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RESUMEN

En la actualidad existe una gran pérdida en la produccién de cacao debido a la presencia de
fitopatdgenos. Los hongos del género Trichoderma se caracterizan por ser potenciales
controladores bioldgicos. En el presente proyecto se utilizaron tres cepas nativas de
Trichoderma de la amazonia ecuatoriana y se evalué su capacidad antagénica frente a
Moniliophthora roreri, in vitro, junto a dos bioformulados comerciales Trichotic (T.
harzianun, T. koningii y T. viride) y Rhapsody (Bacillus subtilis). Se midié el porcentaje de
inhibicién de crecimiento radial utilizando la técnica de cultivos duales y pruebas de
metabolitos volatiles en medio agar papa dextrosa y medio V8. Adicionalmente, las cepas de
Trichoderma se conservaron en arroz, para ser evaluadas en campo y validar su potencial en
el control de monilla. Se elaboraron dos bioformulados con base en los aislados que
presentaron los mejores resultados en las pruebas in vitro bajo un disefio completamente
aleatorizado. Los arboles de cacao fueron sometidos a cinco tratamientos y fueron evaluados
junto a un testigo a nivel de campo. Los tratamientos incluyeron a los dos bioformulados de
cepas nativas, dos bioformulados comerciales (Trichotic y Rhapsody) y un tratamiento
quimico de cobre (Nordox 50). Todos los cultivos de cacao estuvieron sometidos al mismo
manejo y condiciones ambientales. Las variables evaluadas fueron porcentaje de mazorcas
infectadas con monilla y la eficacia técnica de los tratamientos. El andlisis de varianza
presentd diferencias significativas entre los tratamientos. El tratamiento quimico tuvo los
mejores resultados tanto para porcentaje de mazorcas infectadas como para la eficacia
técnica. Entre los tratamientos bioldgicos, el de mejores resultados fue el bioformulado
UEA-T3, que podria constituirse en una alternativa para el control del fitopatogeno M.

roreri.

Palabras clave:

e FITOPATOGENO
e BIOFORMULADO
e CONTROL BIOLOGICO
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ABSTRACT

At present there is a great loss in cocoa production due to the presence of pathogens.
Fungi of the genus Trichoderma are characterized as potential biological control
agents. In this project three native strains of Trichoderma of the Ecuadorian Amazon
were used and their antagonistic capacity was evaluated against Moniliophthora
roreri, in vitro, with two commercial bioformulateds Trichotic (T. harzianun, T.
viride and T.koningii) and Rhapsody (Bacillus subtilis). The percentage of inhibition
of radial growth technique using the dual culture and testing volatile metabolites in
potato dextrose agar medium and V8 medium was measured. Additionally,
Trichoderma strains were preserved in rice, to be evaluated in field and validate their
potential control Monilla. Two bioformulateds were developed based on the strains
showing the best results in the in vitro tests under a completely randomized design.
Cacao trees underwent five treatments and were evaluated by a witness at the field
level. Treatments included the two bioformulated of native strains, two commercial
bioformulated (Trichotic and Rhapsody) and a chemical treatment of copper
(NORDOX 50). All cocoa crops were subject to the same management and
environmental conditions. The variables evaluated were percentage of infected ears
with Monilla and technical effectiveness of treatments. Analysis of variance showed
significant differences between treatments. The chemical treatment had the best
results for both percentage of infected ears to technical efficiency. Among the
biological treatments, the best results was the UEA-T3 bioformulated, which could

become an alternative for controlling phytopathogen.

Keywords:
e PHYTOPATHOGEN
e BIOFORMULATED
e BIOLOGICAL CONTROL



1 INTRODUCCION

1.1 Formulacion del problema

El cacao (Theobroma cacao), es uno de los principales productos
agropecuarios de exportacion. Este producto, es muy importante para el desarrollo
econdémico del Ecuador, representa la materia prima para la produccién de chocolates

en sus diferentes presentaciones (Sanchez, 2010).

Actualmente, el cultivo de cacao es uno de los principales productos agricolas
de exportacién de Latinoamérica, especialmente de Ecuador, hoy en dia es uno de los
actores importantes de la economia nacional (CORPEI, 2005). En Ecuador el cacao,
conocido como “la pepa de oro”, fue el principal generador de divisas para el pais
durante varios siglos, antes de la exploracion y explotacion de hidrocarburos,
desarrollando varios sectores importantes como la banca, el comercio y la industria.
En la actualidad, el Ecuador es el mayor productor de caco fino de aroma en el
mundo con més del 70 % de la produccion (PROECUADOR, 2013).

El cacao ve amenazada su produccion debido principalmente a problemas
fitosanitarios que producen severos dafios en plantaciones, lo que reduce su potencial
productivo. Uno de los principales problemas que los productores cacaoteros del
Ecuador deben afrontar son los ataques de enfermedades de presencia endémica, es
decir, que afecta habitualmente a los cultivos de cacao, entre los principales se
encuentra la escoba de bruja (Crinipellis perniciosa) y la monilla (Moniliophthora
roreri). La monilla esta considerada como el primer problema fitosanitario del cacao
debido a las pérdidas que ocasiona y su caracteristica es la presencia de una mancha

blanguecina y polvorienta en los frutos y mazorcas del cacao (Suarez , 1993).

Los agricultores son afectados por la falta de recursos especializados para
combatir a la monilla, Phytophthora sp. y escoba de bruja. Para contrarrestar las



enfermedades, las comunidades agropecuarias utilizan agentes agroquimicos,
ocasionando fitotoxicidad y afecciones a seres humanos y areas vulnerables del
ecosistema como agua, suelos, y especies endémicas de las zonas donde existen

cultivos (Barragan, 2010).

1.2 Justificacién del problema

Las exportaciones ecuatorianas al finalizar el 2015 alcanzaron un volumen total
de 260 toneladas métricas de grano de cacao y de productos derivados,
incrementando su produccion en un 10% a relacion del 2014. Ecuador es el sexto
mayor productor de cacao a nivel mundial (ANECACAO, 2015).

Segin ANECACAO (2015), las exportaciones de cacao en el 2015 estuvieron
destinadas a mercados comerciales en Estados Unidos de Norte América con 91300 t
equivalentes al 39% de la produccién, seguidas de Holanda con 34000 t
representando el 14% de la produccién, por encima de Malasia con 21000 t que
equivale el 9 % de la produccion. En el 2015 Ecuador llegé a los 601,3 millones de
dolares en exportaciones de cacao, evidenciando un incremento con respecto al 2014

cuando las exportaciones fueron de 488,7 millones de ddélares.

El cacao constituye es uno de los productos mas importantes en la economia de los
pobladores en la region amazonica del Ecuador debido a la aportacion en el
patrimonio de las personas que la cultivan; sin embargo, el cultivo no esta libre de
plagas como: Monilla, Mazorca negra y Escoba de bruja, los cuales constituyen los
principales factores limitantes de la produccion y donde el manejo integrado del

cultivo es la estrategia mas exitosa (INIAP, 2012).

La monilla del cacao fue descrita por primera vez en la region litoral en la
provincia de Los Rios. El agente causal, el hongo Monilliophthora roreri, infecta a
frutos de los géneros Theobroma y Herrania. El Ecuador presenta un promedio de



pérdida en la produccion de un 30% a causa de la monilla, la enfermedad se agudiza
en afios y lugares donde existe mayor pluviosidad registrando un promedio de 50 a

80% de perdida en la produccion (Porras y Sdnchez, 1991).

El control de la monilla tradicionalmente se realiza mediante podas sanitarias,
remocion de frutos enfermos, control quimico y resistencia genética. En la actualidad
la busqueda de alternativas de solucion mediante el control biolégico, constituye una
alternativa prometedora en el control del fitopatogeno (Fravel, 2005). Krauss et al.
(2003) afirman que se han realizado numerosos reportes en los que se evidencia el
potencial de hongos y bacterias endofiticas como controladores biol6gicos. Entre los
microorganismos endofiticos con potencial biocontrolador mas representativos se
encuentran bacterias de los géneros Pseudomonas y Bacillus y hongos de los géneros
Trichoderma y Gliocladium (CATIE, 2015).

El motivo principal para la realizacion del presente estudio es aislar, identificar y
seleccionar hongos del género Trichodrema, para su aplicacion como biocontrolador
de monilla en cultivos de cacao, debido al potencial antagénico que poseen los
hongos de este género (Contreras y Riano, 2013).

El presente estudio avista el uso de tecnologias limpias y sustentables ya que
emplea cepas propias de la rizosfera amazdnica para aliviar, de manera amigable con
el medio ambiente, el principal problema en la pérdida de produccion cacaotera y
permitir un manejo sostenible de plantaciones de cacao mediante el biocontrol de M.

roreri.



1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general

Evaluar aislados de Trichoderma spp. en el control de monilla
(Moniliophthora roreri), en cacao (Theobroma cacao), in vitro y en campo en la

Provincia de Napo-Ecuador.

1.3.2 Objetivos especificos

» Aislar cepas de Trichoderma spp. nativas de la amazonia para su empleo como
alternativa de control frente a Moniliophthora roreri.

« Evaluar in vitro la actividad antagonica de cepas de Trichoderma spp. frente a
Moniliophthora roreri.

» Evaluar la eficacia de los aislados nativos de Trichoderma spp. para controlar
monilla en condiciones de campo.

» Propagar y conservar cepas de Trichoderma spp. en laboratorio.

1.4 Hipotesis

Las cepas aisladas de Trichoderma spp. de suelo de la Provincia de Napo son
capaces de controlar M. roreri al mismo nivel que tratamientos con productos

comerciales.



1.5 Marco Tedrico

1.5.1 Conceptos generales

Generalidades del cacao.

El cacao fue cultivado en sus principios en México y América Central. Cuando
Ilegaron los espafioles no lo vieron cultivado en el sur de América, sin embargo,
existian de manera natural en bosques a las riveras de los rios en el Amazonas, donde

en la actualidad prevalecen varios tipos con mucho valor genético (Batista, 2009).

En México, el cacao era aprovechado por los aztecas para la elaboracion de
bebidas, ademas era una utilizado como moneda. Existia la creencia que las bebidas
que se obtenian del arbol de cacao otorgaba sabiduria al ser de origen divino. Por
esta razon Lineo establecié el nombre de Theobroma, que significa “alimento de los
dioses”. Los mayas eran especialistas en el cultivo de cacao donde perfeccionaron
técnicas de curar y conservar semillas; de esta manera hacer una bebida con
agradable sabor. Toda clase social podia consumir esta bebida en su dieta diaria y
Ilegaron a comercializar el producto con los aztecas, quienes apreciaron de buena

manera sus excelentes cualidades (Batista, 2009; Jaimes y Aranzazu, 2010).

El origen del cultivo de cacao se encuentra en el noreste de America del Sur,
después se distribuyd por el norte de la costa pacifica en paises como Ecuador,
Colombia, PerG y Brasil, en la que se descubri¢ alta variacion en el material genético.
Desde su origen, las especies se dispersaron y fueron evolucionando hasta obtener
dos importantes colecciones de cacao (Criollo y Forastero) con rasgos fenotipicos y

genotipicos especificos (Enriquez, 2010).

Después de la llegada de los espafioles, el cultivo de cacao se ha extendido a
otros paises, que en la actualidad son lideres mundiales en la produccién; se cultiva

principalmente en paises del continente africano como Costa de Marfil, Ghana,



Nigeria y Camerun, con una produccion cercana al 60%. En el continente americano,
Brasil aporta con el 18% de la produccién; seguido de Ecuador con el 6% y
Colombia y México que juntos constituyen el 1% de la produccion mundial. Existe
un aproximado de 20 millones de personas dependen directamente del cacao para
subsistir y que el 90% de la produccion se cosecha en minifundios con menos de 5 ha
(Ramirez, 2008).

Ecuador se asienta como pais que mas produce cacao fino de aroma en el mundo,
con un volumen aproximado del 62%; el cacao se estableci6 en el Ecuador como el
producto de exportacién de mayor importancia para su economia. Incluye a pequefios
y medianos productores alrededor de 100 000 familia. El cacao ecuatoriano es
reconocido a nivel mundial sus evidentes caracteristicas de aroma, sabor y color,
sumamente reconocidas para la elaboracion de chocolates finos (ACEPROCACAO,
2012).

La regién amazdnica constituye un importante punto de origen del cacao. Se
localiza de manera nativa en muchas zonas de la amazonia ecuatoriana, con las
siguientes caracteristicas climaticas como la precipitacion que esta entre 2 000 y 4
000 mm/afio, a una altitud de 200 a 1 100 msnm, con temperaturas de 19 a 25 °C y
una intensidad luminica entre 1 050 a 1 350 horas luz/afio. La produccion de cacao
estd vinculada a especies maderables y frutales que aportan sombra necesaria para el
sistema agroforestal (chakra), lo cual constituye un valor agregado en los mercados.
(ECORAE, 2001; Ordofiez, Gavilanez, y Salazar, 2011; Pérez, 2013).

Con el objeto de encontrar el origen de cacao Nacional se ha realizado
comparaciones de huellas genéticas de ADN entre material nativo y la variedad
nativa Nacional, demostrando un gran parentesco con arboles colectados hace 30
afios en el sur de Ecuador en la provincia de Zamora Chinchipe. En los Gltimos afios
el cultivo de cacao estd mas desarrollado en la region costera del Pacifico,
probablemente la region amazonica resulta ser el origen de la domesticacion del
cultivar Nacional (ANECACAQO, 2015).



En Ecuador consta de 500 000 ha de cacao, en su mayoria cultivadas en
asociacion con otras especies, aproximadamente en 100 000 fincas la cultivan, siendo
cultivado por pequefios productores en la amazonia, y es el tercer producto de
exportacion agricola con mayor importancia en el pais (ANECACAO, 2015).

El valor de la produccion de cacao en el afio 2008 aumenté de USD (dolares
americanos) 94,3 millones a 229 millones en el afio 2013, es decir existio un alza de
USD 205 millones en la produccion global, casi el equivalente al valor de la
produccion anual de Brasil. El auge de la “pepa de oro” esta dado gracias a los
excelentes montos que ofrece el mercado internacional. Durante el afio 2012 el
precio promedio por tonelada fue de USD 2 392, en el 2013 fue de USD 2 439 y en
el 2014 este precio subié a USD 3 126, y para el segundo semestre de 2015 fue de
USD 3 165 (ANECACADO, 2015).

El cacao se produce en las regiones Costa y Amazénica de Ecuador, las
provincias con mayor produccion se encuentra Los Rios, Guayas, Manabi y
Sucumbios, donde se cultivan dos tipos de cacao: cacao Nacional y cacao CCN-51
(Coleccion Castro Naranjal, resultados del estudio para resistencia a enfermedades
del cacao realizado por el ecuatoriano Homero Castro en 1965). En el pais existen
aproximadamente 500 000 ha cultivadas de cacao, los pequefios productores cultivan
110 000 ha, con propiedades que no sobrepasan las 5 ha. El cacao constituye para el
Ecuador cerca del 7% del producto interno bruto (PIB), lo que benefici6 a pequefios
y medianos productores agricolas (ANECACAO, 2015).

Una de las principales limitaciones a nivel de Ecuador en la produccion de cacao
es el manejo de enfermedades flangicas, aproximadamente se pierde el 30% de la
produccion mundial a causa de estas enfermedades en las que se encuentran la

escoba de bruja y la monilla (Enriquez, 2004).



Principales enfermedades fungicas del cultivo de cacao

La planta de cacao ofrece condiciones favorables para el desarrollo de
enfermedades fungosas; es atacado por microorganismos que afectan su produccion
y calidad, incrementando los costos de produccién (Fulton, 1989; Porras y Sanchez,
1991). En Ecuador la pérdida causada por enfermedades fungicas se aproxima al
80% superando a plantaciones infestadas por insectos (Philips-Mora y Wilkinson,
2007). Entre las principales enfermedades que atacan negativamente a las

plantaciones de cacao se encuentran las siguientes:

Escoba de bruja

Es procedente por el microorganismo basidiomicete Moniliophthora perniciosa
(Aime y Philips-Mora, 2005) puede ocasionar pérdidas del 50 al 90% (Meinhardt et
al., 2008). Estimula la multiplicacion de yemas apicales y axilares a manera de
escobas de bruja. Infecta principalmente a 6rganos en crecimiento activo, en especial
a los brotes nuevos, cojinetes florales y frutos, en los que se presentan hipertrofias y
crecimientos anormales. Segun el érgano o parte de la planta y a la edad del hongo
cuando infecta, se manifiesta diversos signos y sintomas, lo que genera hipertrofias
de los brotes vegetativos y reproductivos que ocasionan un continuo debilitamiento
del arbol. Los rebrotes jovenes, son lo mas susceptibles, cuando son afectados,

provoca el aborto de los mismos (Esquivel, Flores, Dominguez, y Marquéz, 2012).

Mazorca negra

Es causada por el hongo Phytophthora sp., con mayor frecuencia en la regién de
Centroamérica. Sin embargo, en otras partes del planeta la enfermedad la producen
otras especies como Phytophthora capsici, Phytophthora citrophthora, que se
encuentran con mayor frecuencia en varias regiones de América del Sur y el Caribe,

y Phytophthora megakarya, con presencia en varios paises africanos. Avances sobre



el estudio de esta enfermedad en el Ecuador la asocian con Phytophthora palmivora
(Mfegue et al., 2012).

Monilla

Conceptos generales de M. roreri

En 1916 se detectd por primera vez la monilla en Ecuador (Najar y Thomas,
2001). Estudios desarrollados por Phillips-Mora (2006) indican a Colombia como el
punto de origen de esta enfermedad, en el afio 1800. Desde entonces se ha dispersado
a paises de Sudamérica y Centroamérica como Colombia, Ecuador, Peru, Bolivia,
Venezuela, Panama, Costa Rica, Honduras, Guatemala, Belice, México y El
Salvador donde esta enfermedad ha ocasionado pérdidas hasta en un 90% del total de
la produccion y el abandono de los cultivos. Esta situacion ha causado efectos
negativos en los cacaoteros, sus comunidades, y en los agroecosistemas en que se

produce cacao.

El hombre, es un factor muy importante para la diseminacion indirecta de
monilla en las plantaciones de cacao debido ayuda a la diseminacion de las esporas
del hongo a largas distancias (Evans, 1981). Sobre las plantaciones afectadas, hay
una importante presencia de esporas del hongo suspendidas en el aire, debido al alto
nivel de adaptacion a diferentes ambientes, en consecuencia, la infeccién del fruto

puede suceder en diversas condiciones favorables (Schmitz, 1985).

Los nombres comunes son: Monilla del cacao, pudricion de fruto, helada,
mancha ceniza, enfermedad de Quevedo (Phillips-Mora y Wilkinson, 2007).
Clasificacion taxonémica, segin (BIOSCIENCE, 2004).

Reino: Fungi
Phylum: Basidiomycota

Subclase: Agaricomycetidae
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Orden: Agaricales
Familia: Marasmiaceae
Género: Moniliophthora
Especie: roreri

Ciclo de vida del patdgeno

De acuerdo con Evans, Stalpers y Benny (1978), M. roreri representa el estado
mitotico (anaformo) de un teleomorfo desconocido. Posteriormente, Evans (1981)
supuso que el hongo teleomorfo pertenecia a una especie de Crinepellis, dado el
inusual ciclo vital pleomdrfico, hemibiotrofico que presenta M. roreri, caracteristicas

similares presenta el patdgeno C. perniciosa.

Evans, Holmes , Philips, y Wilkinson, (2002) encontraron evidencias de que la
meiosis ocurre dentro de los conidios, un fendmeno que tiene coherencia con el
contenido nuclear variable de los mismos; por lo que proponen que la fase
reproductiva observada en M. roreri es sexual, y que este patdgeno corresponde a un

teleomorfo modificado.

Los residuos de cosecha es el principio para la sobrevivencia del hongo
(mazorcas contaminadas con el microorganismo). A continuacion, el viento y la
lluvia aportan en la dispersién de conidios, lo que produce contaminacién de frutos o
mazorcas infectadas con monilla a plantaciones aledafias (Navarro y Mendoza,
2009). Segun Oliveira 'y Luz (2005), la diseminacion de los conidios se realiza por el
viento, donde el agua de lluvia tiene un papel importante en las infecciones a corta
distancia en la copa del cacao. Ademas, debido al movimiento producido por las
labores de cosecha, los conidios se dispersan en el aire, y bajo 6ptimas condiciones
ambientales (humedad y temperatura), infectan los frutos en formacion (Amores et
al., 2009).
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Una de las caracteristicas del microorganismo, es su periodo de incubacion que
se extiende por varios dias antes de la aparicion de los sintomas (Jhonson, Bonilla y
Aguero, 2008). El tiempo de infeccidn puede ser de 3 a 8 semanas, en dependencia a
la edad del fruto, severidad de infeccion, susceptibilidad del &rbol de cacao y
condiciones climatoldgicas, en especial las fuertes lluvias, mientras que, en frutos
jévenes con altas precipitaciones y dias calurosos, el tiempo de incubacion se acorta
a 21 dias; sin embargo, Cruz (1993) reportd que la incubacién se encuentra en un
periodo de 30 y 70 dias (Figura 1).

sesBoE ™

De 30 a45
dias después
de la infeccion

% Da3a7
B 1 dias despuss
w

Aparecen las
esperas

Infeccién de frutos Giba en fruto | Mancha café f F T\ P
en cualquier estado pequeno - —-\-‘ -
de desarrollo . -
oo
% e
e
Fuentes de indculo w“:“y
AL Polvillo o semillas secundado | efe™
del hongo (esporas) x«ﬁ

Viento, liuvia e insectos

ayudan a diseminar {as Frutos viejos
esporas {mas de 7 meses

‘ con esporas)

Figura 1. Ciclo de vida de M. roreri (Robles, 2008)
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Medidas de control

Control biol6gico

Se define como la reduccion de la densidad de indculo o de estructuras
productoras de enfermedad de un patégeno o parésito, en su estado activo o de
dormancia, por uno 0 mas organismos obtenidos naturalmente (Uquillas, 2004).
Aunque con menor aplicacion a nivel de campo, el manejo bioldgico surge como una
alternativa promisoria para el control de fitopatégenos con resultados exitosos contra
un amplio rango de ellos. En la actualidad se ha demostrado las ventajas que poseen

hongos y bacterias para el control de la monilla. Los microorganismos mas
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representativos estan las bacterias de los géneros Pseudomonas y Bacillus, asi como

hongos de los géneros Gliocladium y Trichoderma (Suarez y Rangel, 2014).

El control bioldgico presenta una serie de ventajas entre las que se encuentra su
efectividad, permanencia, bajo costo e inocuidad para el ecosistema, sin embargo,
existe una potencial desventaja con microorganismos introducidos al no adaptarse a

las condiciones climaticas de la nueva region (Andrews y Quezada, 1989).

Trichoderma

Hongos del género Trichoderma son ampliamente estudiados como agentes de
biocontrol para varios hongos fitopatdgenos, ademéas como un potenciador de
crecimiento de plantas, se caracterizan por su alto metabolismo, metabolitos
antimicrobianos y la conformacion fisiologica son factores que contribuyen al
antagonismo de estos hongos. ElI micoparasitismo, la competencia por espacio y
nutrientes, antibiosis y metabolitos secundarios son sistemas de defensa tipicos de
este género. Por otra parte, Trichoderma es utilizado para la produccion de enzimas

comerciales celulasas, hemicelulasas, proteasas y p-1,3-glucanasas (Chavez, 2006).

Segln Gumedo, Alarcon, Ferrera y Pefia (2009), Trichoderma se clasifica de la
siguiente manera:

Reino: Myceteae

Division: Eumycota

Subdivisién: Ascomycotina

Clase: Euascomycetes

Orden: Hyphocreales

Familia: Hypocraceae

Género: Trichoderma e Hypocrea

El género Trichoderma también se caracteriza por ser saprofitico, se alimenta de

materia organica con la capacidad de descomponerla, revelando una mayor



13

plasticidad en su ecologia. Se ha registrado su presencia en todas las latitudes que va
de la zona ecuatorial hasta los polos, lo que permite su amplia distribucién y
resistencia ecoldgica, estas caracteristicas estan ligadas con su capacidad enzimética
para la degradacion de varios sustratos con un metabolismo versétil y resistencia a la

inhibicién microbiana (Nacimiento, Stecca y Nevez, 2014).

Mecanismos de accidon de Trichoderma

Competencia

Los hongos presentan una fase saprofitica o epifitica en la que pueden competir
con otros microorganismos por nutrientes o espacio cuando sus requerimientos se
ven limitados. Este tipo de hongos se ven favorecidos por su velocidad para
colonizar hospederos que son patégenos de plantas y han sido probados como
agentes de biocontrol reduciendo drasticamente la cantidad de inoculo del patgeno.
El agente de control esta biolégicamente adaptado para prevenir su infeccion y puede
restringir el desarrollo del patdgeno para evitar que alcance niveles poblacionales de
una substancial infeccion. Los hongos saprofitos tienen la capacidad adicional de
parasitar y producir antibiéticos para acceder a nutrientes y de esta manera retrasar el
desarrollo del patégeno (Bélanger y Avis, 2002).

Hongos del género Trichoderma presenta una plasticidad ecoldgica gracias a su
crecimiento de manera natural en diversos suelos, es un excelente competidor por
espacio y nutrientes. Trichoderma adaptado para sobrevivir en condiciones
desfavorables en forma de clamidosporas (Infante, Martinez, Gonzélez y Reyes |,
2009).

Parasitismo

Es la competencia entre un antagonista de forma directa frente un patdgeno, en la

que se encuentran involucradas enzimas extracelulares capaces de degradar
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estructuras de las paredes celulares de los hongos patdgenos. Tiene un crecimiento
quimiotrépico hacia el hongo parasitado interactuando con mecanismos de adhesion,
penetracion y enrollamiento lo que lleva a un debilitamiento del hongo patdgeno
(Infante, Martinez, Gonzélez y Reyes , 2009).

Antibiosis

Es la accion de producir metabolitos extracelulares tdxicos para reprimir el
crecimiento de hongos patdgenos tales como necrotréficos y biotréficos. Esta
propiedad es muy importante porque le permite al hongo antagonista defender y
desalojar su nicho ecoldgico de hongos potencialmente invasores (Blakeman y
Fokkema, 1982).
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2 METODOLOGIA

2.1 Participantes

El presente proyecto “Evaluacion de cepas de Trichoderma spp. en el control de
monilla (Moniliophthora roreri), en cacao (Theobroma cacao) in vitro y en campo
en la Provincia de Napo-Ecuador.” fue financiado en su totalidad por el Laboratorio
de Microbiologia y el el Centro de Investigacion, Posgrados y Conservacion
Amazonica (CIPCA) de la Universidad Estatal Amazoénica, ubicado en la via Puyo-

Tena Km. 2 ¥ Provincia de Pastaza-Ecuador.

La presente investigacion se llevd a cabo gracias a la colaboracion cientifica de
la Dr. Karina Carrera Sanchez, Docente-Investigadora de la Universidad Estatal
Amazonica, asi mismo la direccion del proyecto de titulacion fue realizada por el Dr.

Francisco Flores, Docente de la Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE.

2.2 Zonade estudio

Zonas de Muestreo

Las cepas de Trichoderma aisladas fueron obtenidas del suelo rizosférico, en las
zonas de Borja, Ahuano y Arosemena Tola de la Provincia de Napo, ubicado en la

region amazonica del Ecuador.

Fase de Laboratorio
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El trabajo experimental se realizo en el Laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Estatal Amazonica con ubicacién en el kilbmetro 2 %%, via Puyo-Tena,
cantdn Pastaza, parroquia Puyo, provincia de Pastaza, Ecuador. En el laboratorio las
condiciones fueron controladas a una temperatura estable de 23 + 1 °C y humedad

relativa de 85 £ 5 %.

Fase de campo

El experimento se realiz6 desde el mes de septiembre de 2015 hasta enero de
2016 en una Plantacion de Cacao de 5 afios de edad. En el Centro de Investigacion,
Posgrados y Conservacién Amazonica (CIPCA) que se encuentra ubicado en el Km
42 via Puyo-Tena, Latitud: 1°15°39,708”°S (m), Longitud: 77°53°23,490°°0O (m).
Altura: 575 (msnm). Las caracteristicas climéaticas tomadas de registros del Instituto
Nacional de Meteorologia e Hidrologia (INAMHI) los datos muestran una
temperatura media diaria de 16,5 a 28,3 °C, una precipitacion media de 4580 mm
afio™ y una humedad relativa de 69 % (MAE, 2013).

2.3 Periodo de tiempo de investigacion

La investigacién tuvo un tiempo de duracion de ocho meses.

2.4 Disefio y analisis de datos

El anélisis estadistico in vitro se evalud bajo un disefio completamente al azar,
con un analisis de Varianza (ANOVA) de clasificacion simple y una prueba de
comparacion de medias de Tukey al 5% (p<0.05), se consideré6 como unidad

experimental una caja de Petri con diez repeticiones de seis tratamientos, de los
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cuales cinco pertenecieron a cultivos duales de los antagonistas frente al patogeno y

uno correspondiente al testigo.

Las variables que se midieron fueron: velocidad de crecimiento radial, pruebas de
antagonismo, conidiacién, porcentaje de inhibicién de crecimiento radial (PICR).
Ademas, los factores estudiados fueron: factor patdgeno M. roreri, factor antagonista
Trichoderma spp. nativos de la amazonia ecuatoriana, Trichoderma comercial

(Trichotic) y B. subtilis comercial (Rhapsody).

El ensayo de antagonismo en campo se empled arboles de cacao (Theobroma
cacao) como unidad experimental, con un disefio completamente al azar con doce
repeticiones y seis tratamientos teniendo un total de 72 arboles. Se llevo a cabo un
Anélisis de Varianza (ANOVA) y una comparacion de medias mediante la prueba de
Tukey al 5% (p<0.05).

Instrumentos de registro utilizados

Como instrumento principal de registro se utiliz6 una plantilla de recoleccién de
datos correspondiente a cada evaluacion in vitro y en campo de las cepas aisladas, el

software para almacenar y procesar los datos fue Excel e InfoStat version 2015e.

2.5 Procedimiento

2.5.1 Muestreo

Se colectaron muestras de suelo de diferentes sectores de la Provincia de Napo
(Figura 2).
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UEA-T1: Borja, ubicado en el Valle de los Quijos-Napo, Latitud:
0°18°49,046°°S (m), Longitud: 77°47°0,458°°0O (m). Altura: 1455 (msnm). Sistema
agroforestal que incluye cacao.

UEA-T2: Ahuano, Napo. Latitud: 1°3°42,302’S (m), Longitud:
77°32°52,33°> O (m). Altura: 355 (msnm). Sistema Agroforestal que incluye cacao,
de 7 afios de edad.

UEA-T3: Centro de Investigacion, Posgrados y Conservacion Amazonica
(CIPCA) que se encuentra ubicado en el Km 42 via Puyo-Tena, Latitud:
1°15°39,708’S (m), Longitud: 77°53°23,490’0O (m). Altura: 575 (msnm).
Plantacion de cacao de 5 afios de edad.

Las muestras fueron transportadas en frascos estériles en refrigeracion al
laboratorio de Microbiologia de la Universidad Estatal Amazdnica y se secaron 24 h

a temperatura ambiente.
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3.

Simbologia
"

Elaboracion USIG UEA
Fuente. SNI - USIG UEA

Proyeccién: UTM
DATUM: WGS 84
Zona 18 Sur

Figura 2. Lugares de origen de cepas de Trichoderma spp. A) Ecuador, B) Provincia

de Napo, C) Sitios de aislamiento de cepas de Trichoderma spp.

2.5.2 Aislamiento Trichoderma.

Para aislar Trichoderma de las muestras de suelo, se realizé una dilucién al 10%
p/v con 1 g de muestra de suelo en 10 mL de agua destilada, se dejo reposar por 5
minutos, y se tom6 una alicuota de 200 pL de solucién con la que se inoculé en cajas
de Petri con medio Difco™ Papa Dextrosa Agar (Anexo 1). Las colonias de
Trichoderma se reconoceran con base en morfologia con la ayuda de un microscopio
trilocular 6ptico (MT4300H, MEIJI, USA) con cdmara (DINOLITE).

Para la purificacion del cultivo se extrajo cuidadosamente el micelio en pequefias
proporciones de agar de cada colonia identificada como Trichoderma y se sembraron
en medio PDA y medio V8 compuesto por 15 g/L de agar, 3 g/L de CaCOs; 15 g/L
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de extracto de malta y 200 mL/L de jugo V8 200. Posteriormente se esterilizd en un
autoclave a 121°C y 1 atm por 15 minutos, segun lo recomendado por Villavicencio
(2010).

Para evaluar las caracteristicas culturales y morfologicas de Trichoderma spp. se
sembraron discos de 4,3 mm en el centro de las cajas de Petri (90 mm). Con el uso de
las técnicas de tincion con azul de metileno y lactofenol, con un microscopio
compuesto trilocular, se observé estructuras como: conidias, conidiéforos, micelio,

fialides, y clamidosporas.

2.5.3 Velocidad de crecimiento

Se midio el crecimiento radial de todas las cepas de Trichoderma a las 24, 48 y
72 horas post-inoculacion y se evalud la tasa de crecimiento micelial segin la
férmula de Lilly y Barnet (1951), donde CL1 y CL2 representan el crecimiento radial

a los tiempos T1y T2, respectivamente.

CL, — CL,

T.C =
—T

2.5.4 Cultivo dual

Para la prueba de antagonismo se empleo el aislado de M. roreri UEA-Mr 8.9 el
que presentd mejores respuestas en velocidad de crecimiento y agresividad, y es
perteneciente al cepario del Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Estatal
Amazonica. Se evalud con tres aislados de Trichoderma spp. seleccionadas de las
diluciones seriadas del suelo, el cuarto tratamiento con Trichoderma comercial
(Trichotic) y un quinto tratamiento con B. subtilis (Rhapsody) (Anexo 2). Se
sembraron discos del patégeno M. roreri de 4,3 mm a una distancia de 20 mm del
extremo de la caja de Petri de 90 mm de didmetro con medios de cultivo PDA y

medio V8, y fueron incubados a 26x2 °C.
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Cuando M. roreri alcanzd un desarrollo de 30 mm de didmetro (cinco dias
después de la siembra) se enfrentaron mediante cultivo dual con los microorganismos
antagonistas. Para la evaluacion de los aislados de Trichoderma se colocé en el
extremo opuesto de la caja de Petri un disco de 4,3 mm de didmetro con micelio del
antagonista (seis dias de edad) con 50 mm de separacion entre antagonista y
patogeno (Howell, 2003) (Figura 3). Mientras que en la evaluacion de los
bioformulados Trichotic y Rhapsody se coloco en un extremo de la caja de Petri
discos de papel filtro estériles de 6 mm de diametro embebidos con los
bioformulados siguiendo las recomendaciones de campo para Trichotic y Rhapsody
(0,5 mL/ L y5 mL/ L respectivamente) y con una separacion de 50 mm entre el

bioformulado y patdgeno.

Los cultivos se incubaron a 26x2°C y oscuridad y pasado las 24 horas se midid
el crecimiento radial del micelio de los hongos hasta los siete dias de inoculados. Se
realizaron 10 repeticiones de cada tratamiento incluyendo 10 repeticiones de M.

roreri como control (Anexo 3).

Figura 3. Prueba de antagonismo. Cultivo dual entre Trichoderma spp. y M. roreri
en medio V8.

Para la evaluacion del mecanismo de accion de Trichoderma (competencia por

espacio y nutrientes) se realiz6 mediante la comparacion de la velocidad del
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crecimiento. Para esto, se tomo las medidas de los radios de crecimiento del
patdgeno (RCP) y del antagonista (RCA) con la ayuda de un calibrador.
Conjuntamente, se calculé el porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR),
con el empleo de la formula de (Samaniego, Ulioa y Herrera, 1989).

RCP — RCA

Para la evaluacion in vitro del potencial antagénico mediante la técnica del
cultivo dual frente a M. roreri, los datos del crecimiento de la colonia y la
esporulacion de M. roreri, fueron sometidos al andlisis de varianza, y en
dependencia de la significancia, las medias se compararon mediante la prueba Tukey

al 5% (p<0.05), utilizando el paquete estadistico Info Stat Version 2015e.

2.5.5 Clases y zonas de antagonismo

Al cuarto y quinto, dia se determind la capacidad antagonica del Trichoderma
spp., frente a M. roreri de acuerdo a las clases de antagonismo descritas en la escala
de (Bell, Well y Markham, 1982):

Clase 1. Antagdnico que cubre por completo al patégeno y a la superficie de

medio de cultivo.

Clase 2. Antagonico que cubre al menos el 75 % de la superficie del medio de

cultivo.

Clase 3. Antagonico cada uno coloniza el 50 % de la superficie del medio de

cultivo.
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Clase 4. Agentes patdgenos colonizan al menos el 75 % de la superficie del

medio de cultivo y parece resistir la invasion del antagonico.

Clase 5. Agentes patdgenos que cubren completamente la superficie del medio

de cultivo.

A su vez la zona de antagonismo se evaluara con la escala propuesta por (Punja 'y

Grogan , 1983), que consta de los siguientes niveles.
0. No hay zona de antagonismo.
1. Aversion ligera (Zona de antagonismo de +/- 1 mm de ancho).
2. Aversion moderada Zona de antagonismo de 2 a 4 mm de ancho).

3. Aversion fuerte (Zona de antagonismo de mas de 4 mm de ancho).

2.5.6 Metabolitos volatiles

Se realizaron ademas pruebas de metabolitos volétiles de los antagonistas, segin
el protocolo propuesto por Dennis y Wester (1971). En una base de caja de Petri de
90 mm de diametro que contenia medio de cultivo PDA, se inoculo micelio de M.
roreri de 4,3 mm de didmetro y se dejo incubar a 26+2 °C hasta alcanzar un
didmetro de 30 mm. En la base de otra caja Petri se afiadié medio de cultivo PDA
con un disco de micelio de Trichoderma spp. de 4,3 mm de diametro y para los
bioformulados Trichotic y Rhapsody se utilizaron discos de papel filtro estériles de 6
mm de didmetro embebidos sobre los bioformulados. Se colocaron las dos bases una
frente a la otra y se sellaron con Parafilm® (Figura 4). Las cajas se incubaron a 26+2
°C durante siete dias. Al septimo dia observo el proceso de inhibicion de M. roreri y
se compard con el control en ausencia del antagonista para la evaluacion del

Porcentaje de Inhibicion de Crecimiento Radial (PICR).
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Figura 4. Prueba de metabolitos volatiles enfrentadas entre M. roreri (arriba) y
antagonistas (abajo).

A las 105 h se procedio a la cuantificacion de esporas M. roreri, para cada uno
de los tratamientos. Se procedio6 a extraer un disco de micelio del hongo sobre cada
uno de los cuatro extremos, a 1 mm del centro de la caja de Petri, con la ayuda de un
sacabocados de 4,3 mm de didmetro. Los cuatro discos obtenidos por caja, fueron
colocados en un tubo de ensayo con 10 mL de agua destilada estéril, se adicion6 una
gota de Tween 20 y se agitdé por 10 min, para liberar la mayor cantidad de esporas
del micelio. La cuantificacion se realiz6 en un microscopio trinocular 6ptico (MEIJI)
con camara (DINOLITE), con ayuda de una camara de Neubauer, para determinar la
concentracion final de conidios por mL. La férmula para el céalculo fue la reportada
por Bastidas (2009).

nuamero de células * 10000

nuameros de cuadros * disolucion

Se calcul6 el porcentaje de inhibicion de esporulacion (% 1.E.) segin Vasquez,
Montes , Pérez, y Flores (2014) de la siguiente manera:
N° de esporas del control/mL — N° de esporas del tratamiento/mlL

%I.E = 100
% N° de esporas del control/mL *
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2.5.7 Conservacion de Trichoderma

Conservacion en Glicerol.

Los aislados de Trichoderma fueron sembrados en cajas de Petri que contenian
medio de cultivo PDA. Transcurridos 7 dias de su crecimiento, se procedio a
conservarlos. Se utilizd 20 tubos eppendorf de 2 mL por aislado. En autoclave, se
esterilizé 60 eppendorf, 200 mL de agua destilada, y 200 mL de glicerol al 15% a
una temperatura de 121°C y 1 atm de presion por un tiempo de 15 min. En la cdmara
de flujo laminar en condiciones asépticas, se coloc6 1 mL de agua destilada estéril

en 10 tubos eppendorf y en los otros 10 tubos se colocd 1 mL de glicerol al 15%.

Con sacabocados de 4,30 mm de diametro se extrajo cuatro discos de micelio
del hongo y se colocé en cada tubo eppendorf y fueron sellados con Parafilm®. Se
procedio a conservar 5 muestras tanto en glicerol como en agua estéril de cada cepa
de Trichoderma a una temperatura de -4+2°C en un refrigerador (Indurama) y las
diez muestras sobrantes de las cepas (5 muestras en glicerol y 5 muestras en agua
estéril) se conservaron en un ultra congelador (WUF-D300, Daihan Scientific, USA) a

una temperatura de -80+2°C.

Prueba de viabilidad.

Se realizd con el fin de evaluar la estabilidad morfoldgica, viabilidad y pureza
de los aislados que fueron conservados a valores de temperaturas diferentes (-80+2

°Cy -4+2 °C) en dos soluciones (agua estéril y glicerol al 15%).

Se prepar6 medio PDA, el mismo que fue colocado en cajas de Petri
previamente rotuladas. Transcurrido 24 horas se procedié a sembrar un disco de
micelio, con cuatro repeticiones de cada aislado conservado. La evaluacion del

crecimiento micelial de los aislados se realiz6 diariamente.

Conservacion en arroz
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Se utiliz6 500 gramos arroz precocido contenido en bolsas resistente al proceso
autoclavado. Este material se esterilizo en un autoclave a 121°C durante de 15
minutos, se inoculé con las cepas aisladas del hongo Trichoderma previamente
sembrado en medio PDA en ambientes controladas de luz, temperatura y pH. Con
anterioridad se eligié los aislados que mostraron mejores respuestas en pruebas in
vitro (aislados de Trichoderma UEA-T2 y UEA-T3). Dentro de la camara de flujo
laminar se procedi6 a afiadir 10 ml de agua estéril por cada caja Petri que contenia el
hongo. La concentracion que se utilizé es de 1x10® esp/mL por gramo de arroz, se
adicion6 5 ml de la solucién en cada bolsa. Finalmente se colocaron bajo temperatura
ambiente y cada dos dias se agitd para facilitar el proceso de colonizacion hasta

observar el cubrimiento total de los granos de arroz por el hongo.

2.5.8 Actividad biologica de biocontroladores frente a M. roreri en

condiciones de campo.

Antes de las aplicaciones de los tratamientos, se realiz6 una poda sanitaria de los
arboles para reduccién de la copa, junto con una eliminacién de chupones y malezas
(Anexo 4).

Aplicacién en el campo de los biocontroladores y fungicidas

Las aplicaciones de los biocontroladores y fungicidas, se realizaron con
atomizadores manuales, para asegurar la descarga exacta por arbol. Para cada
tratamiento se utilizaron equipos y materiales diferentes, con la finalidad de evitar la
contaminacion entre tratamiento, las aplicaciones se dirigieron a todo el arbol.

Las suspensiones de esporas de los biocontroladores se prepararon un dia antes
de la aplicacion de los tratamientos. Para las aplicaciones de los bioformulados
producidos en el laboratorio de microbiologia de la Universidad Estatal Amazoénica
se utilizaron esporas procedentes de un sustrato sélido (arroz). Las suspensiones de
esporas se calibraron a 10° esporas/ha y se afiadié 10 gotas de Tween 20 para

facilitar la liberacion de las esporas. Por otra parte, los tratamientos que
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correspondieron a los bioformulados comerciales (Trichotic y Rhapsody) y al

fungicida quimico se prepararon segun las especificaciones del proveedor.

Los tratamientos se mantuvieron por separado en botellas plasticas de seis litros
a 5 °C, desde su preparacion hasta el momento de ser transportadas al campo dentro
de una caja térmica. La germinacion de las esporas de los bioformulados a base de
aislados de Trichoderma fue confirmada con siembras de las suspensiones finales en
PDA, para de esta forma garantizar la viabilidad de las esporas que fueron llevadas al

campo. La frecuencia y nimero de aplicaciones se detalla en la Tabla 1.

Tabla 1.
Concentracion de las suspensiones, frecuencia y nimero de aplicaciones de Aislados

de Trichoderma spp., Trichotic, Rhapsody y Oxido cuproso (Cobre Nordox 50).

CONCENTRACION APLICACIONES

TRATAMIENTO DE LA
SUSPENSION FRECUENCIA N°

1. UEA T3 (Aislado Trichoderma 3) 10% esp/mL Mensual 4
2. UEA T2 + UEA T3 (Aislados Trichoderma 2y 3) 10® esp/mL Mensual 4
3. TRICHOTIC (Trichoderma Comercial) 0,15 mL p.c./arbol Mensual 4
4. RHAPSODY 1.34 SC (B. subtillis) 1 mL p.c./ arbol Mensual 4
5. Oxido cuproso (Cobre Nordox 50) 3.0 g i.a/arbol Mensual 4
6. Control Sin aplicacién

Se calculé un gasto de 250 mL de cada tratamiento por arbol y con frecuencia
quincenal se cosecharon y se registraron el nimero de mazorcas sanas, mazorcas con
sintomas de monilla, mazorcas con sintomas de escoba de bruja, mazorcas con
Phytophthora spp. y aquellas que presentaron otro tipo de infeccion. Las mazorcas
muertas que presentaron una longitud de hasta 10 cm se consideraron como Cherelle
Wilt, (marchitamiento prematuro) todas las mazorcas enfermas se eliminaron en cada
fecha de evaluacion (Anexo 5). Toda esta informacion fue registrada por cada arbol

de la parcela util.
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El experimento de campo se desarrollé bajo un disefio de bloques completos al
azar, con distribucién aleatoria, con seis tratamientos por tres repeticiones. Donde
cada tratamiento estuvo formado por una parcela de 4 arboles sembrados a 4 metros
de distancia. Entre parcelas de un mismo bloque y réplicas se dej6 un area de cuatro
hileras de plantas para evitar el efecto de borde (Anexo 6). Para la prueba de
comparacion entre las medias se utilizd la prueba de Tukey al 0,05 % de
probabilidad.

Eficacia técnica

La eficacia técnica para cada uno de los tratamientos se calcul6 mediante la
formula Sun-Shepard’s (Plntener, 1981).
% mortalidad del tratamiento * % de cambio de la poblacion control

%ET = 100
% 100 + % de cambio en la poblacion control .

. ., poblacion control después del tratamiento — poblacién control antes del tratamiento
% Cambio de la poblacién control = — - * 100
poblacién control antes del tratamiento

Los datos de porcentaje fueron transformados mediante 2arcos /p/100, segun
(Lerch, 1977), Los datos fueron procesados por el paquete estadistico Info Stat
version 2015e, aplicando un analisis de varianza simple, las medias se compararon

segun la prueba de Tukey al 0,05 % de probabilidad.
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3 RESULTADOS

3.1 Aislamiento de Trichoderma

Se obtuvieron un total de tres aislados del género Trichoderma, las mismas que

fueron aisladas de tres diferentes fincas con plantaciones de cacao (Tabla 2).

Tabla 2.
Procedencia de aislados de Trichoderma spp.

Finca Provincia Canton Sector Co<_j|go el
aislado
1 Napo Quijos Borja UEA-T1
2 Napo Tena Ahuano UEA-T2
3 Napo ~ Arosemena  ~pon UEA-T3
Tola

En la figura 5 se puede diferenciar a simple vista las diversas formas de
crecimiento de las tres cepas aisladas en la que se identificd la diferencia en su
forma, color de sus colonias y esporulacién de cada una de las cepas aisladas de
Trichoderma que presentaron al final de la prueba de velocidad de crecimiento.

A3 3=

Figura 5. Aislados de Trichoderma spp.
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Se observaron distintivos en los aislados de Trichoderma spp. de acuerdo a Los
rasgos que presenta este género, entre las caracteristicas cualitativas mas relevantes

de las tres cepas aisladas se evidencia en la tabla 3.

Tabla 3.
Caracteristicas fisicas cualitativas de los 3 aislados de Trichoderma spp. obtenidas de
suelo de tres diferentes plantaciones de cacao.

Forma Color Tino de Colorde Color Presencia
Aislados del del poc las del Olor de
A ... micelio . -

micelio micelio esporas  medio Fialides

UEA-T1 Retorcido Blanco Plano  Verde Cremoso Ninguno Si
UEA-T2 Retorcido Blanco Plano  Verde Cremoso Ninguno Si
Aroma a

UEA-T3 Retorcido Blanco  Aéreo Verde Cremoso C0CO Si

3.2 Velocidad de crecimiento diametral de los aislados de Trichoderma spp. y

el bioformulado Trichotic.

A las 24 horas los aislados UEA-T1, UEA-T2 y UEA-T3 mostraron un
crecimiento promedio de 21,26, 19,89 y 17,22 mm respectivamente, sin diferencias
significativas entre aislados, a las 48 horas los aislados UEA-T1, UEA-T2 y UEA-T3
presentaron un crecimiento promedio de 71,58, 68,76 y 71,90 mm respectivamente,
Transcurridas las 72 horas los aislados de Trichoderma spp. ocuparon la totalidad de

la caja de Petri que comprende 90,05 mm de didmetro (Tabla 4).

Tabla 4.
Promedios de crecimiento diametral de tres aislados de Trichoderma spp. en

milimetros, para evaluaciones realizadas a las 24, 48, 72 horas.

Aislados Crecimiento diametral (mm)
24 h 48 h 72h

UEA-T1 21,26 a 71,58 a 90,05 a
UEA-T2 19,89 a 68,76 a 90,05 a
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UEA-T3 17,22 a 719a 90,05 a

Tukey al 5% (p<0.05), las medias que comparten la misma letra no difieren estadisticamente entre si.

Al finalizar la evaluacion de velocidad de crecimiento se estimO la tasa de
crecimiento micelial (mm/dia). Entre los tres aislados de Trichoderma spp., UEA-T3
presentd una tasa de crecimiento significativamente superior a UEA-T1 y UEA-T2,
los que no se diferenciaron entre si y a su vez tuvieron una tasa de crecimiento

superior al bioprerarado Trichotic (Tabla 5).

Tabla 5.
Tasa de crecimiento micelial de 3 aislados de Trichoderma spp. al tercer dia de
incubacion y al cuarto dia para el bioformulados Trichotic.

Aislados  Tasa de crecimiento micelial (mm d™)

UEA-T3 36,4152 a
UEA-T2 35,0800 a
UEA-T1 34,3951 a
Trichotic 27,3283 b

Tukey al 5% (p<0.05), las medias que comparten la misma letra no difieren estadisticamente entre si.

3.3 Cultivo dual

Cultivo dual de antagonistas vs fitopatogeno (M. roreri) en medio PDA.

Crecimiento

En la figura 6 se observa el efecto de confrontacion sobre el crecimiento en
(mm/d) de los tres aislados de Trichoderma spp. y dos bioformulados (Trichotic y
Rhapsody), confrontadas con M. roreri. En el primer dia el Fitopatdogeno tuvo un
crecimiento promedio de 24,91 mm. Los aislados de Trichoderma spp., sobresalieron
los aislados UEA-T1 y UEA-T2 con un crecimiento de 26,5 y 25,23 mm
respectivamente, seguida de UEA-T3 con 23,43 mm. Los bioformulados Trichotic y
Rhapsody presentaron los menores promedios de crecimiento con 10,47 y 10, 42

mm.
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Figura 6. Crecimiento al primer dia de M. roreri frente a los antagonistas. Cultivo
dual en medio PDA. Barras con letras desiguales difieren, por la prueba de Tukey
P<0,05 (n=10)

En el segundo dia de evaluacion (Figura 7), se evidencié que el aislado de
UEA-T3 presentd mayor crecimiento con un promedio de 50,12 mm, seguida de
UEA-T1 que alcanz6 un promedio de 48,02 mm, el bioformulado Rhapsody presentd
el menor crecimiento con un promedio de 27,21 mm; por otro lado, los aislados de

M. roreri presentaron un crecimiento promedio de 32,91 mm.
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Figura 7. Crecimiento al segundo dia de M. roreri frente a los antagonistas. Cultivo
dual en medio PDA. Barras con letras desiguales difieren, por la prueba de Tukey
P<0,05 (n=10).
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En el tercer dia de evaluacion (Figura 8), los aislados UEA-T3, UEA-T2 y UEA-
T1 lograron mayores crecimientos con promedios de 51,91, 49,68 y 48,36 mm
respectivamente, mientras que los bioformulados Trichotic y Rhapsody presentaron
un crecimiento promedio de 44,93 y 13,99 mm. El patdgeno M. roreri mostré un

crecimiento lento a relacion del antagonista con un promedio de 37,00 mm.
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Figura 8. Crecimiento al tercer dia de M. roreri frente a los antagonistas. Cultivo
dual en medio PDA. Barras con letras desiguales difieren, por la prueba de Tukey
P<0,05 (n=10)

Antagonismo

En el cuarto dia de evaluacién (Figura 9), los aislados UEA-T3, UEA-T1 y
UEA-T2 mostraron los mayores crecimientos sin mostrar diferencias significativas,
el aislado UEA-T3 presento el mayor crecimiento con promedio de 54,36 mm,
reprimiendo el crecimiento del hongo fitopatégeno y cubriendo dos tercios de la caja
de Petri. Rhapsody (B. subtilis) presentd el menor promedio de crecimiento con

15,98 mm, sin embargo, inhibe el crecimiento de M. roreri con mayor eficacia.
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Figura 9. Crecimiento al cuarto dia de M. roreri frente a los antagonistas. Cultivo
dual en medio PDA. Barras con letras desiguales difieren, por la prueba de Tukey
P<0,05 (n=10).

En el quinto dia de evaluacion (Figura 10), el aislado UEA-T3 mostrd el mejor
desempefio con un promedio de 54,82 mm de crecimiento diametral, invadiendo y
esporulando sobre el fitopatdgeno, los aislados de Trichoderma spp. cubrieron la
totalidad de la caja de Petri. Rhapsody (B. subtilis) presenté el menor promedio de

crecimiento diametral con 16,41 mm, y detuvo el crecimiento de M. roreri.
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Figura 10. Crecimiento al quinto dia de M. roreri frente a los antagonistas. Cultivo
dual en medio PDA. Barras con letras desiguales difieren, por la prueba de Tukey
P<0,05 (n=10).
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Cultivo dual de antagonistas vs fitopatégeno (M. roreri) en medio V8.

Crecimiento

En el primer dia los aislados de Trichoderma spp, UEA-T1, UEA-T2 y UEA-T3
presentaron crecimientos promedios de 18,17; 17,75 y 16,45 mm respectivamente.
Los biopformulados Trichotic y Rhapsody mostraron crecimientos menores con
promedios de 11,4 y 13,89 mm. M. roreri tuvo un crecimiento promedio de 29,58
mm (Figura 11).
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Figura 11. Crecimiento al primer dia de M. roreri frente a los antagonistas. Cultivo
dual en medio V8. Barras con letras desiguales difieren, por la prueba de Tukey
P<0,05 (n=10)

Al segundo dia, el aislado de Trichoderma UEA-T3 presenta mayor crecimiento
con un promedio de 48,00 mm seguida de UEA-T2 y UEA-T1 que alcanzé
promedios de 44,72 y 43,36 mm respectivamente, el bioformulado Rhapsody
presentd el menor crecimiento con un promedio de 19,47 mm seguida de Trichotic
con promedio de 34,39 mm; por otro lado, los aislados de M. roreri presentaron un
crecimiento promedio de 36,38 mm, figura 12.
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Figura 12. Crecimiento al segundo dia de M. roreri frente a los antagonistas. Cultivo
dual en medio V8. Barras con letras desiguales difieren, por la prueba de Tukey
P<0,05 (n=10)

Para el tercer dia de evaluacion, el aislado UEA-T3 conservo el mayor
crecimiento con un promedio de 61,79 mm, seguidos de UEA-T1 y UEA-T2 con
promedios de 56,37 y 56,13 mm respectivamente. Mientras que los bioformulados
Trichotic y Rhapsody presentaron un crecimiento promedio de 46,47 y 23,03 mm. El
patdgeno M. roreri mostro un bajo crecimiento en presencia de antagonistas con un
promedio de 41,38 mm (Figura 13), mientras que el control crecié en promedio
77,01 mm.
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Figura 13. Crecimiento al tercer dia de M. roreri frente a los antagonistas. Cultivo
dual en medio V8. Barras con letras desiguales difieren, por la prueba de Tukey
P<0,05 (n=10)

Antagonismo

A los cuatro dias de enfrentamiento, los aislados UEA-T1, UEA-T2 y UEA-T3
presentaron un crecimiento promedio de 65,46 mm. Los bioformulados Trichotic y
Rhapsody presentaron un crecimiento menor con respecto a los aislados con
crecimientos promedios de 52,3 y 24,77 mm respectivamente. El patdgeno M. roreri

disminuyd notablemente en crecimiento con un promedio de 42,06 mm, figura 14.
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Figura 14. Crecimiento al cuarto dia de M. roreri frente a los antagonistas. Cultivo
dual en medio V8. Barras con letras desiguales difieren, por la prueba de Tukey
P<0,05 (n=10)

En el quinto dia de evaluacion, los aislados UEA-T1, UEA-T2 y UEA-T3
presentaron un crecimiento promedio de 65,98 mm, sin embargo, los bioformulados
Trichotic y Rhapsody mostraron menores promedios de crecimiento con 52,82 y
25,29 mm respectivamente, mientras M. roreri disminuyé su crecimiento con 42,83

mm de promedio, figura 15.
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Figura 15. Crecimiento al quinto dia de M. roreri frente a los antagonistas. Cultivo
dual en medio V8. Barras con letras desiguales difieren, por la prueba de Tukey
P<0,05 (n=10)

3.4 Porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR)

Porcentaje de inhibiciéon de crecimiento radial en cultivo dual de M. roreri

frente a los antagonistas en medio PDA

La inhibicién del crecimiento del hongo patdégeno se observo al quinto dia de
evaluacion, aun cuando el patdgeno se encontraba distante, posiblemente a través de

antibiosis, mecanismo caracteristico que poseen hongos y bacterias antagonistas.

En la figura 16 se describe el comportamiento de los cultivos duales en medio
PDA con relacion a la disminucién del crecimiento de M. roreri, observandose que
para el quinto dia de evaluacién el bioformulado Rhapsody, present6 el mayor PICR
con 35,52%, sequido de la cepa nativa de Trichoderma UEA-T3, con un 29,61%, sin
mostrar diferencias significativas con los aislados UEA-T1 y UEA-T2 con 29,01 y
26,27% respectivamente. El bioformulado Trichotic fue el que presento el menor
porcentaje de inhibicidn al final de la evaluacion con 23,01%.
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Figura 16. Porcentaje de inhibicion de crecimiento radial, al quinto dia de M. roreri
frente a los antagonistas. Confrontacién dual en medio PDA. Barras con letras

desiguales difieren, por la prueba de Tukey P<0,05 (n=10)

Porcentaje de inhibicidon de crecimiento radial en cultivo dual de M. roreri

frente a los antagonistas en medio V8

En la figura 17 se observa el comportamiento del enfrentamiento dual de los
microorganismos antagonista frente M. roreri en medio V8, en relacion a la
reduccion del patdgeno, evidenciando que al quinto dia de evaluacion, los aislados
UEA-T3, UEA-T2 y UEA-T1 mostraron el mayor porcentaje de inhibicion, sin
mostrar diferencias significativas entre si con PICR de 47,66, 47,64 y 46,45
respectivamente, seguidas de los bioformulados Rhapsody y Trichotic con 45,62 y
39,49 %.
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Figura 17. Porcentaje de inhibicion de crecimiento radial, al quinto dia de M. roreri
frente a los antagonistas. Confrontacién dual en medio V8. Barras con letras

desiguales difieren, por la prueba de Tukey P<0,05 (n=10)

3.5 Clasesy zonas de antagonismo

Clases y zonas de antagonismo en cultivo dual de antagonistas frente a M.

roreri en medio PDA y medio V8.

Los aislamientos de Trichoderma spp. y el bioformulado Trichotic se colocaron
en la clase 2 de conformidad a la escala de Bell et al. (1982), cubriendo las dos
terceras partes del medio de cultivo, en la que se observ6 un crecimiento superficial
del antagonista sobre M. roreri. Rhapsody se ubicé en la clase 4 ocupando un tercio
de la caja de Petri. Los aislados de Trichoderma spp. y el bioformulado Trichotic se
ubicaron en la zona 3 de acuerdo con la escala de Punja y Grogan, (1982), mostrando
una aversion fuerte. Rhapsody se ubicé en la zona 1 con una aversion ligera sobre el

fitopatdgeno (Tabla 6).
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Tabla 6.
Clase y zonas de antagonismo. Cultivo dual de antagonistas frente a M. roreri en

medio PDA y medio V8, de acuerdo a la escala de Bell et al. (1982) y Punja 'y
Grogan, (1982).

Clase de Zonas de

Antagonista . .
antagonismo antagonismo

UEA-T1 2 3
UEA-T2 2 3
UEA-T3 2 3
Trichotic 2 3
Rhapsody 4 1

*Las clases y zonas de antagonismo son iguales en el medio PDA y medio V8

3.6  Antagonismo hifal (microscopia)

Los resultados de las observaciones por técnicas de microscopia de las
interacciones entre antagonista y fitopatogeno fueron similares para cada antagonista.
Sin embargo, UEA-T3 presentd los dafios méas drésticos principalmente en micelio y
conidios de M. roreri, en los que se evidencid mecanismos de control como lisis,
estrangulamiento, ruptura y fragmentacién. Ademas, todos aislados del género
Trichoderma mostraron la propiedad de agrupar esporas sobre el micelio de M.

roreri (Figura 18).

Fitopatégeno \ Antagonista

/

/ Fitopatégeno

Antagonista s 10 um

Figura 18. Micoparasitismo del aislado de Trichoderma UEA-T3 en M. roreri.
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Figura 19. Concentracion de esporas del aislado de Trichoderma UEA-T3. sobre
micelio de M. roreri.

3.7 Metabolitos volatiles

El bioformulado Rhapsody fue el que mostré la mayor actividad en la reduccién
del crecimiento de M. roreri con un promedio de inhibicion de 43,2 % seguido por el
aislado UEA-T3 que logrd reducir el crecimiento del fitopatdgeno en 21,12 %.
Mientras que los aislados UEA-T2, UEA-T1 y el bioformulado Trichotic mostraron

los menores promedios en la reduccion del crecimiento de M. roreri (Tabla 7).

Tabla 7.
Crecimiento de M. roreri en presencia de metabolitos volatiles de antagonistas.

Crecimiento radial (mm h™) de M. roreri

_ PICR (%)*
Antagonista 24 h 48 h 72 h 96h 120h 144h 168h

UEA-T1 27,39b 36,62ab 4568ab 57,16a 61,09a 66,97a 71,39ab 13,65
UEA-T2 28,41b 38,72a 4855a 57,17a 59,24a 66,69a 69,54ab 15,89
UEA-T3 2546b 3503ab 43,67b 516la 56,39a 63,42a 6522b 21,12
Trichotic 34,00a 37,95a 4521ab 52,93a 61,1a 6756a 749a 9,41
Rhapsody 26,95b 32,69b 44,39ab 4508b 4532b 4577b 46,96c 43,2

*Porcentaje de inhibicidn de crecimiento radial medido a las 168 horas.
Medias con letras diferentes, en el sentido de las columnas difieren por la prueba de Tukey
P <0,05 (n=10)
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Los aislados UEA-T3 y UEA-T2 y el bioformulado Rhapsody tienen una mayor
influencia en la reduccion de la esporulacion de M. roreri, con un porcentaje de
inhibicion de esporulacion de 78,24, 72,06 y 75,88 % respectivamente. Los efectos
de estos antagonistas en el fitopatdgeno se observan en las caracteristicas culturales
de este Gltimo, provocando variaciones en los bordes y textura del micelio. El aislado
UEA-T1 vy el bioformulado Trichotic reprimen la esporulacion con menor eficacia

que los demas tratamientos (Tabla 8).

Tabla 8.
Porcentaje de Inhibicion de Esporulacion (% I.E) de M. roreri en presencia de
antagonistas a las 168 h.

Antagonista  Esporulacion % IE
(conidias - mL™)
UEA-T1 8,87 x 10° 47,82
UEA-T2 4,75 x 10* 72,06
UEA-T3 3,70 x 10° 78,24
Trichotic 1,28 x 10° 24,71
Rhapsody 4,10 x 10* 75,88
Control 1,70 x 10°

3.8 Conservacion de Trichoderma

Conservacion en Glicerol.

El glicerol es un agente crioprotector que reduce el dafio celular en el momento
de la congelacion. EI método de conservacién con glicerol demostré buenos
resultados para las tres cepas conservadas. Después de seis meses de almacenamiento

cuatro réplicas de cada aislado fueron recuperadas exitosamente (Figura 20).
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Figura 20. Crioconservacion a —80 °C de aislados de Trichoderma spp. en glicerol.

Conservacion en arroz

El crecimiento del aislado UEA-T3 fue 6ptimo al observarse sus caracteristicas
en el desarrollo y esporulacion utilizando como sustrato arroz. El crecimiento fue
rpido desarrollando micelio observable desde las 48 horas post-inoculacion y
cubriendo la totalidad de la superficie del sustrato a las 7 dias con presencia de
esporas (color verde claro), el aislado UEA-T2 no presentd un buen crecimiento, el
micelio fue poco denso con aparicion de esporas al décimo dia, los aislados UEA-T3
y UEA-T2 presentaron concentraciones de conidios de 1,97 x 10° conidios-g™ al

séptimo dia 'y 1,21 x 10® conidios-g™ al décimo dfa, respectivamente (Figura 21).
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Figura 21. Conservacion de las cepas a) UEA-T3 (T1) y b) UEA-T2 (T2) en arroz a

los siete y diez dias post-inoculacion, respectivamente.

3.9 Aplicacion de biocontroladores en campo

Los aislados seleccionados por su comportamiento in vitro frente a M. roreri
presentaron resultados muy alentadores para los ensayos en campo. El efecto que
presentaron los biocontroladores aislados de la Provincia de Napo (Tratamiento 1y
2) en la reduccion del porcentaje de mazorcas infectadas con fitopatdgenos y otras
enfermedades no muestra diferencias significativas con los bioformulados
comerciales (Trichotic y Rhapsody) y con el fungicida quimico (Cobre Nordox 50),

pero son estadisticamente diferentes al control (Tabla 9).
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Tabla 9.

Porcentaje de mazorcas enfermas (M. roreri, Phytophthora spp., y otras
enfermedades) registrados cada 15 dias durante cuatro meses de evaluacion en
parcelas aplicadas con fungicidas quimicos y biologicos.

Mazorcas Infectadas (%)
Tratamientos Dias 15 30 45 60 75 a0 105

1L UEAT 3 (Aisl 4720b 429b 3525b 31,50b 2044bc 1989c¢d 18.14¢
Trichoderma)

2 UEAT2+UEAT3 (Ais
Trichoderma)
3. TRICHOTIC (Trichoderma

52,05b 41,35b 38,66b 3821ab 3516bc 2943 bed 23.41 be

5240b 43.90b 40,63b 389ab 37.00b  3405b 3022b

Comercial)
:ﬁ%ﬁsom 1345C(B. 5596b 42.58b 42.03b 43,10ab 3605bc  3049bc 28,16 b
5. Oxido cuproso (Cobre 50,50b 38.74b 34,84b 2086b 2560c  18.90d 1556c
Nordox 50)
6. Control 67.55a 57.69b 52,83a 53,19a 5514a 57.4la 5908a

Medias con letras diferentes, en el sentido de las columnas difieren por la prueba de Tukey
P <0,05 (n=10)

Se realiz6 una evaluacion separada para la infeccion causada por M. roreri en la
que se encontrd diferencia estadistica en los promedios por parte de esta patologia.
Las plantas alas que se aplico los tratamientos 1 y 2, correspondiente a los aislados
UEA-T3 y UEA-T2 + UEA-T3, presentaron niveles de infeccidén similares a las
plantas tratadas con los bioformulados (Trichotic y Rhapsody), mientras que las
plantas tratadas con el fungicida quimico Cobre Nordox 50 evidenciaron valores de
infeccion ligeramente menores. Sin embargo, todos los tratamientos mostraron

diferencias significativas con el control (Tabla 10).
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Porcentaje de mazorcas enfermas con M. roreri registrados cada 15 dias durante

cuatro meses de evaluacién en parcelas aplicadas con fungicidas quimicos y
bioldgicos.

Dias Mazorcas infectadas con M roreri (%)

Tratamientos 15 30 45 60 75 90 105
}'.““’("’“51' 403a 3838b 3152b 3052b 2505bc 1304c 10,75c¢
richoderma)
%F'E”z’““’ (Als. 44192 40.19ab 3427b 3327b 29.75bc 168bc 15.85 be
richoderma)
;%TRICHOTIC . 45942 45942ab 3994b 3594b 3154b 2585b 23.13b
richoderma Comercial )
j;;:,‘;;‘;som 1345C(B. 45342 43342ab 3925b 37.08b 29.14bc 24.46bc 21,78 be
ir'o"“'d°.°“l”°s°(c°b’e 40,152 34.65ab 30,02b 2902b 153¢ 1299¢ 939c
Nordox 50)
6. Control 56632 5347a 5651a 56512 54182 5151a 53.18a

Medias con letras diferentes, en el sentido de las columnas difieren por la prueba de Tukey

P <0,05 (n=10)

Efectividad Técnica

Los resultados evidenciaron que los tratamientos presentaron una efectividad

técnica considerable sobre el fitopatogeno M. roreri. En los que se destacan el Oxido
cuproso (Cobre Nordox 50) con mas de 82 % de eficacia, seguido de UEA-T3 (Aisl.
Trichoderma) y UEA-T2 + UEA-T3 (Ais. Trichoderma) que tuvieron una

efectividad mayor a 70%. Los bioformulados Trichotic y Rhapsody ejercieron un

control aceptable, ya que iunfluyeron en la disminucion del fondo infectivo de M.

roreri en condicion de campo (Tabla 11).
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Tabla 11.
Efectividad técnica de los Tratamientos en el control de M. roreri evaluados 15 dias

después de cada aplicacion.

Aplicaciones

Eficacia Técnica (%4)
1 2 3 4
¥ Orig  XTransf X Orig XTransf X Orig X Transf X Orig X Transf

1. UEA T 3 (Aisl. 37.57 0.65a 4347 0,72a 5626 0,85ab 8039 1.2a

Trichoderma)

2 UEAT2+UEAT3(Ais. 3158 0,57a 38,72 0,67a 4419 0,72b 6994 099 ab

Trichoderma)

3. TRICHOTIC 2591 0,51a 35329 0,63a 4572 0,73b 55,63 085b
{Trichoderma Comercial)

4. RHAPSODY 1.34 5C 2632 0,54 a 34 0,592 4573 0,73b 391 0.89b
(B. subfiilis)

3. Oxido cuproso (Cobre 28,7 0.55a 4574 0,74a 7095 1.01a 8261 1,15a
MNordox 307

Medias con letras diferentes, en el sentido de las columnas difieren por la prueba de Tukey
P <0,05 (n=10)
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4 DISCUSION

El hongo Trichoderma habita en los suelos de forma natural (Jensen y
Wolffthechel, 1995). La humedad es uno de los factores en influye en la densidad
poblacional de especies Trichoderma en el suelo. Existen reportes de T. harzianun
con altas poblaciones en suelos humedos en comparacion con suelos secos
(Wagquelin, Sivasithamparam, Cole y Skipp, 1999); de la misma manera, hay una
alta densidad en la poblacion de T. koningii en suelos hiumedos con promedios de
70% de humedad que contrasta con suelos secos con 20% de humedad (Eastburn y
Butther, 1988). Este estudio se realiz6 en la Amazonia Ecuatoriana con una
humedad histérica promedio del 69% (MAE, 2013). En este estudio pudimos
confirmar que Trichoderma puede ser aislado facilmente a partir de suelos con altos
porcentajes de humedad.

Se obtuvieron tres aislados de Trichoderma los que difirieron en cuanto a sus
caracteristicas morfoldgicas y culturales. Trichoderma presentd diversas formas de
crecimiento en relacion al micelio, color de sus colonias y esporulacion de los tres
aislados obtenidos. Se observd que de acuerdo a sus caracteristicas macroscopicas
UEA-T1 y UEA-T2, demostraron similitud a lo descrito por (Rifai, 1969; Romero,
Olivera Costa, y Rodriguez, 2015) quienes describen los caracteres de T. harzianum.
UEA-T3 present6 similitud a lo descrito por (Leickfeldt, Samuels, Nirenberg, y
Petrini, 1999) al describir los caracteres morfolégicos de T. viride.

Entre las caracteristicas microscopicas relevantes que se observaron en los
aislados de Trichoderma se pudo determinar que las fidlides estuvieron presentes en
los tres aislados, la esporulacion fue de color verde coincidiendo con lo descrito por
Rifai (1969) y Olivera-Costa y Rodriguez (2014), quienes al referir las colonias de
Trichoderma mencionan esta coloracion como la tipica para este género. El aroma a
coco que emano, fue claramente perceptible en el aislado UEA-T3 similar a lo
observado por Dennis y Wester (1971) y Leickfeldt, Samuels, Nirenberg y Petrini
(1999).
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Los antagonistas mostraron un crecimiento similar durante el tiempo de
evaluacion. Dennis y Wester (1971) y Cook y Baker (1983) afirman que la
velocidad de crecimiento de Trichoderma sirve como guia para su utilizacion como
antagonistas en el control de fitopatdgenos, demostrando asi la variabilidad de la
actividad antagonica de las especies de Trichoderma; siendo esta una caracteristica
ventajosa la de colonizar el area de crecimiento rapidamente. Estos resultados
coinciden con lo observado por Péarraga y Zambrano (2012), quienes al estudiar la
tasa de crecimiento de cepas de Trichoderma spp. in vitro determinaron que las
cepas C1, C10, C4 y C9 cubrieron la totalidad de las cajas de Petri a los tres dias,
después de incubadas. Estos resultados difieren con lo descrito por Arcos (2011),
quien al evaluar cepas nativas de Trichoderma spp. en el biocontrol de Botrytis
cinerea. en rosas, determiné que el crecimiento del diametro de la colonia de

Trichoderma spp., fue de 89,3 mm a los cuatro dias.

Los tres aislados de Trichoderma spp. mostraron una velocidad de crecimiento
alta, mostrando a las 72 horas un de promedio de crecimiento de 35,29 mm.dia™.
Solis (1999), quien evalud organismos antagonicos asociados a M. roreri reportd

una velocidad de crecimiento de Trichoderma, a las 96 horas, de 22,50 mm dia™.

En el quinto dia de enfrentamiento los aislados de Trichoderma UEA-T1, UEA-
T2 y UEA-T3 presentaron un crecimiento promedio de 65,46 mm, sin mostrar
diferencias entre si, cubrié la totalidad del medio de cultivo, y sobrecreci6 la colonia
de M. roreri, disminuyendo notablemente en crecimiento del hongo fitopatdgeno.
Estos resultados son similares a lo descrito por Solis (1999), donde Trichoderma
spp. presentd un valor de 64,9 mm al quinto dia de evaluacién. demostrando mayor
velocidad de crecimiento, competencia por espacio y por los nutrientes del medio de
cultivo. Trichoderma spp., tiene un gran potencial para producir enzimas hidroliticas
en presencia de un hongo patégeno (Romero-Arenas, Huerta, Damian, Dominguez y
Arellano, 2009). Rhapsody (B. subtilis) presentd el menor promedio de crecimiento
con 24,77 mm, sin embargo, inhibio el crecimiento de M. roreri con mayor eficacia,
debido a la liberacion de metabolitos secundarios coincidiendo con lo descrito por
Bravo y Victoria (1981); CORPOICA (2006); Benito, Arévalo y Garcés (2007);
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Villamil, Blanco y Rosero (2012) quienes encontraron antagonismo sobre M. roreri

y otros fitopatdgenos del cacao con Pseudomonas sp, Bacillus sp y Bacillus subtilis.

La capacidad antagonica segun la escala de Bell et al. (1982), de los aislados de
Trichoderma spp. y Trichotic sobre M. roreri fue de clase 2, donde a través de
observaciones macroscopicas, se evidencié que los antagonistas colonizaron las dos
terceras partes de la superficie de la caja de Petri en la que inhibieron el crecimiento
de M. roreri. Estos resultados son semejantes a los obtenidos por Solis (1999), quien
al evaluar a Trichoderma spp. sobre M. roreri, determind que se ubico en clase 1.
Otros autores tales como Harman (2003); Bernal, Andreu y Moya (2004) y Infante,
Martinez, Gonzélez y Reyes (2009) afirmaron que Trichoderma spp. tiene una alta
capacidad de competencia por nutrientes y espacio, dado fundamentalmente porque
su velocidad de crecimiento es superior a la del hongo patégeno. Rhapsody colonizo
un tercio de la caja de Petri, ubicAndose su capacidad antagénica sobre M. roreri en
clase 4, debido a que B. subtilis es capaz de inhibir el crecimiento de M. roreri in
vitro, a través de la liberacion de metabolitos secundarios (Jaimes, Coronado y
Jaimes, 2008) y (Suarez y Rangel, 2014).

Los resultados de las observaciones microscopicas de las interacciones entre
antagonista y fitopatdgeno dependieron del aislado. UEA-T3 presentd un efecto
marcado sobre el micelio y conidios de M. roreri, en los que se evidencid
mecanismos de control previamente descritos como degradacion parcial o total
(lisis), ruptura y fragmentacion del micelio, y penetracion y formacion de haustorios
dentro de las hifas de M. roreri (Howell, 2003). Estos resultados coincidieron con lo
encontrado por Gonzales (2001), quien al evaluar T. viride y Trichoderma sp. Cepa
C-66 detectd micoparasitismo sobre aislamientos de R. solani en frijol con reduccion

del crecimiento micelial del hongo patogeno.

Los aislados del género de Trichoderma mostraron la propiedad de agrupar
esporas sobre el micelio de M. roreri. UEA-T1 y UEA-T2, fueron capaces de
desarrollar estructuras de reproduccion. No se observo enrollamiento, estos

resultados coinciden con lo encontrado por Acosta-Suarez et al. (2013) quienes
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determinaron que T. harzianum no causa enrollamiento sobre Mycosphaerella

fijiensis en condiciones in vitro.

Los aislados de Trichoderma UEA-T3 y UEA-T2 junto al bioformulado
Rhapsody tienen una mayor influencia en la reduccion de la esporulacion de M.
roreri. Las afectaciones de este antagonista se observan en las caracteristicas
culturales del fitopatégeno, provocando variaciones en los bordes y textura del
micelio. Mientras, el aislado UEA-T1 y el bioformulado Trichotic reprimen la
esporulacién con menor eficacia. Corroborando lo mencionado por Jaimes,
Coronado y Jaimes (2008); Suarez y Rangel (2014) y Villamil, Viteri y Villegas
(2015), quienes manifiestan que Bacillus sp., puede inhibir a M. roreri in vitro
mediante la liberacion de metabolitos secundarios.

Los aislados seleccionados por su comportamiento in vitro frente a M. roreri,
presentaron resultados muy alentadores para los ensayos en campo. El efecto que
presentaron los biocontroladores con cepas nativas (Tratamiento 1 y 2) en la
reduccién del porcentaje de mazorcas infectadas con hongos fitopatdgenos y otras
enfermedades mostré diferencias con los bioformulados comerciales (Trichotic y
Rhapsody). Se determiné que los bioformulados a base de los aislados de
Trichoderma (UEA-T2 y UEA-T3) tuvieron un efecto significativo sobre las
enfermedades de cacao, sin embargo UEA-T3, tuvo una eficacia técnica muy cercana
a Cobre Nordox 50. Esto concuerda con Solis (1999) y Suarez (2006), quienes
determinaron que la reduccion de enfermedades en parcelas de cacao, tratadas con T.
koningiopsis y T. stromaticum fueron similares a las obtenidas con fungicidas.

Los biocontroladores fueron estadisticamente iguales entre si y diferentes al
control en cuanto al porcentaje de mazorcas infectadas con monilla. De acuerdo con
estos resultados, Trichoderma seria capaz de elevar los niveles de produccion de
cacao, al compararse con los fungicidas de esta investigacion. Resultados similares
fueron descritos por Benito, Arévalo y Garcés (2007); Bailey et al. (2008); Osorio
(2010) y Villamil, Viteri y Villegas (2015), quienes al evaluar T. viride, T.

harzianum y T. hamatum, encontraron antagonismo sobre M. roreri in vitro e in situ.
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Se present6 una disminucion en el porcentaje de infeccion por M. roreri a los 75
dias después de haber realizado las aplicaciones. El biocontrol UEA-T3 produjo la
reduccion mas alta en los niveles de infeccion del fitopatogeno, similar a la
reduccion lograda por el fungicida quimico Cobre Nordox 50. El biocontrol UEA-
T2+UEA-T3, obtuvo valores de infeccion muy cercanos a los de los bioformulados
comerciales Rhapsody y Trichotic. Todos los tratamientos mostraron un nivel de
control significativo con respecto al testigo. Estos resultados coinciden con lo
descrito por Osorio (2010), quien determiné la eficiencia de T. harzianum como
biocontrolador sobre M. roreri en la costa ecuatoriana a partir de los 62 dias de la
primera aspersién. De la misma forma Guerrero y Arias (2006), determinaron que T.
koningiopsis resulto efectivo en el control de monilla en la misma magnitud que los

fungicidas quimicos.

Los resultados evidenciaron que los tratamientos presentaron una efectividad
técnica considerable sobre el hongo fitopatdgeno M. roreri en campo. En los que se
destacan el Oxido cuproso (Cobre Nordox 50), seguido del biocontrol partir del
aislado UEA-T3 con una efectividad de 80,39%. EIl biocontrol UEA-T2+UEA-T3
obtuvo un valor admisible de eficacia, ejercieron un control aceptable, ya que
implica la disminucién del fondo infectivo de M. roreri en condicién de campo, no
asi los bioformulados comerciales Trichotic y Rhapsody que obtuvieron valores
menores al 60 %. Algunos autores sefialan la potencialidad de T. harzianum en el
control de hongos fitopatdgenos como Rhizoctonia solani yFusarium oxisporum lo
que resalta su alta capacidad antagonica; con efectividad técnica que superé el 80 %
(Garcia, Ricia, Zambrano y Gutiérrez, 2006); (Reyes, Martinez y Infante, 2008) y
(Bernal, Andreu y Moya, 2004). Resultados similares presenté Osorio (2010), al
comprobar la eficiencia de T. harzianum en campo, como biocontrolador sobre M.

roreri, al reducir la enfermedad hasta en 17 %.

Segun Baker y Cook (1987) existe una marcada desventaja en la efectividad del
control bioldgico sobre fitopatogenos cuando los antagonistas no estan adaptados a
las condiciones climaticas del lugar donde se realizara la aplicacion. Por otra parte,

las especies nativas presentan una notable ventaja, ademas de otros caracteres
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fisioldgicos de adaptacion al clima en el que habitan (Constant, Marchay, Fischer-
Le-Saunx, Braiand-Panoma y Mauleon, 1998). Los resultados que se obtuvieron
muestran que los biocontroladores de especies nativas de Trichoderma presentaron
mayor eficiencia en comparacion con los bioformulados comerciales (Trichotic y
Rhapsody), pues estan adaptados al ecosistema y esto les facilita tener una mayor
eficacia en campo. Confirmando de esta manera que la seleccién y especificidad de
los aislados de Trichoderma constituyen un elemento importante a tomar en cuenta

para utilizar a estos hongos como agentes de control bioldgico.
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5 CONCLUSIONES

Los aislados del género de Trichoderma presentaron resultados promisorios en la
represion de M. roreri por el mecanismo de antagonismo a nivel de laboratorio; por
consiguiente, el uso de estos biocontroladores puede ser considerado como

alternativa para el control de enfermedades del cacao.

Las cepas UEA-T2 y UEA-T3 presentaron una actividad antagonica superior
a la mostrada por el aislado UEA-T1 in vitro, por lo que los primeros fueron

utilizados para las evaluaciones en campo.

Las pruebas in vitro de cultivo dual ayudaron a identificar los aislados mas

idéneos para ser utilizados como biocontrol frente a M. roreri.

El arroz es un sustrato adecuado para la produccién masiva de Trichoderma

pues el hongo se adapta rapidamente y produce abundantes conidias.

La aplicacion de los bioformulados a base de Trichoderma spp. nativas
controla M. roreri a niveles cercanos a los del fungicida quimico vy
significativamente superiores a los niveles de control de los bioformulados

comerciales Rhapsody y Trichotic.
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6 RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar ensayos in vitro con cepas nativas de Trichoderma para
determinar si son capaces de controlar a otros microorganismos que atacan al cacao

(Crinipellis Perniciosa, Phytophthora sp.).

Se recomienda seguir un manejo integrado de cacao, en el que se considere al
control biolégico como alternativa de solucién preventiva mas no curativa en

enfermedades de cacao.

Se recomienda realizar en campo un conteo peridédico de concentracion de
conidias de Trichoderma con el objeto de verificar que estas se mantengan dentro de

la dosificacion recomendada que es 108 esporas/ml.

Se recomienda continuar en la linea de investigacion de biocontroles con el fin
de implementarlos a la agricultura organica, libre de productos quimicos,

fomentando la produccion sana del cacao.
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