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Resumen

Entre las enfermedades méas importantes que afectan al cultivo de cacao esta la mazorca
negra o pudricion parda, ocasionada por microorganismos del complejo Phytophthora.
Aunque el manejo de esta enfermedad involucra diferentes enfoques, es necesario avanzar
en la busqueda de alternativas que permitan mitigar la plaga. La presente investigacion tuvo
como objetivo evaluar la capacidad antagénica in vitro de microorganismos nativos de la
rizosfera de cacao sobre Phytophthora palmivora aislada e identificada mediante morfologia
macro y microscopica a partir de mazorcas enfermas procedentes de la hacienda “La
Dolorosa” ubicada en la provincia de Esmeraldas. Se obtuvieron ademas diez
microorganismos con potencial biocontrolador a partir de muestras de suelo identificadas
como pertenecientes a los géneros Bacillus y Trichoderma. Al realizar pruebas de cultivo
dual, el mejor porcentaje de inhibicion de crecimiento (PIRC) lo ejercieron los aislados
descritos como T. harzianum, B. subtilis y T. asperellum, estimdndose que los mecanismos
de accion involucrados en este efecto antagonista son la antibiosis y la competencia por
espacio y nutrientes.
Palabras clave:

e CACAO

o MAZORCA NEGRA

¢ ANTAGONISMO

e BACILLUS

e TRICHODERMA
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Abstract

Among the most important diseases that affect cocoa crops is the black pod or brown rot,
caused by microorganisms of the Phytophthora complex. Although the management of this
disease involves different approaches, it is necessary to advance in the research for
alternatives that allow mitigating this trouble. The objective of this investigation was to
evaluate the in vitro antagonistic capacity of native microorganisms of the cocoa rhizosphere
on Phytophthora palmivora isolated and identified by macro and microscopic morphology
from diseased fruits from the “La Dolorosa” farm located in the province of Esmeraldas. Ten
microorganisms with biocontroller potential were also obtained from soil samples identified
as belonging to the Bacillus and Trichoderma genus. Dual culture tests shows the best
growth inhibition percentage (PIRC) with the isolates described as T. harzianum, B. subtilis
and T. asperellum, estimating that the mechanisms of action involved in this antagonistic
effect are antibiosis and competition for space and nutrients.
Keywords:

e COCOA

¢ BLACK POD DISEASE

e ANTAGONISM

e BACILLUS

e TRICHODERMA
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Capitulo I: Introduccidn
Formulacién del problema

El cacao (Theobroma cacao L.) perteneciente a la familia Malvaceae, es un cultivo
originario y tradicional de América. En el Ecuador, su importancia es sumamente relevante,
pues es uno de los productos principales de exportacion. Segun el INEC (Instituto Nacional
de Estadistica y Censos), el sector cacaotero contribuye con el 5% de la poblacion
economicamente activa nacional (PEA) y el 15% de la PEA rural, constituyéndose como una
base fundamental de la economia de alrededor de 100.000 familias de pequefios y
medianos productores de la Costa y Amazonia de pais (F. Sanchez et al., 2011).

Fulton (1989) asegura que la planta de cacao se desarrolla en ambientes humedos y
sombreados, condiciones que resultan favorables para que las enfermedades emerjan;
convirtiéndose en un factor limitante para su produccién y rendimiento. Entre las
enfermedades mas importantes y frecuentes que afectan al cacao se destacan la escoba de
bruja (causada por el hongo Moniliophthora perniciosa Stahel.); la moniliasis (causada por el
hongo Moniliophthora roreri Cif & Par), las bubas (causadas por Fusarium decemcellulare) y
la pudricion negra del fruto producida por Phytophthora sp. (Ploetz, 2007).

También conocida como mazorca negra o pudricion parda, esta enfermedad
ocasiona pérdidas estimadas de 450,000 TM de cacao a nivel mundial y se caracteriza
porque su agente causal puede atacar todos los tejidos de la planta. Produce manchas de
color café tabaco en hojas nuevas; cancer o chancro en tronco y raices, el ennegrecimiento
y momificacién de los frutos en conjunto con la decoloracién y pudricién de las almendras,
gue resulta ser la principal afeccion al cultivo (M. Sanchez et al., 2015).

Espafia (2019) menciona que el suelo y los restos de cosecha son un indculo
primario, pues gracias a las condiciones de humedad, Phytophthora puede formar
clamidosporas que le permiten establecer la infeccion. Ademas, con estas estructuras
reproductivas puede permanecer latente por mucho tiempo en el suelo desde meses hasta

varios anos.
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Justificacion del problema

El manejo de la mazorca negra puede ser abordado desde varios enfoques, como el
uso de productos quimicos, labores culturales y control bioldgico. La soluciéon mas utilizada
para el control de esta enfermedad ha sido la aplicacion de métodos de control quimico a
base de cobre, que, si bien cumplen su objetivo, presentan varios aspectos negativos como
la afectacién a la salud del agricultor y el dafio al medio ambiente por la contaminacion del
suelo y del agua. Adem@s, para los pequefios agricultores, los agroquimicos pueden llegar a
ser inaccesibles porque implican una gran inversion econémica y su eficacia puede ser poco
satisfactoria pues depende en gran medida de su correcto uso (M. Sanchez et al., 2015).

El uso de microorganismos antagonistas se considera como una estrategia segura y
econdémicamente viable. Segun Ibarra y colaboradores (2006), la aplicacion de antagonistas
microbianos esta clasificada como un elemento importante en el manejo integrado de
plagas (MIP) y enfermedades de plantas, siendo una alternativa al uso de pesticidas
guimicos. Varias investigaciones han demostrado que el uso del hongo Trichoderma inhibe
el crecimiento de Phytophthora tanto in vitro como in vivo, asi también existen otros
microorganismos benéficos como actinomycetes, Pseudomonas sp. y Bacillus subtilis que
han mostrado efecto antagénico contra el agente causal de la pudricion parda (M. Sanchez
et al., 2015). Los suelos agricolas disponen de una gran diversidad microbiana y en la
rizosfera se pueden encontrar bacterias y hongos que promueven mecanismos de defensa
a las plantas y suprimen varios patdgenos fungicos (Cedefio Moreira et al., 2020).

Por lo tanto, este proyecto busca aislar e identificar microorganismos nativos de
suelo del cultivo de cacao con potencial antagonico a nivel in vitro contra Phytophthora sp.
cuya finalidad es el futuro desarrollo de productos bioldgicos que permitan contrarrestar el
crecimiento y establecimiento del fitopatdgeno. Asi, se podra mejorar la produccion agricola

sin causar graves impactos a los agroecosistemas.
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Objetivos de la investigacion
Objetivo general
Seleccionar e identificar de microorganismos nativos del suelo de cacao (Theobroma
cacao L.) con potencial antagonico contra Phytophthora sp. a nivel in vitro de la hacienda
“La Dolorosa”, provincia de Esmeraldas
Objetivos especificos
o Realizar el muestreo de suelo y fruto del cultivo de cacao en la hacienda “La
Dolorosa”.
¢ Aislar el hongo patégeno Phytophthora sp. a partir de mazorcas de cacao enfermas
de la hacienda “La Dolorosa”.
e Aislar y seleccionar cepas de microrganismos nativos de interés a partir de muestras
de suelo del cultivo de cacao.
¢ Identificar los aislados seleccionados mediante claves y pruebas dependientes de
cultivo.
e Realizar pruebas de antagonismo de los aislados obtenidos contra Phytophthora sp.

obtenidas de la mazorca de cacao.
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Capitulo Il: Marco teorico
Cultivo de cacao
Historia y produccién

El origen del cacao ha sido estimado en los bosques himedos tropicales de Ameérica
del Sur. Su cultivo y manejo fue extendido desde alli, a otras regiones del continente como
centro y Norte América; y con la llegada de los europeos, logr6 ser expandido y establecido
en Asia y Africa (Mendoza, 2013).

Actualmente los paises lideres mundiales en su produccién son Costa de Marfil,
Ghana, Nigeria y Cameran, con una produccion cercana al 60%. Este alto rendimiento del
continente africano se debe a la ausencia de enfermedades severas que se encuentran en
la tierra de origen del cultivo. Asi, el continente americano Gnicamente aporta con el 18% de
la produccion mundial desde Brasil; seguido de Ecuador con el 6% (Ramirez-Gonzélez,
2013).

En nuestro pais, el cacao se constituye como una especie primordial de los sistemas
productivos campesinos de muchas zonas. Varias provincias de la Costa y de la Amazonia
y algunas estribaciones la Cordillera de los Andes tienen plantaciones de cacao, llegando a
sumar un total de 500.000 hectareas cultivadas, de las cuales se benefician alrededor de
100.000 familias de pequefios y medianos productores (Torres, 2012) (Carranza, 2015).
Taxonomia y morfologia
Tabla 1

Descripcion taxondmica del cacao (Arvelo et al., 2017)

Nombre Cientifico: | Theobroma cacao
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Malvales

Familia: Malvaceae

Género: Theobroma
Especie: Theobroma cacao L.




20

Enriquez (2010) asegura que el cacao es un arbol que puede crecer hasta5 u 8 m
de altura, sin embargo, bajo mucha sombra y sin podas, puede alcanzar los 20 m. Su copa
de 7 a 9 m didmetro es densa (figura 1a). Posee una raiz principal pivotante que penetra
hasta 2 m y muchas raices secundarias laterales ubicadas a 30 cm por debajo del suelo.

Las hojas son perennes, simples, y enteras; tienen un tamafio medio, peciolo largo y
son de color verde (Enriquez, 2010) (Sanchez M et al., 2015).

Las flores son pequefias con un caliz rosado de segmentos largos y puntiagudos; la
corola puede tener diversos tonos desde blanquecina, amarilla hasta rosada. Nacen en
pequefios racimos llamados cojines, en el tronco y ramas maduras caracteristica que se
denomina caulifloria (figura 1b y 1c) (Hardy, 1961) (Sanchez M et al., 2015).

El fruto puede variar en tamafio, color y forma, pero generalmente es una baya.
Cuando es joven se lo llama chirel y cuando esta mas desarrollado y maduro se le
denomina mazorca y alcanza unos 30 cm de largo y 10 cm de diametro (figura 1d). La
superficie puede ser lisa o con surcos, de consistencia coriacea y de color variable,
dependiendo de la variedad. El interior se divide en cinco celdas donde una pulpa blanca,
rosada o café, de sabor agridulce, rodea a las semillas. Estas semillas también llamadas
almendras, son planas o redondas, de color blanco, marrén o morado y pueden haber de 20
a 40 en cada baya (M. Sanchez et al., 2015).

El arbol de cacao comienza a producir fruto a los tres o cuatro afios de haberse
plantado, y tiene una vida productiva de entre 25y 30 afios (Espafia, 2019)

Exigencias edafoclimaticas y de suelo

El cacao crece en las zonas bajas tropicales, a temperaturas promedio de 30 a 32°C
méaximo y 21°C minimo. La humedad también es importante, esta debe ser 100% durante el
dia y bajar hasta 70-80% en la noche. Se produce en suelos diversos, con un pH entre 4 a
7; deben ser profundos para permitir el desarrollo del sistema radicular y deben ser ricos en

materia organica (M. Sanchez et al., 2015)(Arauz, 2015).
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Figura 1

Morfologia del cacao (Theobroma cacao L.)

Nota: a. Arbol de cacao, b. Flor de cacao, c. Cojines florales en el tallo, d. Frutos de cacao
en estado de mazorca (Fotos tomadas por la autora).
Variedades

El cacao, a nivel mundial, estaba dividido en tres tipos: criollo, forastero y su mezcla
gue dio origen al conocido como trinitario. Sin embargo, en 2008 estudios cientificos
identificaron 10 tipos genéticos de cacao, dejando de lado la primera division (Corporacién
Fortaleza del Valle, 2014).

En en el Ecuador se cultivan dos tipos de cacao, el nacional que se consideraba
dentro de los forasteros amazonicos y, con la nueva division, formo parte de los 10 tipos
identificados. Es reconocido mundialmente por su aroma floral y por su uso en la produccién
exclusiva de chocolate suave. A pesar de sus favorables caracteristicas se reconoce que no
existen grandes extensiones sembradas de esta variedad (Instituto de Promocién de

Exportaciones e Inversiones, 2017).
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Por otro lado, el cultivar CCN-51 es el cacao clonal mas productivo del mundo. Es de
rapida comercializacion y muy demandado por empresas procesadoras y exportadoras de
cacao para la extraccion de semielaborados, importantes para la produccion a gran escala
de chocolate. Es una variedad resistente a plagas y enfermedades y su ciclo de cosecha es
cuatro veces mas comparado con otras variedades de cacao (Lema, 2015) (Instituto de
Promocioén de Exportaciones e Inversiones, 2017).

Enfermedades del cacao

Las enfermedades son uno de los factores mas limitantes y de mayor impacto
negativo en la produccién de cacao. Pueden llegar a causar pérdidas considerables del
30% o mas del potencial productivo mundial (M. Sanchez et al., 2015).

En el Ecuador, pueden ocasionar hasta 80% de pérdidas en la produccion de una
parcela, independientemente de la variedad de cacao sembrada segun el Il Censo Nacional
Agropecuario. Estas pérdidas se deben principalmente a la escoba de bruja y la moniliasis
causadas por el complejo de las Moniliophthoras (M. Perniciosa y M. Roreri
respetivamente), el Mal de Machete (Ceratocystis fimbriata) y la Mazorca negra
(Phytophthora sp.) (Moran, 2008).

Mazorca negra

Segun Carranza (2015) la mazorca negra es causada por microorganismos del
complejo Phytophthora y es considerada la mas importante en un 80% de los paises
productores de cacao, debido a que el fitopatégeno puede atacar todos los tejidos de la
planta de cacao y producir pérdidas a nivel mundial estimadas en 450,000 TM.

Descripcion del agente causal

De acuerdo con algunas investigaciones, se han reportado al menos siete especies
de Phytophthora como agentes causales de la enfermedad de acuerdo con la zona
geografica. Se describen a P. palmivora, P. megakarya, P. capsici, P. citrophthora, P.
nicotianae var., P. parasitica, P. megasperma y P. arecae, siendo las dos primeras las
especies mas importantes en el mundo. Por su gran incidencia y su alta distribucion a nivel

mundial, P. palmivora es responsable de 20% a 30% de pérdidas anuales de la produccion
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mundial de grano y aproximadamente 10% de muerte de arboles (Instituto Colombiano
Agropecuario, 2012)

Caracteristicas morfoldgicas

Morfologia de las Colonias In Vitro

Para la identificacion taxonémica de oomycetes patégenos generalmente se utilizan
los caracteres morfol6gicos como la forma de la colonia, que depende de la extensién de las
ramificaciones de las hifas y de la frecuencia de sus angulos. En el caso de Phytophthora se
destacan ciertos tipos culturales tipicos como el crecimiento en forma de crisantemo, en
forma estrellada o en forma petaloide (Machado et al., 2008)

Morfologia de estructuras microscopicas

Las especies de Phytophthora son clasicamente identificadas por sus caracteristicas
morfolégicas microscopicas como: morfologia del esporangio (forma, tamafio), papilacién
del esporangio y presencia o ausencia de Clamidosporas, entre otras (Erwin & Ribeiro,
1996).

Esporangios: los esporangios son los organismos de reproduccién rapida. Tienen
forma de saco y en su interior, el plasma se convierte en esporas asexuales endégenas
denominadas zoosporas. En su mayoria son estructuras terminales, aunque a veces se
presentan interinas o de lado. En cuanto a su aspecto, los esporangios puede ser
elipsoides, ovoide, obpiriforme, ovoides-obpiriforme, limoniforme casi esféricos y esféricos
de vez en cuando (figura 2); la forma y dimensiones de los esporangios son caracteristicas
importantes para la clasificacion morfolégica de las especies del género Phytophthora (Luz,

2008).
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Figura 2

Diversas formas de esporangios producidos por diferentes especies de Phytophthora (Erwin

& Ribeiro, 1996)
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El engrosamiento apical en el esporangio se llama papila, que termina en un poro y
permite la salida de zoosporas. Los esporangios pueden ser clasificados en base a esta
estructura como papilados (engrosamiento visible), semipapilados o no papilados
(engrosamiento discreto) (figura 3) (Erwin & Ribeiro, 1996) (Gregory, 1974)

Figura 3

Formas de papilas en los esporangios de Phytophthora sp.

C
Nota: (A) No papilado, (B) Semipapilado, (C) Papilado (Erwin & Ribeiro, 1996)
Clamidospora: las clamidosporas son estructuras de resistencia de paredes
gruesas. Pueden ser intercaladas (formadas entre hifas) o terminales (formadas en los
extremos de hifas). Su morfologia no difiere en gran medida entre las especies; sin

embargo, la presencia o ausencia de estas puede ayudar a la identificacion (Rivero, 2009).
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Figura 4
Morfologia de Clamidospora de Phytophthora sp. y formas de germinacion (Echemendia,

2010)

Sintomatologia

El dafio mas importante de la enfermedad ocurre cuando el fruto es atacado. Se
evidencian lesiones de color marrén chocolate que van creciendo y cubren por completo las
mazorcas o chireles y en el campo se visualiza la aparicién de frutos negros. En plantulas
de vivero, la infeccion de las hojas jévenes se muestra como con una mancha color café
tabaco y en el tallo ocasiona quemazon. En plantas méas grandes, P. palmivoray P.
megakarya pueden infectar el tallo, los cojines florales y los chupones o brotes tiernos,
produciendo la formacion de chancros o cancer, que suelen quedar escondidos por la
corteza. También afectan el tronco y el cuello de las plantas. El dafio ocasionado por los
chancros en los tallos y raices, ademas de reducir el vigor de los arboles, produce la muerte
del 10% de las plantas anualmente (M. Sanchez et al., 2015).
Ciclo de la enfermedad

Espafa (2009) menciona que la aparicion de la pudricién parda en campo esta
influenciada por las condiciones ambientales, como son las precipitaciones, la alta humedad
relativa y las temperaturas frescas, que en conjunto crean un ambiente favorable para su el
desarrollo.

Phytophthora sp. se caracteriza por tener dos tipos de reproduccion: asexual y
sexual, que se presentan en funcién del ambiente. En la pudricién parda, este patégeno

atraviesa por diferentes fases: formacion de micelio, esporangios, zoosporas y
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clamidosporas. El inéculo primario, esta en el suelo y también en los tejidos y estructuras
infectadas de la planta. En ellos se forman esporangios que germinan bajo condiciones
hamedas para establecer la infeccién (M. Sanchez et al., 2015).

El suelo es una fuente de esporas que infecta mayoritariamente a los frutos de la
parte baja de los arboles. Una sola mazorca afectada puede producir cuatro millones de
esporangios y pueden ser diseminados por la lluvia, el traslado de material de siembra,
insectos, roedores y herramientas de poda y cosecha. Con las estructuras de resistencia
llamadas clamidosporas, Phytophthora puede permanecer en el suelo y en restos de
cosecha por mucho tiempo: desde meses hasta varios afios (M. Sanchez et al., 2015).
Control de la mazorca negra

El manejo de la pudricion parda del cacao debe enfocarse desde varios angulos:
control biolégico, métodos fitosanitarios y el uso de productos quimicos (Hernandez-
Rodriguez et al., 2014).

Los métodos culturales tienen como objetivo la manipulacion del ambiente,
haciéndolo poco favorable para el establecimiento del patégeno (Adejumo, 2005). Sin
embargo, muchas veces resulta ser una tarea dificil y que involucra un arduo trabajo para
los agricultores (Koranteng & Awuah, 2011).

Actualmente, la aplicacion de fungicidas sintéticos es el método de control mas
empleado contra Phytophthora. Se utilizan compuestos de cobre, metalaxil y fosfonatos
(Ndoumbe-Nkeng et al., 2004) para reducir la incidencia de esta enfermedad.

El control bioldgico, por su parte, involucra el uso de microorganismos y sus
subproductos para contrarrestar el crecimiento y establecimiento de fitopatdgenos. Se ha
demostrado que los hongos antagonistas del género Trichoderma pueden actuar frente a
una amplia variedad de fitopatégenos, empleando diferentes mecanismos; algunas especies
de Trichoderma inhiben el crecimiento de Phytophthora sp., tanto en condiciones in vitro
como in vivo (Hanada et al., 2009; Mpika et al., 2009; Tchameni et al., 2011). El uso de
bacterias antagonistas en el manejo de patégenos de diversos cultivos también esta

catalogado dentro del control biologico. Algunas cepas de los géneros Bacillus (R. Melnick
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et al., 2008; R. L. Melnick et al., 2011) y Pseudomonas (Haas & Défago, 2005) evidenciaron
ser antagonistas de Phytophthora sp.

Tanto hongos como bacterias benéficas con propiedades antagonistas pueden ser
aislados de la rizésfera del cultivo o de la superficie de las hojas o frutos (Hernandez-
Rodriguez et al., 2014).

Mecanismos de accién del control bioldgico

Algunos de los mecanismos detras del antagonismo son: antibiosis, competencia por
espacio y nutrientes (Rubio & Fereres, 2005).

Antibiosis

La antibiosis se define como la inhibicion del metabolismo o el crecimiento de un
organismo por la accién de una sustancia a bajas concentraciones, producida por otro
organismo (Jacas et al., 2005).

Algunas especies del género Bacillus tienen la capacidad de producir péptidos,
lipopéptidos y fosfolipidos que se utilizan como agentes antibiéticos contra bacterias y
hongos patdgenas (Layton et al., 2011).

Competencia

La competencia sucede cuando al menos dos microorganismaos necesitan el mismo
requerimiento de nutrientes o espacio y el uso que uno de ellos ejerce de cualquiera de
estos dos, reduce la cantidad disponible para el otro (Rubio & Fereres, 2005).

Los hongos tienen una fase saprofitica que les permite competir con otros
microorganismos por nutrientes o espacio cuando sus requerimientos se ven limitados.
También tienen la capacidad de parasitar y producir antibioticos para acceder a nutrientes y
de esta manera retrasar el desarrollo de los patégenos, con lo que, se puede reducir la
cantidad de in6culo y evitar que la plaga alcance niveles poblacionales sustanciales para
establecer una infeccion, convirtiéndolos en candidatos como agentes de biocontrol

(Bélanger & Avis, 2002).
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Hongos del género Trichoderma se presentan como biocontroladores de diversos
fitopatdgenos gracias a su crecimiento natural en diversos suelos y su excelente capacidad
de competir por espacio y nutrientes (Infante et al., 2009).

Hipotesis
En el suelo del cultivo de cacao existen microrganismos nativos con potencial

antagonico contra el hongo fitopatégeno Phytophthora sp.
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Capitulo Ill: Materiales y métodos
Participantes del Proyecto

El proyecto de tesis fue desarrollado por Michelle Salomé Vélez Cardenas, con la
colaboracién de Alma Koch Kaiser, Mgs., directora del Proyecto; y se cont6 con la
participacién del laboratorio YURA BioSearch y la hacienda “La Dolorosa”.

Fase de campo
Zona de estudio

El muestreo de suelo y material vegetal se realizé en la hacienda “La Dolorosa”
ubicada en la provincia de Esmeraldas, Cantén Quinindé, parroquia Malimpia, Recinto 10 de
Agosto.

Coordenadas:

N: Rumbo S: 87°-00 ° E

S: Rumbo S: 88° - 00 ° W “Cuello”

E: Rumbo S: 84° - 30 ° W; Rumbo S: 2° - 30 ° W “Granda”

O: Rumbo N: 2° - 00 ° E; Rumbo N: 12° - 00 ° E; Rumbo N: 1° - 00 ° E “Epacem”; Rumbo S:
82° - 30 ° E “Felipe Moran”.

Posee una extension aproximada de 69,84 hectareas, de las cuales 7,59 ha estan
ocupadas por el cultivo de cacao.

Muestras de suelo

Se realiz6 un muestreo al azar estratificado de acuerdo a una division por lotes como
se detalla en la tabla 2.

De cada lote, se obtuvo una muestra compuesta de suelo rizosférico, tomado a 40
cm del tallo de la planta y a una profundidad 20 cm, siguiendo un patrén de camino en
zigzag (Schweiser, 2011) (Freile-Almeida et al., 2018) Las sub-muestras que conformaron la
muestra compuesta se homogenizaron en un balde plastico y se empacaron alrededor de
200 g de muestra representativa en fundas plasticas estériles. Se almacenaron a una

temperatura de 4°C para su traslado al laboratorio.
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Tabla 2
Estratificacion de los lotes de la hacienda “La Dolorosa” para el muestreo de suelo y

material vegetal

Nombre de Cddigo Fechade Edad ha Coordenadas
Lote plantacion X este Y norte
Guayaba 2102A 2015 Julio 5afios 0,33 709874 39492
Potreros 1 2102B 2015 Mayo 5afios 0,56 709535 38617
Establos 2102C 2013 Enero 7 afios 1,46 709487 38478
Potreros 2 2102D 2016 Julio 4 afios 1,32 709561 38722
Limén 2102E 2016 Enero 4 aflos 2,59 709763 39573
Guanabana 2102F 2015 Julio 5afios 0,22 709838 39372

Muestras de material vegetal

Se realiz6 un recorrido en cada lote para colectar muestras del fitopatégeno de
plantas infectadas. Se recolectaron dos mazorcas enfermas por seccion, con un minimo del
10% de dafio visual, que se guardaron en fundas de papel periddico estériles.

Fase de laboratorio

El procesamiento de las muestras de suelo y del material vegetal se realizé en el
laboratorio YURA BioSearch ubicado en ubicado en Sangolqui, canton Rumifiahui, provincia
de Pichincha, Charles Darwin y Quintillano Sanchez, con coordenadas Latitud: 0°16'58.7"S;
Longitud: 78°27'56.6"W
Aislamiento e identificacion de Phytophthora sp.

Con una aguja previamente esterilizada, se tom6 micelio del hongo de las mazorcas
enfermas muestreadas y se realizd una siembra directa en cajas Petri con medio agar papa
dextrosa (PDA) con 0,5 g/L de amoxicilina para prevenir el crecimiento bacteriano. Las cajas
se incubaron a 25 °C durante siete dias. Luego, del borde del crecimiento de la colonia se
realizaron repiques en PDA hasta lograr una colonia pura (Villamil et al., 2010).

Para la identificacion del aislamiento, se observé la morfologia colonial del aislado en
medio PDA, ademas de realizar siembras en medio agar- jugo V8 modificado para la
observacion de esporangios y clamidosporas. Al cabo de 10 dias de incubacion en medio

V8, se tomo con cinta adhesiva una muestra del oomycete, se colocé en un portaobjetos
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gue contenia una gota de azul de lactofenol y se observé en un microscopio de campo claro
(Carrera, 2016).

El aislamiento puro se conservé en refrigeracion para las pruebas de antagonismo
con los microorganismos aislados de suelo.
Medicion pH del suelo

Las muestras de suelo se secaron a temperatura ambiente durante 24 h. Fueron
colocadas sobre papel periédico estéril en una habitacién libre de contaminantes y luego
fueron tamizadas en mallas para obtener particulas mas finas.

Se realiz6 una dilucién (1:2) de suelo y agua siguiendo el protocolo de Solena, 2019
(confidencial). Se midieron los valores con un pH-metro hasta obtener un nimero constante.
Se realizaron tres repeticiones.

Procesamiento de muestras de suelo

Se pes6 una cantidad de suelo y se realizé una dilucién (1:10) con una solucién
salina estéril, posteriormente se realizaron diluciones seriadas de acuerdo al protocolo de
Solena, 2019 (confidencial).

Aislamiento, seleccién e identificacion de bacterias de interés

Dos diluciones se inocularon en cajas Petri con agar nutritivo (AN). Se sembr6 por
extensioén y se incubaron por 48 h a una temperatura de 33 °C. Luego se seleccionaron
colonias diferentes de acuerdo a caracteristicas morfoldgicas de interés tomando en cuenta:
borde, forma, elevacién, superficie y color; estos parametros se evaluaron a simple vista.
Las colonias de bacterias seleccionadas se resembraron por estrias cruzadas en cajas Petri
con medio AN de acuerdo al protocolo de Solena, 2019 (confidencial).

Para la identificacion se realizé una descripcion microscopica con tincion de Gram,
ademas se utilizaron las pruebas bioquimicas de: Catalasa, KOH y Oxidasa (Solena, 2019).
Aislamiento, seleccidn e identificacion de hongos de interés

Se realiz6 por dos métodos de acuerdo al protocolo de Solena (2019):

1. Dos diluciones se inocularon en cajas Petri con agar - jugo V8. Se sembrd por

extension y se incubaron durante cinco dias a una temperatura de 29°C.
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2. Se tomaron particulas de las muestras de suelo y se sembraron directamente sobre
agar Medio selectivo E de Trichoderma (TME). Se incubaron durante cinco dias a
una temperatura de 29°C.

Se seleccionaron colonias diferentes de acuerdo a caracteristicas morfolégicas de

interés como: color anverso, color reverso, aspecto, crecimiento y presencia de exudacion.

Las colonias seleccionadas se repicaron en medio PDA y luego en medio de cultivo

Agar Spezieller Nahrstoffarmer (SNA). Se incubaron por 72 h a 29°C. Se realiz6 una
visualizacién microscépica de las colonias en medio SNA con azul de lactofenol, y se los
clasifico segun la morfologia microscopica de la hifas, las esporas y otras estructuras bajo
las descripciones de Barnett & Hunter (1998).

Pruebas de antagonismo contra Phytophthora sp. en plato dual

Se sembraron discos 5 mm de Phytophthora sp. de siente dias de edad, a una
distancia de 2 cm del extremo de la caja de Petri con medio de cultivo PDA.

Para la evaluacion de los aislados fangicos, se coloco a 2 cm del extremo opuesto
de la caja Petri un disco de 5 mm de didmetro con micelio del antagonista de siete dias de
edad. Para la evaluacion de los aislados bacterianos, se extendié un asa llena de cultivo del
microorganismo de dos dias de edad a 2 cm del lado opuesto de la caja Petri. Las cajas se
sellaron y se incubaron a 25+2°C durante siete dias. Una placa de Petri que contenia solo el
patégeno sirvi6 como control y se realizaron cinco repeticiones por tratamiento (Anjum et al.,
2019)

Las variables de respuesta medidas con un calibrador fueron:

e Tratamientos bacterianos: zona de inhibicién (ZI) y crecimiento radial del patégeno
(RCP)

e Tratamientos fungicos: crecimiento radial del patégeno (RCP) y crecimiento radial
del antagonista (RCA).

Ademas, los hongos antagonistas se categorizaron de acuerdo a la escala de medicion

de Baker y Cook (citada por Cholango, 2009) (Tabla 3), con el fin de evaluar la competencia

por sustrato.
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Tabla 3

Escala de clases de Baker y Cook

Clase 1 El antagonista crece completamente sobre la colonia del patégeno y cubre la
superficie del medio de cultivo.

Clase 2 El antagonista crece al menos sobre las dos terceras partes de la superficie
del medio de cultivo.

Clase 3 El antagonista y el patdégeno cubren aproximadamente la mitad la superficie
del medio de cultivo.

Clase 4 El patdgeno crece al menos en las dos terceras partes del medio de cultivo
limitando el crecimiento del antagonista.

Clase 5 El patdégeno crece sobre la colonia del antagonista ocupando toda la
superficie del medio de cultivo.

Para todos los tratamientos se calcul6 el porcentaje de inhibicién de crecimiento

radial (PICR), mediante la formula propuesta por Vincent (1947):
Porcentaje de inhibicion (%) = C -T / C x 100

Donde C = crecimiento radial del patégeno en la placa control y T = crecimiento
radial del patégeno en placa de prueba.
Analisis estadistico

Se aplicara un disefio experimental completamente al azar (DCA), con cinco
repeticiones por tratamiento. La unidad experimental fue una caja Petri con Phytophthora sp
en presencia o ausencia de un microorganismo antagonista. Las variables de respuesta
obtenidas se analizaron utilizando el paquete estadistico Infostat v2017.1.2, donde se
verificaron los supuestos para realizar el analisis de varianza (ANOVA) y las diferencias se
consideraron significativas con p<0.05. Posteriormente se realizé la prueba de comparacion

multiple de Duncan.
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Capitulo IV: Resultados
Aislamiento de Phythophtora sp.

Se obtuvo un aislado correspondiente Phythophtora sp procedente de mazorcas de
cacao de la variedad CCN51 que presentaban sintomas de mazorca negra.
Macroscopicamente en medio PDA, el aislado se caracterizé por su crecimiento en forma
estrellada, con escaso micelio a excepcién del centro, de color blanco con ligeros matices
amarillos (figura 5).

Figura 5

Caracteristicas macroscopicas de Phythophtora sp. en PDA

Nota: A) vista del anverso, B) vista del reverso (Fotos tomadas por la autora).

En la visualizacion microscopica se observaron hifas hialinas, esporangios ovoides y
clamidosporas redondeadas (figura 6).
Figura 6

Morfologia microscopica de Phythophtora sp.
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Nota: Visualizacion en 100X (foto tomada por la autora)
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Se evidencio ademas la presencia de los géneros de hongos Colletotrichum sp. y
Fusarium sp.
Figura 7
Géneros de hongos aislados de mazorcas de cacao

A == B

Nota: Visualizacion en 100X. a) Colletotrichum sp., b) Fusarium sp. (fotos tomada por la
autora)
pH de suelo

Se obtuvieron valores promedio de pH entre 4.5 y 5.6 para los diferentes lotes de
acuerdo a la tabla 4:
Tabla 4

pH promedio de las muestras de suelo de la Hacienda “La Dolorosa”

Lote Cddigo pH
Guayaba 2102A 5,15
Potreros 1 2102B 5,09
Establos 2102C 5,22
Potreros 2 2102D 4,90
Limoén 2102E 5,56
Guanabana 2102F 5,09

Aislamiento de microorganismos nativos de suelo

De las seis muestras compuestas de suelo recolectadas en la Hacienda “La
Dolorosa”, se lograron aislar diez cepas bacterianas en agar nutriente y doce cepas
fungicas de las cuales: siete se obtuvieron en agar — jugo V8y cinco en agar TME. De

estas Unicamente se seleccionaron aquellas con caracteristicas de interés. Se describe la
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morfologia colonial de las cepas elegidas en la tabla 5 y 6 para bacterias y hongos

respectivamente.

Tabla b

Caracteristicas morfologicas coloniales de las bacterias aisladas de los suelos de la

Hacienda “La Dolorosa’

Cepa Forma Borde Elevacion Superficie Color
C1 Circular Ondulado Plana Humeda  Blanco opaco
C6 Irregular  Ondulado Plana Seca Beige opaco
Cc7 Irregular  Lobulado Plana Lisa Blanco
C8 Circular Ondulado Plana Lisa Beige opaco
C9 Irregular Lobulado Plana Lisa Blanco opaco
C10 Circular Ondulado Plana Seca Blanco opaco

Tabla 6

Caracteristicas morfologicas coloniales de los hongos aislados de los suelos de la Hacienda

“La Dolorosa”

Color Color o »
Cepa Aspecto Crecimiento Exudacion
anverso reverso
H5 Verde Verde  Pulverulento Irregular No
H8 Verde Verde Velloso Irregular No
H11 Blanco Blanco  Algodonoso Irregular No
H12 Verde Blanco  Algodonoso Irregular No

Identificaciébn de microorganismos nativos

La identificacion bacteriana utilizando tres pruebas bioquimicas, ademas de la

visualizacién microscopica por tincion Gram y comparacion con la morfologia colonial de los

aislados puros, permitié determinar la presencia de cepas pertenecientes al género Bacillus

sp., tal como se describen en la tabla 7 y las figuras 8, 9, 10, 11, 12y 13.

La identificacion de hongos se hizo mediante visualizacibn macroscoépica y

microscopica, reconociéndose cuatro aislados del género Trichoderma sp. como se

observan en las figuras 14, 15, 16 y 17.
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Tabla 7
Pruebas bioquimicas, morfologia microscopica e identificacion final de los aislados

bacterianos obtenidos de las muestras de suelo

Pruebas

Cepa __ Bioquimicas ml}/(l:cl)‘:)fg(l:%%liia Identificacion
K C O
C1 - + +  Estreptobacilo  Bacillus amyloliquefaciens
C6 - + + Bacilo B. subtilis
C7 - + + Bacilo Bacillus sp.
C8 - + +  Estreptobacilo B. thuringiensis
C9 - + + Bacilo B. licheniformis
C10 - + + Bacilo Bacillus sp.

Figura 8

Morfologia microscopica (100X) y macroscopica de la cepa C1, Bacillus amyloliquefaciens

(fotos tomadas por la autora)

Morfologia microscopica (100X) y macroscopica de la cepa C6, B. subtilis (fotos tomadas

por la autora)
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Figura 10

Morfologia microscopica (100X) y macroscopica de la cepa C7, Bacillus sp. (fotos tomadas

por la autora)

Figura 11
Morfologia microscopica (100X) y macroscopica de la cepa C8, B. thuringiensis (fotos

tomadas por la autora)

Figura 12
Morfologia microscopica (100X) y macroscopica de la cepa C1, B. licheniformis (fotos

tomadas por la autora)
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Figura 13

Morfologia microscopica (100X) y macroscopica de la cepa C10, Bacillus sp. (fotos tomadas

por la autora)

Figura 14
Morfologia microscopica (100X) y macroscopica de la cepa H5, Trichoderma sp. 5 (fotos

tomadas por la autora)

Figura 15
Morfologia microscopica (100X) y macroscopica de la cepa H8, Trichoderma sp. 8 (fotos

tomadas por la autora)
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Figura 16
Morfologia microscopica (100X) y macroscopica de la cepa H11, Trichoderma sp. 11 (fotos

tomadas por la autora)

~
Y7
2
A
Figura 17

Morfologia microscopica (100X) y macroscoépica de la cepa H12, Trichoderma sp. 12 (fotos

tomadas por la autora)

Pruebas de antagonismo in vitro contra Phythophtora sp.

Los ensayos de antagonismo se realizaron mediante la técnica de cultivo dual
enfrentando tanto a los aislados bacterianos como a los hongos obtenidos del suelo contra
Phythophtora sp. La figura 18 muestra la interaccion entre las diferentes cepas de Bacillus

sp. y el patégeno observandose una zona de inhibicién.



41

Figura 18

Crecimiento en cultivo duales entre el antagonista Bacillus sp. y el patbgeno Phythophtora

sp.

Nota: a. B. amyloliquefaciens - Phythophtora sp., b. B. subtillis - Phythophtora sp., c.
Bacillus sp. (C7) - Phythophtora sp., d. B. thuringiensis - Phythophtora sp.,
e. B. licheniformis - Phythophtora sp., f. Bacillus sp. (C10) - Phythophtora sp.

Los datos de la zona de inhibicién en los tratamientos bacterianos fueron sometidos
a una prueba de Normalidad (Shapiro — Wilks) y Homocedasticidad (Anexo 2 y 3),
demostrando una distribucion normal. Al realizar la prueba de andlisis de varianza
(ANOVA) se comprobd la inexistencia de diferencias significativas entre tratamientos (anexo
4). Sin embargo, se observo que la mayor zona de inhibicion fue producida por la Cepa 6
correspondiente a Bacillus subtillis (19.8mm), seguida de las cepas 7 y 10 con una zona de
19.4 mm y 19.2 mm respectivamente. La menor zona de inhibicion fue producida por la

cepa 8 de Bacillus thuringensis (16.6 mm) (figura 19).
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Figura 19

Zonas de inhibicién producidas por de cepas de Bacillus sp. en cultivo dual contra

Phythophtora sp.
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Al séptimo dia se evidencio la capacidad antagénica de los aislados de Trichoderma
sp., frente a Phythophtora sp. de acuerdo a las clases de antagonismo descritas en la
escala de Baker y Cook (citada por Cholango, 2009). La figura 20 muestra la interaccion
entre los diferentes aislados de Trichoderma sp. y el patégeno, obteniéndose que
Trichoderma sp. 12 se colocé en la clase 1, Trichoderma sp. 5y Trichoderma sp. 11 se
ubicaron en la clase 2 y finalmente Trichoderma sp. 8 se ubicé en la clase 3.

En los tratamientos H5, H11 y H12 todos los antagonistas tuvieron un crecimiento
radial mayor a Phythophtora sp. y Gnicamente el tratamiento H8 present6 un crecimiento
similar. De estos, Tricoderma sp. 12 (H12) mostr6 el mayor crecimiento, con un radio
promedio de 49 mm, seguido de Tricoderma sp. 5 (H5) con 42.8 mm y Tricoderma sp. 11
con 35.2 mm. El crecimiento radial de Phythophtora sp. en confrontacién con los

antagonistas fue menor al de su control en todos los casos (figura 21).
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Figura 20

Crecimiento en cultivo duales entre el antagonista Trichoderma sp. y el patégeno

Phythophtora sp.

Nota: a. Trichoderma sp. 5 - Phythophtora sp., b. Trichoderma sp. 8 - Phythophtora sp., c.

Trichoderma sp. 11 - Phythophtora sp., d. Trichoderma sp .12 - Phythophtora sp.
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Figura 21

Crecimiento radial de Phythophtora sp. frente a Trichoderma sp.
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Tratamiento
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Nota: Rojo: crecimiento radial del patégeno (RCP), Azul: crecimiento radial del antagonista

(RCA)

Porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PIRC)

Los datos del porcentaje de inhibicion en los todos los tratamientos fueron sometidos
a una prueba de Normalidad (Shapiro — Wilks) y Homocedasticidad (Anexo 7 y 8),
evidenciandose una distribucion normal. El andlisis de varianzas demostro que si existian
diferencias significativas (Anexo 9) y la comparacion multiple de Duncan mostré a los
tratamientos con los mayores porcentajes de inhibicion siendo Trichoderma sp. 12 (H12),
Bacillus subtilis (C6) y Tricoderma sp. 5 (H5), con porcentajes de 32.36%, 30.23% y 29.20%
respectivamente. Los que obtuvieron el menor PICR fueron la cepa 8 correspondiente a

Bacillus thuringensis (18.46%) y Trichoderma sp. 8 (18.94%).



Figura 22
Porcentajes de inhibicién de crecimiento radial de Phythophtora sp. en cultivos duales con

los antagonistas Bacillus sp. y Trichoderma sp.

36,327

31,641

AB
26,96 AB

AB
AB

PIRC %

AB
22,28

C8 H8 C9 H11 Cl C10 (o14 H5 C6 H12
Tratamiento

Nota: Letras diferentes entre columnas indican diferencias significativas para Duncan

(P>0,05).
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Capitulo V: Discusion

El crecimiento del oomycete Phytophthora sp. en medio PDA mostré diversos
aspectos de la colonia: crecimiento del micelio aéreo abundante y Gnicamente en el centro,
borde regular y patron de crecimiento estrellado (figura 5), segun Brasier & Griffin (1979),
estas caracteristicas se aproximan a las encontradas en Phytophthora palmivora.

Los esporangios de P. palmivora presentan diferentes formas predominando las
ovoides, ademas son papilados. Se encuentra también la presencia de clamidosporas
redondeadas con una pared definida, inicialmente hialinas, pero luego se tornan a un color
amarillo (Carranza, 2015 citando a Stamps 1985). Todas estas caracteristicas pueden ser
evidenciadas en la figura 6 donde se observan dos esporangios ovoides papilados y una
clamidospora redondeada bien definida.

Durante el aislamiento de P. palmivora, adicionalmente se evidencio la presencia de otros
géneros de hongos anamorfos: Colletotrichum sp. y Fusarium sp. correspondientes a la
microflora de las mazorcas de cacao como lo han reportado Suarez & Cabrales (2008)
Villamil et al., (2010) Mosquera (2014) y Campos (2018)

Segun M. Sanchez et al. (2015) y Arauz (2015), el adecuado rango de pH para el
desarrollo del cultivo de cacao oscila entre 4 a 7. Los valores promedios obtenidos en los
seis lotes de la hacienda “La Dolorosa” se encuentran dentro de este intervalo
evidenciandose el menor pH en el lote Potreros 2 con un valor de 4.9 y el mayor pH en lote
Limén con un valor de 5.56.

El suelo es un entorno complejo, lleno de microorganismos y caracterizado por una
vasta diversidad de comunidades microbianas entre las que se encuentran diferentes
especies de bacterias y hongos (Daniel, 2005). Debido a que la rizésfera es la seccion del
suelo mas rica en microorganismos por la relacion mutua positiva que existe con las plantas
(Esikova et al., 2021), el muestreo realizado en todos los lotes de la hacienda “La Dolorosa”
recopilé precisamente muestras de esta zona en el cultivo de cacao.

El género Bacillus es uno de los principales entre las rizobacterias (Slepecky &

Hemphill, 2006) y en el presente estudio el criterio de seleccion bacteriana fue la morfologia
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colonial que caracteriza a los microrganismos dentro del grupo. Bacillus se presenta como
colonias grandes o muy grandes, de color blanco, blanco grisaceo, beige o crema,
apariencia seca o humeda con elevacién generalmente plana y bordes ondulados,
filamentosos hasta rizados (University of California, 2018). Se seleccionaron seis cepas
bacterianas que cumplian con las caracteristicas del género Bacillus.

En la identificacion mediante pruebas bioquimicas, todas las cepas obtenidas
resultaron ser catalasa y oxidasa positivas; Standards Unit (2018) menciona que la mayoria
de las especies dentro del género Bacillus tienen mismos resultados. Por otro lado, la
prueba de hidroxido de potasio (KOH) fue negativa para todos los aislados; al no formarse
una consistencia viscosa cuando el reactivo y una porcién de la colonia se mezclaron, se
evidencié que los microorganismos son Gram positivos (Swedish University of Agricultural
Sciences, 2017)

Este resultado se complement6 con la tincion de Gram donde se observé que todas
las cepas aisladas eran bacterias Gram positivas, con morfologia tipo bacilo y formadoras
de endosporas, caracteristicas acordes al género Bacillus (Chalivendra & Ham, 2019).
Segun Slepecky & Hemphill (2006), las caracterizaciones fenotipicas clasicas basadas
principalmente tanto en la morfologia como en el tamafio y la posicién de la endospora
dentro de la célula vegetativa, pueden ayudar a la identificacion de especies de Bacillus. En
el caso de las cepas 7y 10, Unicamente se llego hasta el género debido a la diversidad de
los dos parametros, como se observa en las figuras 10 y 13.

Se evidencié que las cepas 1, 6 y 9 morfolégicamente son bacilos Gram positivos
pequefios que presentan endosporas en el centro de las células; sin embargo, la disposicion
de la cepa 1 en cadenas cortas permitié identificarla como Bacillus amyloliquefaciens, a
diferencia de las cepas 6 y 9 que se forman como células individuales o en grupos
pequefios (Afrin & Bhuiyan, 2019). Esta es una caracteristica de Bacillus subtilis y Bacillus
licheniformis y su diferenciacion se realiz6 gracias a la forma de la espora. En el primer
caso se observo una endospora ligeramente esférica y en el segundo caso una endospora

elipsoidal larga (Standards Unit, 2018; Whitman, 2010), ademas la morfométrica de la cepa
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9 asi como su forma irregular y su margen rizado o filamentoso, permitié catalogarla como
Bacillus licheniformis (J. Sdnchez & Henry, 2012). Slepecky & Hemphill (2006) sefialan que
estas tres especies se encuentran comunmente en el suelo y estan estrechamente
relacionas por encontrarse dentro del mismo grupo en el que tradicionalmente el género
Bacillus ha sido dividido.

Por otro lado, se determind que la cepa 8 podria ser Bacillus thuringiensis debido a
su morfologia distintiva de bacilos Gram positivos grandes y robustos, rectos y con
extremos redondeados que se presentan en cadenas largas (Ibrahim et al., 2010).

En el caso de los hongos, el género Trichoderma esta constituido por
microrganismos saprofitos que se encuentran en la madera muerta, la corteza, el suelo y la
rizosfera. En sus inicios, las colonias muestran un color blanco y de aspecto algodonoso,
luego se tornan de color verde o amarillo por la densa esporulacion y su aspecto se vuelve
compacto (Infante et al., 2009; M. Sanchez, 2009). Estas caracteristicas permitieron la
seleccién de cuatro hongos de acuerdo a las observaciones que se describen en la tabla 6.

La morfologia microscopica de los cuatro aislados permitié confirmar que se trataban
de hongos pertenecientes al género Trichoderma ya que se pueden observar conidiéforos
con diversas ramificaciones perpendiculares de apariencia piramidal. Las fidlides se ven
largas, delgadas y asimétricas con verticilos terminales de hasta cuatro conidios
subglobosos (Arenas et al., 2009).

El aislado H5 pudo ser reconocido como Trichoderma asperellum gracias a su
aspecto macroscopico de presentar de anillos concéntricos bien definidos, blancos y verdes
(H. Garcia et al., 2017). Ademas, al comparar las observaciones microscoépicas obtenidas
por Samuels et al. (2010) se puede evidenciar que esta especie muestra conidias
ligeramente ovoides, dispuestas en roseta en grupos de cuatro a seis, clamidosporas
abundantes y globosas, fidlides apicales arregladas en verticilos cruzados, ornamentacion
finamente espinosa y conidi6foros ramificados.

En el caso del aislado H12, se pudo determinar la especie correspondiente a

Trichoderma harzianum gracias a la descripcion de Olivera & Rodriguez (2017) quienes
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describen un micelio septado e hialino, del cual se originan los conidioéforos de color verde
para esta especie. Las ramas principales del conidiéforo producen ramas laterales que se
levantan aproximadamente sobre 90° con respecto al eje principal y pueden presentarse en
forma verticilada o no. Las fialides tienen formas cilindricas o casi subglobosas, dandole un
aspecto de una botella (Donati, 2017)

El control biolégico microbiano ha ido desarrollandose los ultimos afios, y gracias a
diversas investigaciones hoy en dia se tiene conocimiento de mas de 1.500 especies de
microorganismos que incluyen hongos y bacterias y virus. Entre los géneros de mayor
interés por su amplio uso en la agricultura actual sobresalen Bacillus y Trichoderma (Claro,
2006).

El presente estudio evalué la capacidad antifingica de diferentes agentes de
biocontrol mediante cultivo dual; T. harzianum (H12), B. subtilis (C6) y T. asperellum (H5)
mostraron tener el porcentaje de inhibicibn mas alta entre todos los demas antagonistas
probados.

Anjum y colaboradores (2019) evaluaron dos aislados obtenidos de suelo de Bacillus
subtilis contra Phytophthora capsici obteniendo porcentajes de inhibicién en cultivo dual
entre 55-40%. Segun Layton y otros (2011), la accion biocontroladora de Bacillus subtilis
esta basada en la antibiosis al producir metabolitos antibiéticos capaces de actuar y
suprimir el crecimiento de diversos microorganismos. Esta bacteria Gram positiva ha
demostrado su eficiencia in vitro en el control de mas de 23 tipos de patdégenos de plantas
entre ellas, varias especies de Phytophthora. Por otro lado, el bajo desempefio de Bacillus
thuringensis se debe a que, si bien es un agente de control biolégico, su alta especificidad
y eficacia estd enfocada a insectos plaga o vectores que son importantes para la
agricultura (lbrahim et al., 2010).

Garcia (2017) reporto valores de porcentaje de inhibicién entre 18% a 25% de

aislados nativos de Trichoderma sp frente a P. palmivora y Carrera (2016) obtuvo resultados
de 23-37% frente a Phytophthora cinamoni. Los considerables resultados obtenidos en el

porcentaje de inhibicion por los hongos T. asperellum (H5) y T. harzianum (H12) se deben a
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gue una de las formas de antagonismo que presenta el género Trichoderma es la
competencia por nutrientes y espacio, gracias a su rapido crecimiento (Fernandez & Suérez,
2009). Esta caracteristica se comprueba en el estudio al comparar el crecimiento radial de
estos antagonistas y el patdgeno, evidenciandose que T. harzianum tuvo el mayor
crecimiento radial, seguido de T. asperellum. Ambos microorganismos fueron més grandes
gue P. palmivora en el cultivo dual a los siete dias de la incubacion.

Ademas, se evidencia la capacidad antagdnica segun la escala de Baker y Cook
(citada por Cholango, 2009), en la que el aislado H12 se ubicé en la clase 1 gracias a que
logré colonizar por completo la colonia del patégeno y el aislado H5 se ubico en la clase 2 al
lograr crecer en al menos las dos terceras partes de la superficie del medio de cultivo.

El manejo de fitopatdgenos a través de agentes de control biolégico es un enfoque
eficiente, duradero y no quimico que puede ser adoptado ampliamente en el Ecuador. El
estudio de los microorganismos de la rizosfera y el aislamiento de nuevas cepas con
potencial antagonista y que también puedan estimular el crecimiento de las plantas son
necesarios (Johns, 2017). La presente investigacion ha logrado obtener dos hongos
pertenecientes al género Trichoderma y una bacteria del género Bacillus con potencial
antagonista frente al omicete P. palmivora, agente causal de la enfermedad pudricién parda

del cultivo de cacao.
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Capitulo VI: Conclusiones

Gracias a la aplicacién de técnicas microbioldgicas y visualizaciébn macro y
microscopica, se logro aislar e identificar a la especie Phythopthora palmivora a partir de
mazorcas enfermas de la hacienda “La Dolorosa”, Esmeraldas.

Se aislaron diez microorganismos con potencial biocontrolador a partir de muestras
de suelo del cultivo de cacao, identificandose seis cepas de Bacillus y cuatro cepas de
Trichoderma.

Se evidencié que Trichoderma harzianum, Bacillus subtilis y Trichoderma asperellum
mostraron los valores mas altos del porcentaje de inhibicion (PIRC) en comparacion con los
otros microorganismos, siendo estos 32.36%, 30.23% y 29.20% respectivamente.

Se comprobd la hipotesis de que en el suelo del cultivo de cacao existen
microorganismos nativos con potencial antagénico contra el hongo fitopatégeno

Phytophthora sp.
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Capitulo VII: Recomendaciones
Identificar molecularmente al aislado fitopatégeno Phythopthora palmivora y los
microorganismos aislados de la rizésfera de cacao obtenidos en este estudio.
Evaluar la patogenicidad del aislado de Phythopthora palmivora en la planta de
cacao.
Desarrollar formulaciones de biopreparados en base de los diez aislados de suelo de

cacao y evaluar su capacidad antagonica.
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