

En la Grafica N° 04 y 05 nos muestran el incremento de diametro y longitud
de raiz, en el cual Trichoderma es el que mejor resultados presenta, es un punto
importante ya que ademés de controlar a M. incognita, hay mejoras en la planta;
corroborado por Gonzalez y col., (2012) que hace mencion que actualmente ha
cobrado gran importancia el género Trichoderma y es con frecuencia utilizados
como agente de control biologico debido a su capacidad de parasitar a una amplia
variedad de hongos fitopatégenos y neméatodos ademas de darle otros beneficios a
la planta. Del mismo modo Stefanova (2007) hace mencién que el hongo
antagonista Trichoderma es un biorregulador efectivo contra nematodos del género
Meloidogyne, por medio de sus esporas s e hifas. Leyva y col., (2010) en su
trabajo de investigacion obtuvo como resultado que Trichoderma alcanzé una
efectividad de 88.33% para el control de M. incognita en el cultivo del tomate con el

mayor incremento en los rendimientos.

En la Grafica N°07 nos muestra el grado de eficiencia de Trichoderma para
controlar M. incognita en cuanto a numero de nddulos; asemejandose a los
experimentos de Méndez, (2006) que apreci6 la efectividad de los tratamientos de
Trichoderma y oscilan entre 52% y 82% de control del indice de ataque en el
sistema radical del cultivo, con lo que se demuestra la factibilidad de su utilizacién

en el control de esta especie de nematodo.

En la Grafica N°07, segin los datos obtenidos demuestran que
Trichoderma controla a M. incognita, superando a los demas. Clonostachys a su
vez puede funcionar como controlador biologico ya que evidencia numeros de
nddulos aceptables; lo que demuestra que también puede ser un controlador
bioldgico alterno, corroborado por Mamarabadi, y col., (2012) quien menciona que
Clonostachys ha sido reportado como un parésito potencial contra los neméatodos e

insectos.
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En las Graficas N°03, 04, 05, 06, 07, y 08, nos muestra los beneficios
Trichoderma hacia P. volubilis L.; a su vez nos evidencia que este hongo posee
un rapido crecimiento y desarrollo. Al igual que Bafios y col., (2010), describe a
Trichoderma que posee rapido crecimiento y desarrollo; es un antagonista de
excelencia, comprobada su efectividad contra M. incognita y que a su vez redujo
el grado de infestacion del nematodo en el cultivo de tomate; asi mismo brinda

buenos beneficios a la planta, como en el crecimiento, longitud de raiz entre otros.

En la Grafica N° 04 si comparamos los resultados obtenidos de ambos
géneros observamos que Trichoderma demostré un mayor diametro de tallo de
4.79 mm, asi mismo en la Grafica N° 06 en el indice de esbeltez es de 4.77;
demostrando que Baiios y col., (2010), tenia razén al describir que una buena
calidad de plantula debe tener, un diametro de cuello grande y bajo indice de
esbeltez. En el género Clonostachys su diametro de tallo fue de 3.27 mm y su
indice de esbeltez fue de 6.25 mm, que estad dentro de lo normal en cuanto a

supervivencia de la planta.

En la Grafica N°08 y Anexo. 07 Nos muestran los resultados de la
capacidad endofitica; teniendo que Trichoderma alcanzé una colonizacién de 68%,
mientras que Clonostachys un 61% de los tallos de SACHA INCHI (P. volubilis L.);
y estudios realizados por Hoyer y col., (2009) deduce que éstos pueden hongos
pueden vivir como un enddfito en los tallos, teniendo como resultado que la
colonizacion endofitica es sistémica, que crece de las raices y el tallo. Asi mismo
controla eficazmente las enfermedades inicial y transmitidas por el suelo y puede

promover, ademas, el crecimiento de las plantas.

La Ley General del ambiente — Ley N° 28611. En su articulo 102.- De la
conservacion de las especies estipula que brinda una politica de conservacion de
las especies el cual implica la necesidad de establecer condiciones minimas de

supervivencia de las mismas, la recuperacion de poblaciones y el de supervivencia
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de las mismas, la recuperacion de poblaciones y el cuidado y evaluaciones por el
ingreso y dispersion de especies exoticas, por lo tanto mediante el presente, se
logré la mejora ambiental de la produccion de P. volubilis L., al utilizar hongos
enddfitos propios, para controlar a Meloidogyne incognita, generando  la
importancia del control biolégico como un componente vital de la agricultura
sustentable y sostenible que preserve los recursos naturales y el ambiente
mediante la utilizacion de microorganismos seleccionados por su alta eficiencia e

inocuidad.

En la Gréfica 05 Trichoderma nos muestra un crecimiento radicular de
66.67 cm , concordando lo descrito por Cruzat y lonannidis, (2008) que menciona
al género Trichoderma como colonizador del suelo alrededor de las raices
ayudando a la planta en su nutricion, convirtiendo los nutrientes mas disponibles
para la planta; las raices  se desarrollan  méas réapido  produciendo

sistemas radiculares mas grandes.

Daniel 2006 describe que el indice de Shannon - Whiener es uno de los
mas utilizados para evaluar la diversidad de especies, expresando el numero de
poblaciones y sus abundancias relativas. En la Tabla N°04 nos sefiala la riqueza
de géneros de hongos enddfitos por especie de Plukenetia; deduciendo que P.
brachybotrya, tiene el mayor indice de Shannon con 1.80 y con una poblacién de 26
cepas de hongos y 9 géneros, lo que significa que en P. brachybotrya, se
encontraran el mayor nimero de géneros. Seguido de P. huayllabambana con un
indice de Shannon de 1.65, 24 cepasy 7 géneros. Y el menor indice de Shannon

se obtuvo de P. poliadenia con 1.28, 10 numero de cepas y 4 géneros.
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Conclusiones

Se logro identificar diez géneros de hongos endofitos, segun los antecedentes
cientificos, Trichoderma y Clonostachys muestran capacidad de control del

nematodo Meloidogyne incognita.

Se logra la mejora ambiental utilizando hongos enddfitos (Trichoderma y
Clonostachys) en el cultivo de sacha inchi (Plukenetia volubilis L.) para el control de
M. incognita y constituye una alternativa importante para mitigar los impactos

ambientales causados por el uso frecuente de agroquimicos.

Entre las caracteristicas morfol6gicas; que presentaron mejora en el desarrollo en
plantas de SACHA INCHI (P. volubilis L); el incremento de altura present6 un valor
considerable gracias al género Trichoderma donde se obtuvo un incremento de
altura hasta de 52.40 cm, mayor promedio de altura en relacion al otro género

Clonostachys con 20.81 cm. (Gréafica 03)

El género Trichoderma redujo significativamente el nimero de nddulos en las
plantulas con 27 numeros de nodulos, situdndose en el lugar de mayor eficacia, en
comparacion con el control con 228 nddulos. Mientras que al aplicar Clonostachys

se encontraron hasta 50 nddulos (Grafica 07)

La mejora ambiental en el cultivo del SACHA INCHI (P. volubilis L) usando hongos
enddfitos propios, en el control de Meloidogyne incognita; se pone a disposiciéon una

alternativa amigables con el ecosistema, y econdémicamente de bajo costo.

50




Recomendaciones

Dentro de un proyecto tan ambicioso como fue este, siempre se desea que haya
una mejora continua del mismo; por lo tanto se recomienda a futuros estudiantes
que tengan interés en este proyecto, la complementacion del estudio de estos dos

géneros de hongos antagonistas.

Analizar con mayor detenimiento y buscar si otros géneros de hongos endofitos
presentados en la tesis funcionan como controladores de Meloidogyne incognita
(NEMATODO DEL NUDO DE LA RAIZ).

Motivar al uso de hongos enddfitos controladores de M. incognita para la produccién
de cultivos y mitigar el uso de agroquimicos que dafian el estado natural del

ambiente.

Las instituciones publicas y/o privadas deben contribuir a desarrollar y ejecutar
proyectos de investigacion, relacionados a la mejora ambiental de la produccién de
SACHA INCHI (P. volubilis L), con el uso de controladores biolégicos,

contribuyendo la sustitucion de nematicidas y a mitigar la contaminacion ambiental.
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PANEL FOTOGRAFICO
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ANEXOS:

Foto 02: Siembra de Plukenetia volubilis L. (SACHA INCHI).

59




Foto 03: Macetas colonizadas con hongos enddfitos. A. Macetas con Trichoderma, B.

Macetas con Clonostachys.

Foto 04: Extraccion de Meloidogyne incognita. A. Raices de sacha inchi con nddulos, B.

Raices cortados en trozos. C. Hipoclorito de sodio al 5%. D. Raices en tamices
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Foto 05. Evaluaciones de Plukenetia volubilis L., A. Medicion de diametro de tallo, B.

Medicion de la atura.

Foto 06: Sacrificio de Plukenetia volubilis L., A. Raices de Plukenetia volubilis L., B.

Evaluacion de nimeros de nddulos.
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Foto 07: Determinacion de capacidad endofitica de Clonostachys y Trichoderma A.
Plaqueo con agar PDA, B. Lavado de los tallos de Plukenetia volubilis L. (SACHA INCHI),

C. Cortado de los tallos, D. Siembra de los trozos de tallos, E. Colonizacién del hongo a 5

dias, F. Control sin colonizar.

TRATAMIENTOS

Repeticiones  Control Trichoderma Clonostachys
1 17.2 63.1 21.26

2 16.5 50.44 20.2

3 16 29.84 20.08

4 15.5 51.16 21.2

5 1.9 32.94 22.1

6 17 73.1 20.52

7 15.2 27.68 22.68

8 17 77.6 16.96

9 17.4 64.84 21.92

10 15.9 53.28 21.22
PROMEDIO 14.96 52.40 20.81

Tabla 06: Determinacién de incremento de altura del Control, Trichoderma y Clonostachys
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CLONOSTACHYS

Repeticiones  Altura inicial Altura final indice de Crecimiento
1 8.50 21.26 0.40
2 11.02 20.20 0.55
3 9.68 20.08 0.48
4 7.96 21.20 0.38
5 11.62 22.10 0.53
6 10.10 20.52 0.49
7 10.44 22.68 0.46
8 8.92 16.96 0.53
9 11.40 21.92 0.52
10 12.26 21.22 0.58
PROMEDIO 10.19 20.81 0.49

Tabla 07: Determinacion del indice de crecimiento de Clonostachys y el Control.

TRICHODERMA
Repeticiones  Alturainicial  Altura final indice de Crecimiento
1 8.50 21.26 0.40
2 11.02 20.20 0.55
3 9.68 20.08 0.48
4 7.96 21.20 0.38
5 11.62 22.10 0.53
6 10.10 20.52 0.49
7 10.44 22.68 0.46
8 8.92 16.96 0.53
9 11.40 21.92 0.52
10 12.26 21.22 0.58
PROMEDIO 10.19 20.81 0.49

Tabla 08: Determinacion del indice de crecimiento de Trichoderma.
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TRATAMIENTO
Repeticiones  Control  Trichoderma  Clonostachys

1 4.33 4.85 2.88
2 4.25 4.63 4.02
3 4.29 4.66 3.43
4 4.11 473 3.32
5 4.33 4.72 351
6 4.78 4.85 3.20
7 4.29 4.55 3.61
8 4.29 4.81 3.19
9 4.18 5.03 3.12
10 4.2 5.12 3.16
PROMEDIO 4.31 4.79 3.27

Tabla 09: Determinacion del diametro de tallo del Control, Trichoderma y Clonostachys.

TRATAMIENTO
Repeticiones Control Trichoderma Clonostachys
1 65.20 70.9 66.57
2 67 80.79 36.89
3 65 60.74 51.29
4 63.29 49.35 79.65
5 64.22 60.93 57.58
6 66 65 62.92
7 64.77 67.63 37.09
8 64.98 80.08 79.97
9 65 80.88 58.15
10 60.99 50.41 38.67
PROMEDIO 64.65 66.67 56.88

Tabla 10: Determinacion de la longitud de raiz del Control, Trichoderma y Clonostachys.
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TRICHODERMA

indice
Altura  Diametro de
Repeticiones CONTROL final final esbeltez
1 745 1473 4.02 3.66
2 571 16.86 343 4.92
3 530 16.22 3.32 4.89
4 7.07 1491 3.51 4.25
5 498 17.56 3.20 5.48
6 747 1490 3.61 412
7 503 17.18 3.19 5.38
8 823 13.84 3.12 443
9 701 17.01 3.16 5.39
10 6.47  16.91 3.27 517
PROMEDIO 6.47 16.01 3.38 4.77

Tabla 11: Determinacion del indice de esbeltez de Trichoderma y el Control.

CLONOSTACHYS ]
Diametro Indice de
Repeticiones Altura final final esheltez
1 36.09 4.85 6.32
2 26.46 4.63 5.87
3 24.68 4.66 6.2
4 33.45 4.73 5.98
5 23.50 4.72 7.1
6 36.24 4.85 6.66
7 22.88 4.55 5.95
8 39.59 4.81 5.39
9 35.25 5.03 6.08
10 33.13 5.12 6.9
PROMEDIO 31.13 4.79 6.25

Tabla 12: Determinacion del indice de esbeltez de Clonostachys.




TRATAMIENTO
Repeticiones Control Trichoderma Clonostachys

1 228 37 47
2 232 13 38
3 220 30 42
4 225 27 56
5 224 17 50
6 231 13 82
7 229 51 56
8 226 32 24
9 232 23 33
10 234 30 67
PROMEDIO 228.10 27.30 49.50

Tabla 13: Determinacion de numero de nodulos del Control, Trichoderma y Clonostachys.

TRATAMIENTO

Repeticiones Control  Trichoderma  Clonostachys
1 0 70.9 60

2 0 65.8 55.99

3 0 64.77 61.1

4 0 77 60.55

5 0 60 60

6 0 66 66.4

7 0 65.88 60.44

8 0 71.9 62.2

9 0 65.74 61

10 0 69.6 60.33
PROMEDIO 0.00 67.76 60.80

Tabla 14: Determinacion de capacidad endofitica del Control, Trichoderma vy

Clonostachys.
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