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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de distintos coadyuvantes
comerciales sobre el establecimiento y supervivencia de Trichoderma sp. para el control
biolégico de la moniliasis del cacao, puesto que la moniliasis produce grandes pérdidas en la
cosecha que pueden llegar hasta el 80%. Se obtuvieron cultivos puros de Moniliophthora roreri
y Trichoderma sp, a partir de mazorcas infectadas por el patdogeno y muestras de suelo
respectivamente. Mediante pruebas duales in vitro, se determinGd un antagonismo efectivo de
Trichoderma sp. sobre Moniliophthora roreri. Se realizaron ademas pruebas de compatibilidad in
vitro entre Trichoderma sp, y los coadyuvantes comerciales Ecuafix®, Sprayaide® y COSMO
OIL®, determindndose que ninguno de los coadyuvantes influyd significativamente sobre el
desarrollo de Trichoderma sp. Para la fase de campo se emple6 un Disefio Completamente
Aleatorizado con cuatro repeticiones, sobre los arboles escogidos se hicieron aplicaciones cada
15 dias de los seis tratamientos a evaluar durante tres meses. Se evalud la incidencia de
Moniliophthora roreri, el area bajo la curva del progreso de la enfermedad, ademéas del
establecimiento y supervivencia de Trichoderma sp. sobre mazorcas de cacao, los mejores
resultados se obtuvieron al aplicar una suspensién de Trichoderma sp. (1 x 10° esporas.ml™)

adicionada con aceite agricola COSMO OIL® (10 ml.I™).
Palabras clave:

o MONILIOPHTHORA RORERI

o TRICHODERMA SP.

o COADYUVANTES

o CONTROL BIOLOGICO

o AREA BAJO LA CURVA DEL PROGRESO DE LA ENFERMEDAD (ABCPE)
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ABSTRACT

The objective of the present research was to evaluate the effect of different commercial adjuvants
in the establishment and survival of Trichoderma sp. for the biological control of the moniliasis
of cocoa, since moniliasis produces large losses in the harvest that can reach up to 80%. Pure
cultures of Moniliophthora roreri and Trichoderma sp. Was isolated from cocoa cobs affected
with the pathogen and soil samples respectively, were obtained by means of in vitro dual tests, an
effective antagonism of Trichoderma sp. about Moniliophthora roreri. In vitro compatibility tests
were also carried out between Trichoderma sp, and the adjuvants Ecuafix®, Sprayaide® and
COSMO OIL®, determining that none of the adjuvants significantly influences the development
of Trichoderma sp. For the field phase a design was used completely randomized with four
repetitions, on the chosen trees, applications were made every 15 days of the six treatments to be
evaluated during three months. The incidence of Moniliophthora roreri, area under the curve of
disease progression (ABCPE), as well as the establishment and survival of Trichoderma sp. on
cocoa cobs, the best results were obtained when applying a suspension of Trichoderma sp. (1 x

10® spores.ml™) added with COSMO OIL® agricultural oil (10 ml.I™).
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CAPITULO |

EL PROBLEMA DE INVESTIGACION
1.1 Planteamiento del problema

La moniliasis se presenta en casi todas las regiones donde se desarrolla el cultivo de cacao,
causando dafios y pérdidas a los productores (hasta el 80% de la cosecha). La dificultad para
controlar la enfermedad antes mencionada, principalmente en la estacion lluviosa, radica en los
altos niveles de pluviosidad y humedad en las zonas donde se desarrolla el cultivo.

De manera tradicional se ha venido realizando el control y prevencién de estas enfermedades
mediante el uso de fungicidas a base de cobre en combinacion con la implementacion de
diferentes labores culturales, sin embargo, los tratamientos de caracter quimico no han
constituido una alternativa sustentable y mucho menos sostenible, dado que su accion es limitada,
su costo elevado y la toxicidad asociada a estos afecta al productor, al consumidor final y al
medio ambiente (PROECUADOR, 2013).

A fin de encontrar un mecanismo eficiente de control biologico se han realizado humerosos
estudios que identifican al género Trichoderma como uno de los principales antagonistas de los
patdgenos antes descritos, sin embargo, al realizarse las respectivas pruebas en campo, los
resultados, en la mayoria de casos, son diferentes a los obtenidos en pruebas in vitro, lo cual se
debe a la diferencia de condiciones de manejo ambiental, utilizacion de cepas de regiones
distintas al cultivo y, principalmente, la dificultad para lograr establecerse y desarrollarse

exitosamente sobre la planta y mazorcas (Solis y Suarez, 2006).



1.2 Antecedentes

En el Ecuador existen 521.091 hectéreas sembradas de cacao, de las cuales 439.618 hectareas
se encuentran en edad productiva, con una produccion promedio de 200- 300 kg/ha/afo. Es asi
que en el 2011 se registrd6 un volumen de exportacion de 205.000 toneladas métricas, y al
finalizar el 2015 de 260.000 toneladas métricas (ANECACAO, 2016).

Nuestro pais abarca mas del 70% de la produccion mundial de cacao fino de aroma lo que lo
posiciona como uno de los mayores productores del mundo (AMERICAECONOMIA, 2016).
Ecuador finalizé el 2014 entre los cinco mayores productores de cacao a nivel mundial. Su
produccion alcanzo las 240000 toneladas métricas, de las cuales 230000 fueron destinadas al
mercado de exportacién (PROECUADOR, 2013).

En el Ecuador el cultivo es desarrollado en su mayoria por pequefios y medianos agricultores,
quienes son de bajos recursos econdmicos y no poseen un servicio de transferencia de tecnologia
adecuado, por lo que los rendimientos obtenidos son muy inferiores al promedio nacional de 300
kg/ha (ANECACAO, 2016). Las principales causas que afectan el rendimiento de este cultivo
son, entre otras, la presencia de enfermedades, siendo las principales la moniliasis, mazorca negra
y escoba de bruja. La moniliasis del cacao causada por el hongo Moniliophtora roreri, es
considerada la principal enfermedad del cultivo por las pérdidas que ocasiona, mismas que
pueden ascender a un 80% de la produccion (Enriquez, 2004 citado por Falconi y Yanez, 2007).

El control biol6gico de enfermedades agricolas, su uso y la potenciacion de microorganismos
ha adquirido mucha importancia, a nivel mundial, principalmente debido a que se ha identificado
un grupo importante de hongos y bacterias que actian como antagonistas de patdgenos vegetales
(Bravo, 1981; citado por Falconi y Yanez, 2007). La busqueda de alternativas, mediante

seleccion y reintroduccion de microorganismos antagonicos a Moniliophthora roreri, constituye
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una atractiva solucion presentando riesgos menores que los derivados por fungicidas, reduciendo
la capacidad del patégeno para producir inoculo (Solis, 1999; Hebbar et al., 1999; Samuels et al.,
2000; Suarez y Solis, 2003; Fokkema, 1995; citados por Solis y Suarez, 2006).

Segun evidencias cientificas presentadas en las ultimas dos décadas con el objeto de resolver
la problematica de la moniliasis y otras enfermedades del cacao, las tendencias apuntan al uso del
control biolégico microbiano con hongos y bacterias epifitos aislados de mazorcas de cacao sanas
provenientes de localidades con alta incidencia de enfermedades y bajo manejo de agroquimicos
(Falconi et al, 2004; Thévenin y Trocmé, 1996, citados por Falconi y Yanez, 2007).

En ese contexto, en la Universidad de las Fuerzas Armadas se han realizado algunos trabajos
de investigacion para el control de la moniliasis utilizando bacterias de los géneros Bacillus y
Pseudomonas, obteniéndose buenos resultados en cuanto al aumento de la produccion. Siguiendo
la linea del control bioldgico, el género Trichoderma es un grupo de hongos ampliamente
utilizado debido a su efecto antagénico contra un amplio rango de hongos fitopatdgenos (Bastos,
1998; citado por Osorio, 2010). En cacao, el empleo de Trichoderma como antagonista ha
mostrado buenos resultados en el control de hongos fitopatdgenos, en ensayos preliminares en
Ecuador, Colombia, Pert y Costa Rica, los resultados reportan la reduccion de la esporulacién del
patdgeno sobre las mazorcas (Pefiaherrera, 2013).

Estudios realizados en Camerun por Tondje et al. (2007), indican que al tratar las mazorcas
con suspensiones de Trichoderma asperellum, se reduce ligeramente la incidencia de monilia al
comparar con el tratamiento testigo, sin embargo no superé los resultados del tratamiento
quimico ni mejoro significativamente la produccion.

Respecto al uso de Trichoderma en nuestro pais las experiencias son prometedoras por el

eficiente efecto de cepas importadas y nativas de Trichoderma harzianum y Trichoderma
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koningui para el control de enfermedades en distintos cultivos (Enriquez, 2004; Suarez y Solis,
2003; Yanez, 2003; citados por Falconi y Yéanez, 2007). Solis y Suarez (2006), realizaron un
estudio referente al control de M. roreri utilizando especies del género Trichoderma (T.
koningiopsis y T. stromaticum), los autores reportan el aumento entre el 16 y 20% de la
produccién de mazorcas sanas. Por lo que resulta necesario profundizar en estudios del efecto en
condiciones de campo de diferentes cepas y métodos de aplicacion de Trichoderma para el
control biolégico de la moniliasis del cacao.

1.3 Justificacion e Importancia

Dada la importancia de la produccidn cacaotera sobre la economia del Ecuador, asi como la
importante posicion del pais sobre las exportaciones a nivel mundial, es evidente que el cultivo
de cacao constituye una excelente alternativa de produccion agricola en diferentes puntos del
territorio nacional. En contraste, la produccion del cultivo de cacao se ve limitada principalmente
por enfermedades de tipo flngico como son la moniliasis, mazorca negra y escoba de bruja,
mismas que han ocasionado pérdidas hasta el 80% de las cosechas (ANECACAO, 2016).

En este sentido, el mercado mundial presenta una tendencia creciente a la aceptacion de
productos agricolas de origen organico, es decir, cuya metodologia de produccion, entre otras
précticas, no contemple la utilizacién de agroquimicos (Falconi & Yénez, 2007). En este sentido,
se han realizado numerosos estudios para evaluar distintos microorganismos antagonistas de M.
roreri, obteniéndose buenos resultados sobre la sanidad del cultivo, sin embargo existen algunos
estudios en diferentes areas que plantean la posibilidad de mejorar el efecto antagonista de los
controladores bioldgicos mediante la utilizacion de diferentes coadyuvantes en el momento de la
aplicacion en campo de los microorganismos (Buitrén, 2002).

En ese sentido, se han realizado algunos estudios orientados a incrementar los niveles de
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establecimiento y supervivencia de microorganismos (principalmente bacterias) sobre diferentes
cultivos (Buitron, 2002; Chiriboga, 2003), sin embargo no existe mayor informacion acerca del
efecto de coadyuvantes de origen quimico sobre la capacidad biocontroladora de Trichoderma,
especificamente para el combate de la moniliasis del cacao.

En virtud de lo expuesto anteriormente, es necesario determinar el efecto, en condiciones de
campo, de la utilizacion de coadyuvantes, orientado a incrementar los niveles de establecimiento
y supervivencia del controlador biolégico Trichoderma sp., a fin de ejercer un control sobre el
hongo fitopatdgeno M. roreri.

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de diferentes coadyuvantes en el establecimiento y supervivencia de
Trichoderma (Trichoderma sp.) sobre mazorcas de cacao, para control bioldgico de la moniliasis
(Moniliophthora roreri).

1.4.2 Objetivos Especificos

o Determinar el nivel de antagonismo in vitro entre el controlador biol6gico Trichoderma
sp. y el hongo fitopatégeno Moniliophthora roreri.

o Determinar la compatibilidad del controlador bioldgico Trichoderma sp. con diferentes
coadyuvantes comerciales para aspersiones agricolas.

o Evaluar el efecto, en condiciones de campo, de diferentes coadyuvantes sobre el
establecimiento y supervivencia de Trichoderma sp. sobre mazorcas de cacao.

o Evaluar el efecto, en condiciones de campo, de diferentes coadyuvantes sobre la

capacidad antagonista de Trichoderma sp. frente al hongo fitopatégeno Moniliophthora roreri.



CAPITULO II
MARCO TEORICO

2.1 Fundamentacion teorica
2.1.1 El cultivo de cacao
2.1.1.1 Generalidades del cultivo de Cacao

El cacao es originario de las zonas tropicales de América (cuencas del Amazonas y del
Orinoco). Su manejo fue extensivo en Mesoamérica, y luego cultivado intensivamente por los
mayas (México). Después de la llegada de los europeos a América, el cultivo del cacao se ha
expandido al Caribe, Asia y Africa (Mendoza, 2013).

2.1.1.2 Datos botanicos del cultivo
e Grupos genéticos

El cacao se divide en cuatro variedades o grupos genéticos, Criollo, Trinitario, Forastero y
Nacional (Osorio, 2010).

e Morfologia

El arbol del cacao normalmente alcanza una altura entre 6 a 8 metros, con excepcion del cacao
Nacional y Forastero, los que en ocasiones alcanzan alturas hasta unos 12 metros. Sin embargo,
bajo condiciones de cultivo y manejo alcanza una altura de 3 metros en promedio. La altura del
arbol depende de factores ambientales que influyen en el crecimiento, es asi que cultivado con
alta luminosidad el tamafio es mas reducido que con exceso de sombra (Batista, 2009).

Su produccion inicia al tercer o cuarto afio de edad, dependiendo del genotipo, asi como de las

condiciones ambientales y de manejo, teniendo una vida util de 25 a 30 afios (Osorio, 2010).



e Ramas

Segun Torres (2012), el arbol de cacao presenta dos tipos de ramas, a) ramas verticales,
ortotrépicas o chupones, y b) ramas laterales, plagiotropicas u horquetas.

e Fruto

El fruto del cacao, conocido como mazorca, presenta tamafios que oscilan de 10 a 42
centimetros, de forma variable y de superficie lisa o rugosa (Garcia, 2007). Se encuentra
sostenido de un pedunculo no muy largo y robusto (Enriquez, 2004). El epicarpio y el endocarpio
son carnosos estando separados por un mesocarpio fino y lefioso (M & O Consulting , 2008). Los
frutos presentan cinco loculos y cada loculo tiene dos partes formadas por dos lomos o un surco
interno (Enriquez, 2004). En estado de madurez, los colores basicos del fruto son amarillo claro a
rojo anaranjado, que corresponden respectivamente a los colores verde y morado en estado

inmaduro (Suérez et al., 1993).

‘ Cascarilla de la
— 5 -
semilla de Cacao

. Granos de cacao

<4——— Cascara de Cacao

Figura 1 Fruto de cacao
Fuente: (Enriquez, 2004)

e Semilla
El ndmero, tamafio y forma de las semillas dependerad de la variedad. Las semillas son de

forma aplanada o redonda de 2 a 4 centimetros de longitud, estan ubicadas en cinco hileras dentro
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del fruto (Artica, 2008 citado por Torres, 2012). La semilla o almendra de cacao esté cubierta por
una pulpa acida, azucarada llamada mucilago, las semillas estan unidas a un eje central llamado
placenta (Suarez et al., 1993). Las sustancias organicas y minerales que integran los cotiledones
constituyen el producto que, fermentado y secado adecuadamente, se comercializa para la
elaboracion del chocolate (Osorio, 2010).
2.1.1.3 Humedad relativa en el cultivo de cacao

Los niveles de humedad relativa superiores al 70% favorecen al establecimiento del cacao
después del trasplante y una media, del 75% al 80% parece ser la humedad relativa mas
conveniente para el cultivo (Arévalo et al., 2004).

Osorio (2010), citando a Suarez (2007), sefiala que valores superiores al 85% de humedad
relativa, combinados con abundante precipitacion y altas temperaturas, estimulan la presencia de
enfermedades fungosas como la moniliasis y mazorca negra, que disminuyen la produccion de
cacao en el Ecuador.

2.1.1.4 Labores Culturales en el Cultivo de Cacao
Se realiza el control de malezas con la finalidad de evitar no solamente la competencia por

nutrientes, sino también de agua, espacio y luz. En esta labor se suele emplear el machete o la
“moto guadafia” que permite el corte de malezas sin dafiar las raices de los cacaotales ya que
estas se ubican superficialmente (Paredes, 2003).

También se realizan podas, inicialmente es importante realizar una poda de formacién, la cual
se realiza con el objetivo de obtener plantas de mayor fortaleza, haciendo que sus ramas tengan
una distribucion apropiada y una altura adecuada para el manejo (Artica, 2008 citado por Torres,
2012). La poda se realiza luego de un afo desde el trasplante, cuando la planta tiene de tres a seis

ramas que forman el molinillo u horqueta. Se eliminan aquellas ramas con crecimiento horizontal
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y al interior de la copa, se deja de tres a cuatro ramas vigorosas y adecuadamente ubicadas para
que luego estas ramas construyan la estructura principal de la planta (Quiroz & Agama, 2006).

La poda de mantenimiento consiste en eliminar las ramas enfermas, rotas, colgantes y aquellos
chupones que se encuentran mal ubicados en el arbol (Artica, 2008 citado por Torres, 2012).

Finalmente, la poda fitosanitaria permite mantener a las plantas en buen estado de salud. Para
lograr este objetivo, se debe eliminar partes del follaje y ramas que han sido afectados por escoba
de bruja o insectos, también se elimina mazorcas infectadas con monilla y plantas parasitas que
crezcan sobre la copa (Quiroz & Agama, 2006).

La labor final constituye la cosecha. Esto ocurre entre 5 a 6 meses después de fecundada la
flor (Quiroz & Agama, 2006). Cuando los frutos han alcanzado su madurez fisioldgica, las
mazorcas cambian de color segun su procedencia genética.
2.1.1.5 Enfermedades del Cultivo de Cacao

El cacao, como cualquier otro organismo viviente, es susceptible a ser atacado por
microorganismos patdgenos que alteran su desarrollo y causan una o varias enfermedades. Para
que se produzca una enfermedad, debe existir un hospedero (la planta) y uno o mas patdgenos
presentes (organismos causales); asi como las condiciones ambientales adecuadas para su
desarrollo (Suarez et al., 1993).

Algunas de las enfermedades pueden destruir todas las mazorcas de la plantacién en un
momento dado (Enriquez, 2004). Las enfermedades mas importantes en el Ecuador son la escoba
de bruja, la moniliasis, el mal del machete, la mazorca negra y las bubas (Osorio, 2010).

2.1.2 Moniliasis del cacao
La enfermedad, es conocida con los nombres de monilia, pudricién acuosa, helada,

enfermedad de Quevedo (porque se cree que en este sector aparecié por primera vez) o mancha
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ceniza (por la masa blangquinosa de micelio y esporas que la caracteriza) (Enriquez, 2004). En
inglés se la conoce como “Monilia podrot” y carece de equivalentes en otro lenguaje (Osorio,
2010).
2.1.2.1 Importancia Econémica

La enfermedad ataca solamente a los frutos del cacao, sin embargo, su ataque es con
frecuencia tan severo, que se considera que la enfermedad constituye uno de los factores
limitantes, de mayor importancia, en la produccion de esa planta. En Ecuador se han reportado
pérdidas que van desde el 16% hasta el 80% y aun mas, con promedios que fluctian del 20% al
22 % anual (Enriquez, 2004).

2.1.2.2 Origen y Distribucién Geogréfica

La Moniliasis del cacao fue descrita por primera vez en Ecuador en el afio 1916, por J. B.
Rorer. La regién de Quevedo en Ecuador, Sur América, fue considerada por casi cien afios como
el centro de origen de esta enfermedad, pero estudios recientes demuestran que la enfermedad se
origind en la zona de Sopetran (Antioquia), Colombia; a finales del siglo 18.

La enfermedad se encuentra en todos los paises cacaoteros de Suramérica, como son
Colombia, Ecuador, Pert, Venezuela y Surinam; hasta el 2012 solo Brasil no reportaba la
presencia de este patdgeno afectando sus plantaciones. También se encuentra en Panamd, Costa
Rica, Nicaragua, Honduras, Guatemala, Belice y desde el 2008 se ha reportado afectando
plantaciones de cacao de México, a donde llegé introducida posiblemente desde Honduras (

Fundacién Hondurefia de Investigacion Agricola, 2012).
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2.1.2.3 Agente Causal

El patdgeno causante de la moniliasis es el hongo Moniliophthora roreri, un hongo de la clase
Deuteromicete (Imperfectos) y del orden Moniliales. Aln no se conoce su estado perfecto
(sexual), por lo que se cree que su reproduccion se realiza sélo asexualmente por conidios.
Los conidios son las Unicas estructuras (semillas) hasta ahora conocidas, capaces de causar
infeccion ( Fundacion Hondurefia de Investigacion Agricola, 2012).
2.1.2.4 Taxonomia

Osorio (2010), citando a Suarez et al (1993), clasifica al hongo de la siguiente manera:
Clase: Deuteromycetes
Orden: Hyphales
Familia: Moniliaceae
Género: Moniliophthora
Especie: Moniliophthora roreri
2.1.2.5 Caracteristicas morfoldgicas
o Micelio

En tejido vegetal necrosado o macerado, se observan paredes gruesas, vacuolado, de forma
irregular y con hinchamiento que asemejan clamidiosporas en formacion; en medio artificial de
cultivo se observa un micelio con hifas hialinas, septadas, con septo doliporo. M. roreri sale a la
superficie de las mazorcas por aperturas naturales (estomas) o heridas, formando una masa
compacta de hifas sobre la que tiene lugar la esporulacion (polvo blanco) (Suarez y Delgado,

1993 citado por Osorio, 2010).
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o Conididforos

Los conidioforos de M. roreri son hialinos, simples o ramificados; no erectos, bifurcados en su
parte distal y con una ligera constriccion en la septa que lo separa del resto de la hifa de origen.
Se forman especialmente en el frente de avance de la colonia; miden de 9 a 50 um de largo
(Suérez y Delgado, 1993 citado por Osorio, 2010).
o Conidios

Son de forma globosa o elipsoide. Se traducen en cadenas de longitud variable, desde dos o
tres conidios, hasta 35 0 méas. Su maduracion se produce, aparentemente de forma basipeta. Los
conidios jovenes o de reciente separacion de la cadena presentan vestigios de la pared celular de

origen (Suérez y Delgado, 1993 citado por Osorio, 2010).

2.1.2.6 Ciclo de vida

La infeccion se presenta en la superficie de los frutos, en cualquier fase del desarrollo
vegetativo, sin embargo la susceptibilidad mas alta se observa en los primeros estados de
desarrollo del fruto (Albuquerque et al, 2005 citado por Alvarez et al 2014). Las esporas son
facilmente desprendidas de los frutos infectados, principalmente por el viento u otros agentes
(Ram et al., 2004 citado por Osorio, 2010). Una vez penetra el fruto, el patdgeno se desarrolla
intracelularmente e invade las células del parénquima cortical. Esta fase es considerada el periodo
mas largo de incubacion de la enfermedad (Johnson et al., 2008 citado por Alvarez et al, 2014).

Es necesario aproximadamente seis a diez semanas desde la penetracidn superficial de las
mazorcas, hasta que los sintomas sean visibles (Suarez y Delgado, 1993). Dos o tres dias después
se producen esporas que empiezan a emerger sobre el micelio blanquecino, son esporas del tipo

conidio de color crema, que son liberadas y dispersadas en el aire por la acciéon del agua y
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principalmente, el viento; reanudandose el ciclo ( Fundacion Hondurefia de Investigacion
Agricola, 2012).
2.2.2.7 Sintomas

La Fundacién Hondurefia de Investigacion Agricola (2012), describe ampliamente la
sintomatologia de la infeccion de frutos causada por el hongo Moniliophthora roreri en las
distintas etapas de desarrollo:

o En frutos menores de dos meses: La infeccion aparece primero como pequefios
abultamientos en la superficie de la mazorca, los cuales se decoloran y presentan un aspecto
brillante aceitoso. Después aparece una mancha café que se va extendiendo y sobre esta mancha
empieza a aparecer una felpa blanca o esporulacién del hongo.

o En frutos infectados a mitad de su desarrollo (3 a 4 meses): La infeccion aparece
primero en forma de pequefios puntos aceitosos. En muy corto tiempo (dias), esos puntos se unen
formando una mancha café cuyo borde es irregular. A los pocos dias (tres a seis generalmente),
sobre la mancha café aparece el micelio y luego las esporas que forman una masa polvosa
abundante de color crema.

o En los frutos adultos (mayores de 4 meses): El sintoma mas comdn de la Moniliasis es
una mancha de color café que puede extenderse hasta cubrir todo el fruto. Esa mancha se
caracteriza, y a su vez se diferencia de la Mazorca negra (Phytophthora palmivora), por presentar
el borde de avance de la lesién en forma irregular y no bien definido como se presenta en la
lesion por Phytophthora.

El dafio interno causado por la moniliasis es mas grave que el dafio externo, pues se pierden

casi todas las almendras, sin importar la edad del fruto.
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2.1.2.8 Epidemiologia

La presencia constante de frutos en el cacaotal garantiza ininterrumpidamente la existencia de
tejido susceptible suficiente para la permanencia de la enfermedad dentro del cultivo. Las esporas
pasan de fruto a fruto tanto dentro del mismo arbol como entre arboles vecinos, usando como
vehiculo principalmente el viento y en menor grado el agua de lluvia, algunos insectos,
herramientas y el hombre. El proceso de germinacion y penetracion de los conidios de M. roreri
sobre los frutos de cacao es el punto débil del hongo, pues es en esa etapa cuando el efecto de las
condiciones ambientales adversas al hongo pueden ser mas perjudiciales para que pueda infectar
los frutos ( Fundacion Hondurefia de Investigacion Agricola, 2012).

Las condiciones Optimas para la maduracién y penetracion del hongo estan alrededor de 25 °C
y 85 % de humedad relativa. El conidio necesita de la presencia de agua para germinar, por eso la
incidencia y severidad del ataque se incrementa en los meses de lluvia ( Fundacién Hondurefia de
Investigacion Agricola, 2012).
2.1.2.9 Control de Monilia

La moniliasis requiere de un manejo permanente y sistematico a través de todo el afio. El
control de la enfermedad debe de ser de carécter preventivo; tan pronto como el hongo ha
penetrado en el interior de los tejidos atacados no puede ser eliminado sin que antes se destruya el
organo enfermo (Pinz6n y Rojas, 2008; citado por Pefiaherrera 2013).
2.1.2.10 Control cultural

Segun la Fundacion Hondurefia de Investigacion Agricola (2012), entre las practicas de
cultivo que conducen a una modificacion del ambiente, tornandolo inapropiado para el desarrollo

de la enfermedad, se destacan las siguientes:
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o Podas (al menos dos veces al afio): se realizan para mantener el tronco y ramas
principales libres de brotes, chupones o hijos y de ramillas entrecruzadas dentro del arbol o entre
arboles vecinos. Esto contribuye a mantener el ambiente seco y fresco (mejor circulacion del
aire), ademas de facilitar la cosecha.
o Regulacion del sombrio permanente: con esta practica se obtiene una apropiada entrada
de luz en la plantacién y una buena circulacion del aire, favoreciendo un rapido escape del vapor
de agua. También, la regulacion del sombrio es indispensable para un mejor aprovechamiento de
los fertilizantes o abonos aplicados.
o Adecuado sistema de drenaje: es necesario evitar el encharcamiento del agua de las
lluvias y reducir la alta humedad relativa dentro del ambiente de la plantacion.
o Control de malezas frecuente y oportuno: mantener libre de malezas el cacaotal, facilita
la libre circulacion del aire y contribuye a un ambiente mas seco, evitando la condensacion del
rocio durante las noches, que favorece la germinacién y penetracion de las esporas en el fruto.
2.1.2.11 Control quimico

Se puede usar un producto a base de cobre o clorotalonil y hacer las aspersiones de acuerdo
con las recomendaciones de las casas comerciales, las aspersiones generalmente se las realiza
cada 7 o 15 dias, dependiendo de la intensidad de las lluvias; dichas aspersiones deben hacerse
por lo menos durante los tres primeros meses, a partir de las curvas mas intensas de floracion con
lo que se protegera el mayor porcentaje de la cosecha (Suérez y Delgado, 1993).

2.1.3 Trichoderma sp.

Las especies de hongos del género Trichoderma han sido plenamente caracterizadas por tener

aplicacion en el ambito agricola, principalmente para el control biolégico de otros organismos
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patdgenos que atacan a los cultivos (Argumedo et al., 2009), en ese contexto son los antagonistas
mas utilizados para el control de enfermedades en plantas producidas por hongos, debido a su
facilidad para ser aisladas y cultivadas, a su crecimiento rapido en un gran nimero de sustratos y
a que no atacan a plantas superiores (Papavizas et al., 1982; citado por Ezziyyani et al., 2004).
2.1.3.1 Taxonomia

De acuerdo con Kuhls et al. (1997), Lieckfeldt et al. (1999), Samuels y Chaverri (2003),
Samuels (2005) y Jaklitsch et al. (2006); citados por Ezziyyani et al. (2004), la clasificacion
taxondmica del género Trichoderma es:

Reino: Mycetae

Division: Eumycota

Subdivision: Ascomycotina

Clase: Euascomycetes

Orden: Hypocreales

Familia: Hypocraceae

Género: Trichoderma

2.1.3.2 Caracteristicas Morfologicas

Romero et al. (2009), citando a Bissett (1991) y a Hoog (2000) menciona que los
conidioforos son de color verde, presentan diversas ramificaciones perpendiculares, en algunos
casos se observa la formacién de ramas laterales en grupos de dos a tres, ubicadas en un angulo
amplio. El sistema de ramificacion tiene una apariencia piramidal. Las fidlides son largas y
delgadas, asimétricas, con verticilos terminales de hasta 4 conidios subglobosos. Sus

clamidosporas son subglobosas, de pared dentada y color verde suave.
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Infante et al. (2009), sefiala que las colonias de Trichoderma en su inicio tienen color blanco,
que se tornan a verde oscuro o amarillento, con esporulacion densa. EI micelio es ralo en su
mayoria, y visto al microscopio es fino, los conidioforos son ramificados, parecen un arbol
pequefio. Estos terminan en fidlides donde se forman las esporas asexuales o conidios, de gran
importancia para la identificacion taxonomica a nivel de especies. Los conidios aseguran las
generaciones del hongo durante gran parte del periodo vegetativo de las plantas.
2.1.3.3 Ciclo de Vida

El ciclo de vida de Trichoderma inicia cuando germinan los conidios, el hongo crece y se
ramifica como una hifa fangica tipica. Posteriormente se forma el micelio y se produce un
sinnumero de conidioforos que a su vez producen los conidios. La esporulacion asexual ocurre
cuando los conidios son liberados en gran ndmero, también se forman clamidosporas
intercaladas, de forma individual, aunque a veces dos o mas clamidosporas se pueden fusionar
(Romero et al., 2009).
2.1.3.4 Mecanismos de Control Bioldgico

Se han descrito diferentes mecanismos de accion de Trichoderma que regulan el desarrollo de
diferentes hongos fitopatdgenos. Los principales son la competencia por espacio y nutrientes, el
micoparasitismo y antibiosis (Leal, 2000; citado por Infante et al., 2009).
o Competencia: Se define como el comportamiento desigual de dos 0 mas organismos ante
un mismo requerimiento (sustrato, nutrientes), siempre y cuando la utilizacién de este por uno de
los organismos reduzca la cantidad o espacio disponible para los demas. Este tipo de antagonismo
se ve favorecido por las caracteristicas del agente control biolégico como plasticidad ecoldgica,

velocidad de crecimiento y desarrollo, y por otro lado por factores externos como tipo de suelo,
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pH, temperatura, humedad, entre otros (Hjeljord et al., 1998; Samuels, 1996; citados por Infante
et al., 2009).

En este sentido la presencia de forma natural de Trichoderma en diferentes suelos se considera
una evidencia de la plasticidad ecologica de este hongo y de su habilidad como excelente
competidor por espacio y recursos nutricionales. Trichoderma esté biologicamente adaptado para
una colonizacion agresiva de los sustratos y en condiciones adversas para sobrevivir,
fundamentalmente, en forma de clamidosporas. La alta velocidad de crecimiento, abundante
esporulacion y la amplia gama de sustratos sobre los que puede crecer, debido a la riqueza de
enzimas que posee, hacen que sea muy eficiente como saprofito y ain mas como agente de
control biolégico (Hjeljord et al., 1998; Pérez, 2004; citados por Infante et al., 2009).

La competencia por nutrientes puede ser por nitrégeno, carbohidratos no estructurales
(azucares y polisacaridos como almidon, celulosa, quitina, laminarina, y pectinas, entre otros) y
microelementos. Esta forma de competencia en los suelos o sustratos ricos en nutrientes no tiene
importancia desde el punto de vista préactico.

Por ello, cuando se emplea fertilizacion completa o existe exceso de algunos de los
componentes de los fertilizantes e inclusive en suelos con alto contenido de materia organica, este
tipo de antagonismo es poco eficaz (Stefanova et al., 1986; Eveleigh et al., 1986 citados por
Infante et al, 2009).

o Antibiosis: En esta etapa ocurre la produccion de enzimas liticas extracelulares,
fundamentalmente quitinasas, glucanasas y proteasas, que degradan las paredes celulares del
hospedante y posibilitan la penetracion de las hifas del antagonista.

o Micoparasitismo: El micoparasitismo es definido como una simbiosis antagonica entre

organismos, en el que generalmente estan implicadas enzimas extracelulares tales como
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quitinasas, celulasas, y que se corresponden con la composicion y estructura de las paredes
celulares de los hongos parasitados (Lorito et al., 1990; Melgarejo, 1989; Ulloa, 1996; citados por
Infante et al., 2009). Las especies de Trichoderma durante el proceso de micoparasitismo crecen
quimiotrépicamente hacia el hospedante, se adhieren a las hifas del mismo, se enrollan en ellas
frecuentemente y las penetran en ocasiones. La degradacion de las paredes celulares del
hospedante se observa en los estados tardios del proceso parasitico que conlleva al debilitamiento
casi total del fitopatogeno (Carsolio et al., 1999; citados por Infante et al., 2009).

El micoparasitismo es un proceso complejo que para su estudio se ha separado en cuatro
etapas. El desarrollo de cada etapa depende de los hongos involucrados, de la accién biotréfica o
necrotréfica del antagonista y de las condiciones ambientales. Infante et al. (2009), citando a
Chet y Benhamou (1998) describen las etapas del proceso de micoparasitismo de hongos del
género Trichoderma:

o Crecimiento quimiotrofico: EI quimiotropismo positivo es el crecimiento directo hacia

un estimulo quimico. En la etapa de localizacién del hospedante, se ha demostrado que
Trichoderma puede detectarlo a distancia y sus hifas crecen en direccion al patbgeno como
respuesta a un estimulo quimico.

o Reconocimiento: Las cepas de Trichoderma han demostrado que estas son efectivas sélo

contra patdgenos especificos. El reconocimiento molecular entre Trichoderma y el hospedante es
el evento esencial que precede al proceso antagonista. Esto es un elemento a tener en cuenta para
la aplicacion practica de este hongo, y para la basqueda de nuevos aislamientos mas adaptados y
eficaces.

El reconocimiento se realiza a través de interacciones lectinas-carbohidratos. Las lectinas son

proteinas enlazadas a azUcares o glicoproteinas, las cuales aglutinan células y estan involucradas
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en las interacciones entre los componentes de la superficie de las células y su ambiente
extracelular, las lectinas estan involucradas en el micoparasitismo.

o Adhesion y enrollamiento: Cuando la respuesta de reconocimiento es positiva, las hifas

de Trichoderma se adhieren a las del hospedante mediante la formacion de estructuras parecidas
a ganchos y apresorios, se enrollan alrededor de estas, todo esto estd mediado por procesos
enzimaticos. La adherencia de las hifas de Trichoderma ocurre gracias a la asociacion de un
azucar de la pared del antagonista con una lectina presente en la pared del patgeno.

2.1.4 Control biologico

Control bioldgico es la manipulacion directa o indirecta por parte del hombre de los agentes
vivos qué de forma natural tienen capacidad de control. Esta manipulacion provoca el aumento
de su capacidad de ataque sobre las enfermedades (Nighan y Mukerji, 1988; citados por Falconi y
Yanez, 2007). Bajo esta premisa el control bioldgico estd basado en la utilizacion de principios
ecologicos y su importancia radica en el impacto beneficioso para la conservacion del ambiente y
a su vez la factibilidad tecnoldgica de poder manejar agentes naturales de biocontrol (Rodriguez
et al., 2003; Sholberg et al., 1995; citados por Falconi y Yéanez, 2007).

El control biolégico también se puede definir como la reduccién de la cantidad de inoculo o de
la cantidad infectiva de un patégeno a través de uno o mas microorganismos (Gonzéalez, 2000).
La utilizacion de algunos agentes tiende a interferir, de alguna manera con el ciclo biolégico del
patdgeno o a estimular la reaccion de la planta afectada y favorece o inicia la creacion de barreras
de todo tipo, de modo que dichas barreras hayan alcanzado niveles suficientes para retrasar,
disminuir o impedir el desarrollo del patdgeno cuando éste llegue al contacto con el cultivo

(Gonzalez, 2000). En los dltimos afios se han realizado investigaciones en control bioldgico, los
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resultados sugieren que las poblaciones de hongos endofitos, como son las cepas de Trichoderma,
presentes en los tejidos del cacao pueden proteger al arbol cuando éstos son aislados,
seleccionados y reintroducidos al sistema del cultivo en un tamafio de poblacion méas grande
(Guest, 2007).
2.1.4.1 Control Bioldgico de Monilia con Trichoderma

Osorio (2010), citando a Enriquez (2004), menciona que en el afio 2001, el Instituto Nacional
de Investigaciones Agropecuarias detectd algunos organismos antagonicos identificados como
Trichoderma koningiopsis. Solis y Suarez (2006), realizaron un estudio referente al control de M.
roreri utilizando especies del género Trichoderma (T. koningiopsis y T. stromaticum), los autores
reportan el aumento entre el 16 y 20% de la produccion de mazorcas sanas.

2.1.5 Epidemiologia cuantitativa (patometria).
2.1.5.1 Epidemiologia

Algunos autores definen epidemiologia como el estudio de los factores que provocan una
enfermedad y afectan su velocidad de dispersion. También se define como la interaccion entre
poblaciones de patdgenos y plantas; y de la enfermedad resultante de esa interaccion bajo la
influencia del ambiente y la interferencia humana. En el sentido amplio la epidemiologia es el
estudio del progreso de la enfermedad en el espacio y en el tiempo en funcidn de las interacciones
entre poblaciones del hospedero, poblaciones de patogenos y el medio ambiente (Nelson, 1978;
Kranz, 1980; Kushalappa, 1982; citados por Hernandez y Montoya, 1987).
2.1.5.2 Epidemia

Las epidemias son procesos biolégicos complejos, cada proceso usualmente estd compuesto de

un namero facilmente identificable de subprocesos que son los ciclos de infeccion, por lo tanto,
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una epidemia como un total consiste en una secuencia de ciclos de infeccion que ocurren
extensivamente como resultado de la interaccidn entre una poblacion de unidades infectivas del
patdgeno sobre una poblacion de plantas hospederas bajo un ambiente favorable (Zadoks Y

Schein, 1979; citados por Hernandez y Montoya, 1987).

2.1.5.3 Patometria

Para cuantificar una enfermedad generalmente se utilizan las curvas de progreso de la
enfermedad, una enfermedad puede ser cuantificada de acuerdo dos términos importantes:
incidencia y severidad. La incidencia se determina por el porcentaje de plantas, frutos, etc.
infectados y la severidad se determina por el porcentaje de tejido enfermo, en ambos casos el
porcentaje puede ser representado como fraccion con valores de cero a uno (James, 1974; citado
por Herndndez y Montoya, 1987).

La cuantificacion de una enfermedad comprende dos etapas: La primera consiste en el
muestreo de plantas o partes de plantas infectadas mientras que la segunda etapa comprende la
evaluacion de la severidad de la enfermedad, empledndose escalas diagramaticas. Una vez
realizadas estas dos etapas es necesario calcular la proporcion acumulativa de enfermedad lo que
nos permitira estimar la tasa de infeccién o velocidad de aumento de la enfermedad (Hernandez y
Montoya, 1987).
2.1.5.4 Cuantificacion de epidemias

Para disefiar modelos matematicos de regresién que permitan analizar de manera numeérica el
comportamiento de epidemias, es necesario disefiar una curva de progreso de la enfermedad, para
lo cual se deben registrar cada cierto tiempo (semanas, quincenas, meses, etc.) los porcentajes o

sintomas de enfermedad acumulados, para luego mediante paquetes informaticos generar
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modelos de regresion. Es importante sefialar que cada enfermedad puede ajustarse a modelos
lineales 0 no lineales por lo que se debe utilizar la mayor cantidad de pardmetros para validar
dichos modelos (Hernandez y Montoya, 1987).
2.1.5.5 Area bajo de la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE)

Es una medida de la cantidad total de enfermedad durante un periodo de tiempo, la cual se
determina a partir de graficos o curvas de la enfermedad con respecto al tiempo (DArcy et al.,
2001). Ademas de la tasa de infeccidn el area bajo de la curva del progreso de enfermedad es un

parametro generalmente usado en epidemiologia comparativa y es calculado por la formula:

ABCPE = ) [(Yi+1+4Yi)/2][(Xi+ 1 —Xi)]

n
i=1

Donde:

ABCPE: Area bajo la curva del progreso de la enfermedad.

Yi: Proporcion de enfermedad en la n-sima observacion.

Xi: Tiempo en la n-sima observacion.

n: Numero total de observaciones.

Sin embargo, existe una manera de calculo en funcién del modelo de regresion al que se
ajustan los datos del tiempo y porcentaje de incidencia de la enfermedad basado en la definicion
de la integral definida. Segun varios autores, dada una funcion f(x) y un intervalo [a,b], la
integral definida es igual al area limitada entre la grafica de f(x), el eje de abscisas, y las rectas

verticales x =ay x = b. Por lo que el ABCPE se podria calcular por la formula:
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fbf(x)dx

Q

Donde:
: signo de integracion entre dos intervalos de tiempo.
f(x): funcion o modelo de regresion obtenido para la incidencia de la enfermedad..
dx: derivada de la incidencia con respecto al tiempo.
2.1.6 Coadyuvantes para aspersiones agricolas

Chaves (1995), define a los coadyuvantes agricolas como aquella sustancia quimica que
contribuye, asiste 0 ayuda a realizar una mejor accion cuando se mezcla en forma correcta con un
plaguicida. EI mismo autor citando a McWhorter (1982), sefiala que estos productos pueden
clasificarse de la siguiente manera seglin su mecanismo de accion:
o Activadores: Incluyen surfactantes, otros agentes de mojado, penetrantes y aceites.
o Modificadores del liquido pulverizado: Incluyen los pegantes, formadores de pelicula,
extensores, extensores pegantes, agentes espesadores y espumantes.
o Modificadores de utilidad: Incluyen emulsificantes, dispersantes, agentes
estabilizadores, agentes acopladores, agentes compatibilizadores, cosolventes, agentes “buffer” y
agentes antiespumantes.

Ocanfa (1959) sefiala al aceite agricola como un excelente coadyuvante en las aplicaciones de
fungicidas quimicos, logrando una mayor penetrabilidad y disminuyendo el lavado superficial
por lluvias asi como también la deshidratacién del producto aplicado, ademas de lograr una

distribucion eficiente del producto aplicado sobre las hojas y frutos. Estudios posteriores de los
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mismos autores permitieron establecer que el aceite agricola tiene la capacidad de penetrar los
tejidos de la hoja y acumularse en espacios intercelulares, propiedades que determinan su
eficiencia como coadyuvante. Es importante aclarar que para lograr la emulsificacion, es decir, la
mezcla de aceites con agua, se necesita adicionar un emulsificador.
2.1.6.1 SPRAY AIDE (Surfactante)

Es un concentrado a base de Alkyl-alryl-polyether-etyl-glycol-fosfato que actia como agente
surfactante. Mejora la compatibilidad de los pesticidas en el tanque de aspersion, regula el pH del
agua (EDIFARM, 2017).
2.1.6.2 ECUAFIX (Adherente)

Es un compuesto cuyo ingrediente activo es Eter Fenol Poliglicolico, disminuye la tensién
superficial del agua, mejorando la adherencia y dispersion de preparados acuosos de insecticidas
y fungicidas. Favorece la humectacion de las plantas, aumenta la resistencia de los productos al
efecto de lavado causados por lluvias (EDIFARM, 2017).
2.1.6.3 COSMO OIL (Aceite mineral agricola)

Es un aceite portador no-ionico de las aplicaciones de agroquimicos que mejora el contacto
producto-superficie, su ingrediente activo es la mezcla de Aceite Parafinico y Cicloparafinico,
permite la permanencia del producto en la superficie de la hoja durante el tiempo necesario para
cumplir con su actividad de vehiculo, sin perjuicio de las actividades fotosintéticas, evitando
dafos causados por fitotoxicidad (EDIFARM, 2017).

2.1.7 Coadyuvantes para aspersiones agricolas con microorganismos.
Corrales M. (1996) realizé un experimento a fin de determinar el efecto de aplicar Bacillus

cereus y Serratia marcescens junto a coadyuvantes quimicos para el control de la Sigatoka negra
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del banano, no se reportan diferencias significativas a nivel de laboratorio determinandose que
dichos coadyuvantes no impedian el normal desarrollo de los microorganismos, sin embargo en
pruebas en campo la aplicacion de los microorganismos junto a aceite agricola mostré6 menores
porcentajes de incidencia de la enfermedad.

Desrosiers (1958) citado por Ocafia (1959), sefiala que el aceite actia como agente
fitoprotector, fungostatico y antiesporulativo, impidiendo el desarrollo de Cercospora en plantas
de banano previamente infectadas. Ocafia (1959), cita el trabajo de Calpouzos (1959) en el cual
se determind que la aplicacion de aceite agricola en banano no inhibia la germinacion de conidias
ni esporas, tampoco se encontrd inhibicién de la penetracion y esporulacion del patdgeno en
hojas previamente asperjadas; es asi que el autor reporta la posibilidad de que el aceite inhiba al
patégeno una vez que ha penetrado el fruto, antes de la aparicién de los sintomas.

En cuanto a la fitotoxicidad derivada de aplicaciones de aceite agricola, los autores citados
reportan que con aplicaciones a una concentracion de 1% de aceite agricola no se obtiene sintoma
alguno de fitotoxicidad.

2.2 Fundamentacion legal

Debido a que la presente investigacion comprende la utilizacion de cepas de Trichoderma
nativas, asi como la utilizacion de estas sobre plantas de cacao variedad CCN-51 producidas en el
territorio nacional, se alinea totalmente a las leyes de prohibicion y cuarentena para bioldgicos
foraneos. Por otra parte, dadas las caracteristicas bioldgicas del hongo Trichoderma, no se
incumplen preceptos legales-ambientales en cuanto a la liberacion de biologicos al medio

ambiente.
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2.3 Hipotesis
e Ho: El uso de diferentes coadyuvantes no mejora el establecimiento, supervivencia y
capacidad antagonista frente a Moniliophthora roreri de Trichoderma sp. sobre mazorcas de
cacao.
e Hi: El uso de diferentes coadyuvantes mejora el establecimiento, supervivencia y
capacidad antagonista frente a Moniliophthora roreri de Trichoderma sp. sobre mazorcas de

cacao.
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CAPITULO 111

METODOLOGIA

Modalidad de la investigacion

Investigacion aplicada.
Tipo de investigacion

Investigacion cuantitativa experimental pura.
3.1 Fase de Laboratorio

Durante esta fase se realiz6 la recoleccion de muestras afectadas por el patdgeno y muestras de
suelo, para el aislamiento de Moniliophthora roreri y Trichoderma sp. respectivamente, ademas
se realizaron pruebas duales de antagonismo in vitro entre Trichoderma sp. y Moniliophthora
roreri .La fase de laboratorio contemplé ademés la realizacion de pruebas in vitro de
compatibilidad de Trichoderma sp. con diferentes coadyuvantes para aspersiones agricolas.
o Materiales

Hielera de espuma flex, bolsas resellables, tijera de podar, pala de jardin, cajas Petri de cristal,
pinzas quirdrgicas, bisturi, asa microbioldgica redonda, matraces Erlenmeyer, vasos de
precipitacion, porta y cubreobjetos.
o Equipos

pHmetro, cdmara de flujo laminar, incubadora, autoclave, microscopio Optico, balanza digital,

hornilla eléctrica, refrigerador.
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o Reactivos
Agar PDA, agar- agar, asparagina, hidroxido de potasio 10% v/v, lactofenol, &cido acético
50% v/v, cloranfenicol 50 mg, hipoclorito de sodio 5.25%, alcohol 97 ° G.L. 70%, agua destilada,
COSMO OIL® (aceite agricola), ECUAFIX® (adherente), SPRAYAIDE® (surfactante).

3.1.1 Aislamiento del hongo fitopatégeno Moniliophthora roreri.

Se recolectaron mazorcas con sintomas de moniliasis, se envasaron y rotularon para su
transporte al laboratorio. Para el aislamiento del patdgeno se cortaron porciones de mazorca de la
zona de avance de la enfermedad para su desinfeccion, finalmente se sembraron en cajas Petri
con medio Agar agua y se incubaron por 3 dias a 26 °C. Cumplido ese tiempo se obtuvo
crecimiento micelial semi-transparente, el mismo fue transferido a cajas Petri con medio de
cultivo PDA (Anexo 1.1), Agar extracto de cacao (Anexo 1.2) y Agar V8 (Anexo 1.3) hasta que
se observo crecimiento micelial y esporulacion.
3.1.1.1 Identificacién macroscopica de las colonias.

Se procedi6 a evaluar la forma y coloracion del crecimiento flngico. Segun varios autores las
colonias de M. roreri, macroscopicamente, presentan aspecto polvoso, coloracién variable desde
blanco hasta marrén, bordes regulares y crecimiento circular en sectores.
3.1.1.2 Purificacion de aislamientos.

Una vez identificadas macroscépicamente las colonias, se tomé una porcion de medio con
micelio de cada colonia y se transfirid a una caja Petri con medio PDA sucesivamente hasta

obtener cultivos parcialmente puros.
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3.1.1.3 Identificacion microscopica de aislamientos.

Con ayuda de cinta adhesiva transparente se tomd una muestra del micelio de los cultivos
parcialmente puros de M. roreri, se colocé en un portaobjetos y se observé al microscopio. Luego
de la identificacion microscoépica, de las colonias, se tomo una porcion de medio con crecimiento
fangico y se sembro en cajas Petri con medio PDA, posteriormente se llevé las cajas a incubacion
a 26° C por 15 dias hasta su esporulacion segin lo expuesto por Leandro (2006).

3.1.1.4 Obtencidn de cultivos monosparicos del patdgeno.

Se realiz6 un lavado superficial a un cultivo de M. roreri con una solucion de Tween 80 al
0.01% vy se trasvasd a un vaso de precipitacion previamente esterilizado. Se procedié a
determinar la concentracion de esporas de la solucién con ayuda de un hematocitometro, se ajustd
la concentracion a un valor de 104 esporas.ml™, posteriormente se procedié a inocular 0,5 ml de
la misma en cajas Petri previamente preparadas con medio PDA.

Las cajas se incubaron a 26°C, hasta que se corroboré la germinacion de las esporas y
crecimiento fangico. Una vez detectado el crecimiento flngico se procedid a transferir cada
colonia (espora germinada) a cajas Petri con medio PDA y se mantuvo en incubacion a 26°C,
hasta que el micelio cubrié todo el plato y esporuld, obteniendo asi colonias monospéricas de M.

roreri, segin lo descrito por Leandro (2006).
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3.1.2 Aislamiento de Trichoderma sp. de suelos cacaoteros, para su utilizacion en pruebas de

antagonismo frente a Moniliophthora roreri.

3.1.2.1 Recoleccidon de muestras de suelo.

Se tomo6 muestras de suelo al azar entre cero y 20 cm de profundidad, correspondientes a la
rizosfera del cultivo de cacao. Las muestras fueron rotuladas y trasladadas al laboratorio para su
procesamiento segun la metodologia descrita por Rivas y Pavone (2010).
3.1.2.2 Aislamiento de Trichoderma sp.

A partir de las muestras de suelo colectadas, se tomaron submuestras que fueron diluidas, se
tomaron alicuotas de 0.1 ml las cuales fueron sembradas en cajas Petri con medio E selectivo
para Trichoderma (Anexo 1.4). Las cajas Petri fueron incubadas a 26°C durante una semana. Una
vez obtenidas las colonias de hongos se procedi6 al reaislamiento en cajas Petri con medio PDA
de las cepas que podian pertenecer al género Trichoderma segun lo descrito por Chavez (2006).
3.1.2.3 Identificacién macroscopica de las colonias.

Para la identificacion macroscépica de Trichoderma se empled la descripcion propuesta por
Chavez (2006), quien indica que las colonias pertenecientes al género Trichoderma presentan
crecimiento rapido, coloracién blanco-verde-amarillo verdosa, areas con forma de anillos
conceéntricos donde se encuentran los conidios.
3.1.2.4 Purificacién de aislamientos de Trichoderma sp.

Una vez identificadas macroscépicamente las colonias, se tom6 una porcién de medio con
micelio de cada colonia y se transfiri6 a una caja Petri con medio de cultivo PDA, asi

sucesivamente hasta obtener cultivos parcialmente puros.
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3.1.2.5 Identificacion microscopica de Trichoderma sp.
Se siguid el protocolo utilizado para la identificacién de M. roreri y se utilizd la descripcién
propuesta por Chavez (2006).

3.1.2.6 Obtencidn de cultivos monosporicos de Trichoderma sp.

Se utilizo el protocolo propuesto para la obtencion de cultivos monospdéricos de M. roreri.
3.1.3 Pruebas de antagonismo in vitro entre el controlador bioldgico Trichoderma sp. y el

hongo fitopatégeno Moniliophthora roreri.
3.1.3.1 Variables medidas

e Longitud del crecimiento del patégeno sin el antagonista.

Se midio la longitud en centimetros desde el punto de siembra del patdgeno hasta el punto
limite de su crecimiento en el tiempo de evaluacion.

e Longitud del crecimiento del patdégeno con el antagonista.

Se midié la longitud en centimetros desde el punto de siembra del patégeno hasta el punto
limite de su crecimiento en el tiempo de evaluacion, en presencia del antagonista Trichoderma
sp.

e Porcentaje de Antibiosis de Trichoderma sobre Monilia.
Para determinar el porcentaje de antibiosis de Trichoderma sobre monilia se utilizé la formula

propuesta por Pérez (2017):

PA =[(CR - CRT)/CR] x 100; donde:

PA = Antibiosis (%)
CR = Crecimiento radial de M. roreri sin Trichoderma (cm)

CRT = Crecimiento radial de M. roreri en presencia de Trichoderma (cm)
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3.1.3.2 Factores del experimento

Influencia de Trichoderma.
3.1.3.3 Tratamientos

Presencia: cultivo de M. roreri en presencia de Trichoderma.

Ausencia: cultivo de M. roreri en ausencia de Trichoderma.
3.1.3.4 Disefio y Unidad experimental

Se utiliz6 un Disefio completamente aleatorizado con cinco repeticiones. La unidad
experimental estuvo constituida por una caja Petri con medio PDA sobre la que se sembr6 una
muestra de M. roreri.
3.1.3.5 Procedimiento experimental

En una caja Petri con medio PDA se colocé un disco de 0,5 cm de didmetro de un cultivo del
hongo fitopatdgeno durante el tiempo necesario para que este inicie su crecimiento micelial.
Transcurrido este periodo de acondicionamiento, se sembro, de ser el caso, a una distancia de 5
cm, un disco de 0,5 cm de diametro de un cultivo de Trichoderma sp. y se dejé en incubacion por
12 dias a 26°C segun la metodologia descrita por Hoyos et al (2008).
3.1.3.6 Recoleccion de datos

A los 12 dias se midid el crecimiento fungico en cada unidad experimental.
3.1.3.7 Andlisis estadistico y Técnicas de comprobacion de hipétesis.

A fin de determinar posibles diferencias entre tratamientos, los resultados se analizaron

mediante un andlisis de la varianza y prueba de Tukey a un nivel de significancia de 0,05.
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3.1.4 Pruebas in vitro de compatibilidad entre el controlador biolégico Trichoderma sp. y
diferentes coadyuvantes comerciales para aplicaciones agricolas.
3.1.4.1 Variables medidas
e Longitud del crecimiento de Trichoderma sp.
Se midio la longitud en centimetros desde el punto de siembra de Trichoderma sp. hasta el
punto limite de crecimiento en el tiempo de evaluacion.

e Nivel de esporulacién de Trichoderma sp.

Cualificacidon del nivel de esporulacién de acuerdo a la siguiente escala:

1. Bajo: Micelio de Trichoderma sp. con poca 0 ninguna
presencia de esporas.

2. Medio: Micelio de Trichoderma sp. con presencia
parcial de esporas.

3. Alto: Micelio de Trichoderma sp. con abundante
presencia de esporas.

Figura 2 Cualificacion del nivel de esporulacion

3.1.4.2 Factores del experimento

Tipo de coadyuvante adicionado al medio de cultivo PDA.
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3.1.4.3 Tratamientos a comparar

Tabla 1
Tratamientos para pruebas de compatibilidad in vitro
Tratamiento Descripcion
Surfactante PDA + Surfactante (SPRAY AIDE® 0,3 ml.I™)
Aceite agricola PDA + Aceite mineral agricola
(COSMO OIL® 10 ml.I*})
Adherente PDA + Adherente (ECUAFIX® 0,5 ml.I"")
Ninguno PDA

3.1.4.4 Disefio y Unidad experimental

Se utiliz6 un Disefio Completamente Aleatorizado con 4 repeticiones. La unidad experimental
estuvo conformada por una caja Petri con medio de cultivo PDA, a la que se le adiciond los
respectivos tratamientos y sobre estos se sembré una porcion de cultivo de Trichoderma sp.
3.1.4.5. Procedimiento experimental

En una caja Petri se dispuso 15 ml del respectivo medio de cultivo, formado por los diferentes
tratamientos, sobre este se sembr6 un disco de 0,5 cm de diametro de cultivo de Trichoderma sp.
y se incub6 a 26°C durante 12 dfas.
3.1.4.6 Recoleccion de datos

A los 12 dias se midio el crecimiento fungico de las respectivas unidades experimentales y se
evalué el nivel de esporulacion alcanzado.
3.1.4.7 Andlisis estadistico y Técnicas de comprobacion de hipotesis

Los datos se analizaron mediante un Analisis de la Varianza y Prueba de Tukey al 0,05 de

significancia.
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3.2 Fase de Campo
3.2.1 Variables medidas

Las siguientes variables fueron medidas directamente en la plantacion cada 15 dias durante
tres meses de duracion del ensayo, de acuerdo a Falconi y Yanez (2007).
NuUmero de frutos sanos

Numero de frutos sin sintomas visibles de afectacion por monilia, los cuales se clasificaron de
la siguiente manera:
Cherelles: menores a un mes de edad.
Pepinos: de uno a tres meses de edad.
Mazorcas: mayores a tres meses de edad.
NUmero de frutos con monilia

Numero de frutos con sintomas visibles de moniliasis, los cuales se clasificaron de la siguiente
manera:
Cherelles Wilt: menores a un mes de edad.
Chirimoyos: de uno a tres meses de edad.
Mazorcas enfermas: mayores a tres meses de edad.
Incidencia de monilia (%0)

Para determinar el porcentaje de incidencia de monilia se utiliz6 la ecuacién propuesta por
Osorio (2010):

%IM= (FE/FT) X 100, donde:

%IM: Porcentaje de Incidencia de monilia.
FE: Numero de frutos enfermos.

FT: NUmero total de frutos.
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Area bajo la curva del progreso de la enfermedad

A partir de los datos tomados quincenalmente del porcentaje de incidencia de la enfermedad
Falconi y Yanez (2007), se construyé un modelo de regresion lineal. EI ABCPE se determino
mediante la integral de la funcidn porcentaje de incidencia vs. tiempo (Hernandez y Montoya,
1987).

Establecimiento y supervivencia de Trichoderma sobre las mazorcas

Se procedié a cortar cada 15 dias una mazorca al azar por tratamiento, la misma que fue
transportada al laboratorio, se cortaron al azar cinco porciones de epidermis de la mazorca, se
sembraron en medio E selectivo para Trichoderma (Anexo 1.4) y se incubaron por siete dias a 25
9C, luego de lo cual se determiné:

e El Porcentaje de establecimiento, en funcion del nimero de porciones de mazorca que
presentaron crecimiento de Trichoderma.

e La Supervivencia de Trichoderma, para lo cual se utiliz6 como medida indirecta y
referencial de su dinamica poblacional, el crecimiento radial de Trichoderma obtenido luego de
incubarlo por siete dfas a 25 °C.

3.2.2 Ubicacién del lugar de la investigacion
3.2.2.1 Ubicacién politica

Provincia: Santo Domingo de los Tséachilas.
Canton: Santo Domingo.

Parroquia: Valle Hermoso.

Sector: km. 22 via Santo Domingo- Esmeraldas.

Propiedad: Rancho San Jose.
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3.2.2.2 Ubicacion Geografica
Coordenadas planas UTM: x: y: -0,139332; -79,240439
Coordenadas geogréaficas: 00 00 02,6 S; 8529 19,50
3.2.2.3 Ubicacion Ecologica
Zona de vida: Bosque humedo tropical (Diagrama de zonas de vida de L. Holdridge).
Altitud: 600 m.s.n.m
Temperatura media: 23,6 0C
Precipitacion anual: 2980 mm.
Humedad relativa: 88 %
Heliofania media anual: 660 horas/luz/afio
Datos meteoroldgicos de la Estacion Meteoroldgica Puerto lla (2010), citados por Castro et al
(2013).
Suelos (textura): Franco-arenoso
pH: 6-6,5
Datos publicados por Alcivar (2015).
Vegetacion: Pastizales compuestos principalmente por Zaboya, cercas vivas de Pifion y
Nacedero, Especies forestales como Caraca, Leucaena, Teca, Balsa.
3.2.3 Disefo experimental
3.2.4 Descripcion de los componentes del experimento
Poblacion: Plantacion de cacao variedad CCN-51 de seis afios de edad en produccion.
Muestra: 48 arboles de cacao.
Unidad experimental: parcela de dos arboles de cacao.

Unidad muestral: parcela de dos arboles de cacao.
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3.2.5 Tratamientos a comparar

Tabla 2
Tratamientos a comparar para la fase de campo
Simbologia Descripcion
Adherente Suspensién de Trichoderma en agua (1 x 10° esporas.ml™)

+ Adherente (ECUAFIX® 0.5 ml.I'™")

Suspensién de Trichoderma en agua (1 x 10%sporas.ml™)

Surfactante + Surfactante (SPRAY AIDE® 0.3 ml.I™)

Suspensién de Trichoderma en agua (1 x 10° esporas.ml™)
Aceite agricola  + Aceite mineral agricola (COSMO OIL® 10 ml.I™)

Sin Suspension de Trichoderma en agua (1 x 10%esporas.ml™)
coadyuvantes

Quimico Tratamiento quimico convencionalmente usado por el agricultor (PHYTON® 0.60
ml.I?h

Testigo Testigo

3.2.6 Descripcion de los tratamientos

Para los tratamientos Adherente, Surfactante y Aceite agricola, a partir de la cantidad
necesaria de sustrato inoculado con Trichoderma, se procedié a preparar una suspension de
esporas en agua limpia, misma que se ajusté una concentracién de 1 x 10° esporas.ml?,
posteriormente se afiadio la cantidad recomendada de los diferentes productos, se mezcld y se
procedio a la aplicacion sobre mazorcas con ayuda de una bomba de mochila, cabe indicar que
para el tratamiento en el que se utilizé aceite agricola se afiadio el emulsificante Tritdn X45®
segun la dosis recomendada.

Para el tratamiento Sin coadyuvantes solo se aplico la suspension de Trichoderma en agua
limpia sin ningin coadyuvante, el tratamiento Quimico consistid en la aplicacion de un
tratamiento quimico usado convencionalmente por los productores de cacao (PHYTON®) y
sobre el tratamiento Testigo no se realizd ninguna aplicacion. Para todos los tratamientos se

estimé un gasto de agua de 500 ml por arbol (Solis y Suarez, 2006; EDIFARM, 2017).



3.2.7 Tipo de Disefio Experimental
Disefio completamente aleatorizado con cuatro repeticiones.
Factor: Tipo de control de M. roreri (seis niveles).
Tratamientos: seis tratamientos.

3.2.8 Repeticiones o Bloques
Cuatro repeticiones.

3.2.9 Caracteristicas de las Unidades Experimentales

NUmero de unidades experimentales: 24

Area total del ensayo: 1536 m.

Largo: 48 m.

Ancho: 32 m.

Forma del ensayo: Rectangular.

3.2.10 Croquis del disefio experimental

Figura 3 Croquis del disefio experimental
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3.2.11 Procedimiento experimental

Al inicio del ensayo se realiz6 una poda, deshierba y fertilizacion de las plantas a evaluarse. A
partir del primer dia y posteriormente cada 15 dias, se cont6 las mazorcas sanas y aquellas con
sintomas de moniliasis (fueron eliminadas). De igual manera se aplicé los diferentes tratamientos
y a partir de la segunda visita se recolectdé una mazorca al azar por tratamiento y se la transportd
al laboratorio.
3.3 Analisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando el software estadistico INFOSTAT Version libre, mediante
una prueba de Andlisis de la Varianza para los datos que cumplieron los supuestos de Normalidad
(Shapiro & Wilks, 1965) y Homocedasticidad (Levene, 1960), y un Analisis de la Varianza no
Paramétrico (Kruskall & Wallis, 1952) para los datos que no cumplieron el supuesto de
normalidad.
3.3.1 Esquema de andlisis de la varianza
3.3.1.1 Fase de laboratorio
o Pruebas de antagonismo in vitro entre el controlador biolégico Trichoderma sp. y el
hongo fitopatégeno Moniliophthora roreri.

Tabla 3

Analisis de la varianza para pruebas de
antagonismo in vitro

Fuente de Variacion Grados de
libertad

Influencia de Trichoderma 1

Error

Total 9
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o Pruebas in vitro de compatibilidad entre el controlador biologico Trichoderma sp. y
diferentes coadyuvantes comerciales para aplicaciones agricolas.
Tabla 4

Analisis de la varianza de pruebas de
compatibilidad in vitro

Fuente de Variacion Grados de
libertad

Coadyuvante adicionado al medio 3

Error 12

Total 15

3.3.1.2 Fase de campo
Los datos obtenidos en la fase de campo no cumplieron con el supuesto de normalidad, por lo
que fueron analizados con un Anélisis de la varianza no paramétrico (Kruskall Wallis) a un nivel

de significancia de 0,05.

3.3.2 Desviacién estandar

Se determin6 mediante la siguiente férmula:

DE: Desviacion estandar.

X: Valor medido.

X: Media.

n: nimero de datos.

3.3.3 Regresiones y correlaciones

Se realiz6 un andlisis de correlacion de Pearson entre las variables porcentaje de
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establecimiento de Trichoderma, supervivencia de Trichoderma e incidencia de monilia (%) para
los diferentes tratamientos.

3.3.4 Técnicas de comprobacién de hipdtesis
Se realiz6 una prueba de comparacion de medias de Tukey como prueba adicional al Analisis
de la Varianza, y prueba de comparacion de Rangos medios como prueba adicional al Analisis de

la VVarianza no Paramétrico (Kruskall Wallis), ambas con un nivel de significancia de 0,05.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Fase de Laboratorio
4.1.1 Aislamiento del hongo fitopatdégeno Moniliophthora roreri

Aplicando la metodologia descrita por Pédez & Ruales (2003) y César Falconi (comunicacion
personal, 2016), se logro aislar el hongo fitopatdgeno Moniliophthora roreri a partir de mazorcas
infectadas, las mismas que se colectaron en la etapa de la enfermedad conocida como “mancha
chocolate”, una vez aislado e identificado el hongo y siguiendo la metodologia descrita por
Leandro (2006) y Darwin Rueda (comunicacion personal, 2016), se pudo obtener cultivos
monospaéricos de M. roreri para su posterior utilizacion en pruebas de antagonismo in vitro
(Figura 3), cabe indicar la complejidad de lograr el crecimiento del hongo en condiciones de
laboratorio, coincidiendo con estudios descritos por Péez & Ruales (2003), Suarez (2006), Suarez
y Rangel (2014) y Carrera et al (2014), quienes atribuyen dicha complejidad a requerimientos
nutricionales, de temperatura, luminosidad, etc., asi como los altos indices de contaminacion por

otros microorganismos nativos de mazorcas de cacao.

Figura 4 Resultados del aislamiento del hongo fitopatégeno Moniliophthora roreri

A: Cultivo monospérico de Moniliophthora roreri

B, C: Conidias y micelio de Moniliophthora roreri vistas al microscopio (40x)
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En el proceso de aislamiento de M. roreri se aislaron ademas diferentes microorganismos que

corresponden a la micoflora de las mazorcas de cacao (Figura 4).

Figura 5 Micoflora presente en mazorcas de cacao

A: Hifa y esporangios de Phytophthora palmivora vistas
al microscopio (40x)

B: Esporas de Colletotrichum gloesporioides vistas al
microscopio (40x)

C: Micelio y esporas de Nigrospora sp. vistas al
microscopio (40x)

4.1.2 Aislamiento de Trichoderma sp. de suelos cacaoteros.

Aplicando la metodologia descrita por Rivas & Pavone (2010) y Jaffer Gutti (comunicacion
personal, 2016), se logré aislar Trichoderma sp .a partir de muestras de suelo comprendidas entre
los 10 y 20 cm de profundidad (Tabla 6), acorde a los resultados obtenidos por Moya et al
(2014), Arias y Pifieros (2008), Guerrero (2016) y Lépez (2007). Quienes manifiestan que la
posibilidad de aislamiento de Trichoderma aumenta al realizar la toma de muestras en suelos que
no han sido intervenidos con algun tipo de producto fitosanitario, dichos autores también sefialan
la gran actividad microbioldgica en los estratos superficiales del suelo, misma que disminuye a

mayor profundidad de muestreo.
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Tabla 5
Posibilidad de aislamiento de Trichoderma sp.
de suelos cacaoteros

Profundidad (cm.)

Muestreo Muestra
10 15 20

1 + +
2

1 3 + +
4
1 +
2

2 3 N
4 +
1 + +
2 +

3
3
4 + +

+: Presencia de Trichoderma sp.

Posteriormente y aplicando la metodologia descrita por Leandro (2006) y Darwin Rueda
(comunicacion personal, 2016) se logrd obtener cultivos monospdéricos del hongo Trichoderma
sp. (Figura 5). EI mismo autor coincide ademas con los resultados obtenidos en cuanto a la
capacidad de Trichoderma para colonizar diferentes tipos de sustratos, por esta razon se realizo la
multiplicacién masiva de Trichoderma sp .sobre un sustrato sélido (arroz) de acuerdo a lo

explicado por Marco Taco (comunicacion personal, 2016) (Anexo 5).
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Figura 6 Resultados del aislamiento de Trichoderma sp. de suelos cacaoteros

A: Cultivo monospdrico de Trichoderma sp.

B, C: Fidlides, micelio y esporas de Trichoderma sp. vistas al microscopio (40x)

4.1.3 Pruebas de antagonismo in vitro entre el controlador bioldgico Trichoderma sp. y el

hongo fitopatdgeno Moniliophthora roreri

Se obtuvieron diferencias significativas entre tratamientos segin el ANAVA para la Influencia
de Trichoderma sobre el crecimiento radial de monilia, las muestras de monilia sembradas en
presencia de Trichoderma presentaron menor crecimiento radial que las muestras sembradas en
ausencia de Trichoderma (Fys: 170,04; p<0,0001; Tabla 7). Los resultados concuerdan con los
obtenidos por Hoyos et al (2008), dichos resultados obedecen a un efecto antagonista de
Trichoderma por medio de micoparasitismo, competencia por espacio/nutrientes y antibiosis,
limitando por lo tanto el crecimiento del patdgeno segun lo sefialado por Infante et al (2009),

Michel (2001), Ezziyani (2004), Bernal et al (2001), Suarez (2009) y Fernandez et al (2009).
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Tabla 6
ANAVA y Prueba de Tukey al 5% para el crecimiento radial de Moniliophthora
roreri bajo la influencia de Trichoderma sp.

F.V. S.C. gl. C.M. F p D.E.
Influencia de Trichoderma 12,61 1 12,61 170,04  <0,0001 0,11
Error 0,59 8 0,07

Total 13,20 9

Influencia de Trichoderma Crecimiento radial promedio (cm.) de M. roreri + E.E
Ausencia* 3,21+ 0,17 a

Presencia* 0,96+ 0,04 b

Promedios con una letra comin no son significativamente diferentes (p>0,05)
*Ausencia: cultivo de M. roreri en ausencia de Trichoderma

Presencia: cultivo de M. roreri en presencia de Trichoderma
Al expresar los resultados en términos de porcentaje de antibiosis de Trichoderma sp. sobre
Moniliophthora roreri se determiné un 70% de antagonismo (Tabla 8), este resultado concuerda
con lo expuesto por Pérez (2017) quien determind porcentajes del 42 al 70 % de antagonismo in
vitro.
Tabla 7

Analisis estadistico de la antibiosis de Trichoderma sp. sobre
Moniliophthora roreri

D.E: 4,87 C.V: 6,99 N:5 Antibiosis promedio (%) £ E.E

69,68+ 2,18

A partir de las mediciones diarias del crecimiento radial, se obtuvo un modelo de regresién
lineal de segundo orden (Tabla 9) que permitid determinar que el crecimiento radial de
Trichoderma se diferencia del crecimiento radial de Moniliophthora roreri a los 1,9 dias, luego
de lo cual se reduce el crecimiento de Moniliophthora roreri en un 70% aproximadamente

(Tablas 7 y 8; Figura 6).



Tabla 8
Modelos de regresion lineal y pardmetros de validacion
obtenidos para el crecimiento radial de M. roreri bajo la
influencia de Trichoderma

Influencia Modelo de regresion R% p
1* 1,1E-03T°+0.18T+0.62 0,96;<0.0001
2% -0.01T%+0.14T+0.71 0,71;<0,0001

*Influencia 1: cultivo de M. roreri en ausencia de Trichoderma sp.
*Influencia 2: cultivo de M. roreri en presencia de Trichoderma sp.

3 —
3 (.‘ '. ' C. Radial =0,0011t% + 0,18t + 0,62

Cracimiento raadial (cm.)

C. Radial = -0,01t? + 0,14t +0,71

1 2 3 4 5 B r 5 =] 10 11 12
Tiempo {dias)

Ausencia® Presencia®

Figura 7 Crecimiento radial de M. roreri bajo la influencia de Trichoderma sp.

con respecto al tiempo.
*Ausencia: cultivo de M. roreri en ausencia de Trichoderma

*Presencia: cultivo de M. roreri en presencia de Trichoderma

4.1.4 Pruebas in vitro de compatibilidad entre el controlador biolégico Trichoderma sp. y

diferentes coadyuvantes comerciales para aplicaciones agricolas
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No se obtuvieron diferencias significativas entre tratamientos segin el ANAVA para el

crecimiento radial de Trichoderma sp. sobre medio PDA adicionado con los diferentes

coadyuvantes (Fs3 12: 0,85; p:0,4929; Tabla 10). Tampoco se obtuvieron diferencias significativas
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entre tratamientos segin el ANAVA No Paramétrico para el nivel de esporulacion de
Trichoderma sp. sobre medio PDA adicionado con los diferentes coadyuvantes (Hs: 0,76; p:
0,7980; Tabla 11).

Estos resultados sugieren que los coadyuvantes utilizados no afectan o modifican
significativamente el crecimiento y esporulacion de Trichoderma sp., descartdndose por lo tanto
afectaciones morfologicas o fisioldgicas graves a las células del hongo segun lo expuesto por
Corrales (1996), Ocafia (1959) y Calpouzos (1959). Falconi y Yanez (2007), mencionan que la
adicién de productos tensioactivos y surfactantes a biopesticidas bacterianos mejora la adherencia
de los mismos a la superficie de la planta, esto confirma que ciertos coadyuvantes quimicos no
limitan o afectan el desarrollo de productos de origen bioldgico.

Tabla 9

ANAVA y Prueba de Tukey al 5% para el crecimiento radial de Trichoderma sp.
sobre medio PDA adicionado con los diferentes coadyuvantes

F.V. S.C. g.l. C.M. F p D.E.
Tipo de coadyuvante 0,01 3 0,0043 0,85 0,4929 0,062
adicionado al medio PDA

Error 0,06 12 0,01

Total 0,07 15

Tipo de coadyuvante adicionado al Promedio del Crecimiento radial (cm.)
medio PDA de Trichoderma sp. £ E.E

Surfactante* 4,4740,03 a

Aceite agricola* 4,48+0,03 a

Adherente* 4,52+0,02 a

Ninguno* 4,54+0,05 a

Promedios con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)
* Adherente (ECUAFIX® 0.5 ml.I*%).

* Surfactante (SPRAY AIDE® 0.3 ml.I").

* Aceite mineral agricola (COSMO OIL® 10 ml.I™).

*Ninguno.



Tabla 10
ANAVA no paramétrico (Kruskall Wallis) al 5% para el nivel de esporulacién
de Trichoderma sp. sobre medio PDA adicionado con los diferentes

coadyuvantes
gl:3 H: 0,76 p =0,7980 D.E: 0,855
Tipo de coadyuvante adicionado Nivel de Esporulacion de Trichoderma sp.
al medio PDA

Mediana Rango promedio
Surfactante* 2,50 7,50 a
Aceite agricola* 2,50 7,50 a
Adherente* 3,00 9,13 a
Ninguno* 3,00 9,88 a

Rangos promedio con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

* Adherente (ECUAFIX® 0.5 ml.I™).

* Surfactante (SPRAY AIDE® 0.3 mLI™).

* Aceite mineral agricola (COSMO OIL® 10 mLI™).
* Ninguno.

4.2 Fase de Campo

4.2.1 Incidencia de monilia sobre mazorcas asignadas con los diferentes tratamientos

A continuacion se muestran los resultados para la incidencia de monilia sobre mazorcas de
diferentes edades.



Tabla 11
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ANAVA no parametrico (Kruskall Wallis) al 5% para la incidencia de monilia en mazorcas de diferentes edades bajo

los diferentes tratamientos

Incidencia de monilia en mazorcas (%6)

Edad
<1 mes 1 a 3 meses > 3 meses

_ gl H P D.E gl H P D.E gl H P D.E

Tratamiento 5 2142 00005 344 5 2271 00003 31,38 5 1175 00327 6425
Mediana Rango medio Mediana Rango medio Mediana Rango medio

Adherente* 87,09 91,35b 32,29 88,90 b 3,29 75,14 ab
Surfactante* 90,19 83,54 b 44,44 87,85b 4,63 84,14 abc
Aceite agricola* 25 44,76 a 0 48,56 a 1,73 70,09 a
Sin coadyuvantes* 83,33 68,48 ab 11,11 57,46 a 3,21 75,25 ab
Quimico* 75 70,15b 33,33 82,15b 571 95,95 bc
Testigo™ 95,59 91,84 b 35,09 90,62 b 6,79 106,43 ¢

Rangos promedio con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

*Adherente: Suspensién de Trichoderma en agua (1 x 10% esporas. ml™) + Adherente (ECUAFIX® 0.5 ml.I"™)
*Surfactante: Suspension de Trichoderma en agua (1 x 10 esporas. ml™) + Surfactante (SPRAY AIDE® 0.3 ml.I™")

*Aceite agricola: Suspension de Trichoderma en agua (1 x 10® esporas. ml™) + Aceite mineral agricola (COSMO OIL® 10 ml.I"%)

*Sin coadyuvantes: Suspension de Trichoderma en agua (1 x 10° esporas. mi™)

*Quimico: Tratamiento quimico convencionalmente usado por el agricultor (PHYTON® 0.60 ml.I™)

*Testigo: Testigo (ninguna aplicacidn)



Tabla 12
ANAVA no parametrico (Kruskall Wallis) al 5% para el promedio total de
incidencia de monilia en mazorcas bajo los diferentes tratamientos

Promedio total (%0)

gl H P D.E
5 22,59 0,0004 12,54
Mediana Rango medio

13,51 85,27 b

15,83 85,63 b

6,75 56,20 a

10,49 73,30 ab

14,65 91,61 bc

21,53 115¢

Rangos promedio con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

*Adherente: Suspension de Trichoderma en agua (1 x 108 esporas. ml™) +
Adherente (ECUAFIX® 0.5 mLI"™")

*Surfactante: Suspension de Trichoderma en agua (1 x 10° esporas. ml™) +
Surfactante (SPRAY AIDE® 0.3 ml.I"")

*Aceite agricola: Suspension de Trichoderma en agua (1 x 10® esporas. ml™) +
Aceite mineral agricola (COSMO OIL® 10 ml.I*%)

*Sin coadyuvantes: Suspension de Trichoderma en agua (1 x 10° esporas. ml™)
*Quimico: Tratamiento quimico convencionalmente usado por el agricultor
(PHYTON® 0.60 mLI"™")

*Testigo: Testigo (ninguna aplicacién)

4.2.1.1 Incidencia de monilia en mazorcas menores a un mes
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Se obtuvieron diferencias significativas entre tratamientos segiin el ANAVA No Paramétrico

para la incidencia de monilia en mazorcas menores a un mes (Hs:21,42; p: 0,0005; Tabla 12). Los

arboles de cacao sobre los que se aplicd el tratamiento Aceite agricola mostraron la menor

incidencia de monilia en mazorcas menores a un mes de edad (Cherelles Wilt). Falconi y Yanez

(2007), mencionan que el necrosamiento y caida prematura de frutos de cacao obedece, entre

otras cosas, a la infeccidn causada por Moniliophthora roreri y otras especies de hongos
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saprofitos, lo cual indica que Trichoderma sp. ejerce un efecto antagonista efectivo sobre dichos
hongos.

Los resultados concuerdan ademas con los obtenidos por Solis y Suarez (2006), quienes
sefialan que Trichoderma ejerce un efecto bioestimulante ademas de reducir las infecciones de
monilia en frutos en estados iniciales de desarrollo, por otra parte los mismos autores mencionan
que Trichoderma puede establecerse y sobrevivir sobre cojinetes florales, lo que se confirma en
la presente investigacion, al obtener una reduccién en la aparicion de Cherelles Wilt como
consecuencia de la accion antagonista de Trichoderma sp. al disminuir infecciones desde el
cuajamiento del fruto.

4.2.1.2 Incidencia de monilia en mazorcas de uno a tres meses

Se obtuvieron diferencias significativas entre tratamientos segin el ANAVA No Paramétrico
para la incidencia de monilia en mazorcas de uno a tres meses de edad (Hs:22,71; p: 0,0003;
Tabla 12). Los arboles de cacao sobre los que se aplicd los tratamientos Aceite agricola y Sin
coadyuvantes mostraron la menor incidencia de monilia en mazorcas de uno a tres meses de
edad, resultado que contrasta con la incidencia de monilia obtenida en mazorcas menores a un
mes, puesto que los sintomas de infecciones en etapa de cuajamiento de frutos se observan entre
45y 60 dias después segun Falconi y Yanez (2007), Solis y Suarez (2006).
4.2.1.3 Incidencia de monilia en mazorcas mayores a tres meses

Se obtuvieron diferencias significativas entre tratamientos segun el ANAVA No Paramétrico
para la incidencia de monilia en mazorcas mayores a tres meses de edad (Hs: 11,75; p=0,0327;
Tabla 12). Los arboles de cacao sobre los que se aplico el tratamiento Aceite agricola mostraron

la menor incidencia de monilia en mazorcas mayores a tres meses de edad. De acuerdo a Falconi
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(2007) citando a Bejarano (1961), las mazorcas mayores a tres meses de edad son mucho menos
susceptibles a infecciones de monilia, sin embargo, en este estadio se observan los sintomas de
infecciones en estadios tempranos de desarrollo, por lo que se evidencia la eficacia del
tratamiento en la prevencion de infecciones en etapas anteriores.
4.2.1.4 Incidencia total de monilia en mazorcas
Se obtuvieron diferencias significativas entre tratamientos segin el ANAVA No Paramétrico
para la incidencia de monilia en mazorcas de todas las edades (Hs: 22,59; p: 0,0004; Tabla 12).
Los arboles de cacao sobre los que se aplico el tratamiento Aceite agricola mostraron la menor
incidencia de monilia en mazorcas de todas las edades. Este resultado coincide con Ocafia (1959),
quien sugiere la capacidad coadyuvante del aceite agricola al mejorar la capacidad antagonista de

Trichoderma sp.en condiciones de campo (Figura 7).
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Figura 8 Incidencia total de monilia en funcion del tiempo para los diferentes
tratamientos

*Adherente: Suspension de Trichoderma en agua (1 x 10% esporas. ml™) + Adherente
(ECUAFIX® 0.5 ml.I™")
*Surfactante: Suspension de Trichoderma en agua (1 x 10° esporas. ml™) + Surfactante
(SPRAY AIDE® 0.3 mlLI")
*Aceite agricola: Suspension de Trichoderma en agua (1 x 10% esporas. mI™) + Aceite
mineral agricola (COSMO OIL® 10 ml.I"")
*Sin coadyuvantes: Suspension de Trichoderma en agua (1 x 10® esporas. ml™)
*Quimico: Tratamiento quimico convencionalmente usado por el agricultor (PHYTON®
0.60 ml.I'"

*Testigo: Testigo (ninguna aplicacién)
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4.2.2 Area bajo la curva del progreso de la enfermedad (ABCPE)

Se obtuvieron diferencias significativas entre tratamientos segin el ANAVA No Paramétrico
para el ABCPE (Hs: 22,09; p: 0,0005; Tabla 13). EI menor valor del ABCPE se obtuvo en arboles
de cacao sobre los que se aplicé el tratamiento Aceite agricola, la tendencia de los resultados
obtenidos coincide con la descripcion de Achicanoy (2000) quien menciona la utilizacion del
ABCPE como método para cuantificar epidemias y determinar diferencias entre tratamientos.

Tabla 13

ANAVA no paramétrico (Kruskall Wallis) al 5% para el area bajo la curva del progreso
de la enfermedad para los diferentes tratamientos

g.l:5 H: 22,09 p = 0,0005 D.E: 58,42
Producto aplicado para el control Area bajo la curva del progreso de la enfermedad
de monilia (% incidencia/dias)

Mediana Rango promedio
Aceite agricola* 462,61 2,50 a
Sin coadyuvantes* 657,08 6,50 ab
Adherente* 1120,63 10,50 abc
Surfactante* 1963,24 14,75 bcd
Quimico* 2114,69 18,50 cd
Testigo* 2283,96 22,25 d

Rangos promedio con una letra comudn no son significativamente diferentes (p>0,05)

*Adherente: Suspension de Trichoderma en agua (1 x 10® esporas. ml™) + Adherente (ECUAFIX® 0.5
ml.I™h

*Surfactante: Suspension de Trichoderma en agua (1 x 10% esporas. ml™) + Surfactante (SPRAY AIDE®
0.3mlLI?h

*Aceite agricola: Suspension de Trichoderma en agua (1 x 10® esporas. ml™) + Aceite mineral agricola
(COSMO OIL® 10 mL.I*)

*Sin coadyuvantes: Suspension de Trichoderma en agua (1 x 10® esporas. ml™)

*Quimico: Tratamiento quimico convencionalmente usado por el agricultor (PHYTON® 0.60 ml.I™")

*Testigo: Testigo (ninguna aplicacidn)

4.2.3 Establecimiento y Supervivencia de Trichoderma sp. sobre mazorcas de cacao
A continuacion se muestran los resultados para el establecimiento y supervivencia de

Trichoderma sp. sobre mazorcas de cacao sobre las que se aplic los distintos tratamientos.



Tabla 14
ANAVA no parametrico (Kruskall Wallis) al 5% para el porcentaje de establecimiento y supervivencia de
Trichoderma sp. sobre mazorcas de cacao bajo los diferentes tratamientos

Establecimiento de Trichoderma sobre Supervivencia de Trichoderma sobre mazorcas

mazorcas (%) (Crecimiento radial a 7 dias de incubacion en
medio E)
T . gl:3 H:1191 P=0,0034 D.E: 2,50 gl:3 H:11,12 P=0,0110 D.E: 0,0187
ratamiento Mediana Rango medio Mediana Rango medio

Adherente* 80,00 10 ab 1,58 9,50 ab
Surfactante* 60,00 5,50 a 1,06 4,13 a
Aceite agricola* 100,00 14,50 b 2,82 1450b
Sin coadyuvantes* 60,00 4,00 a 1,20 5,88a

Rangos promedio con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,05)

*Adherente: Suspension de Trichoderma en agua (1 x 108 esporas. ml™) + Adherente (ECUAFIX® 0.5 ml.I'™%)
*Surfactante: Suspension de Trichoderma en agua (1 x 10° esporas. mI™) + Surfactante (SPRAY AIDE® 0.3 ml.I"%)
*Aceite agricola: Suspension de Trichoderma en agua (1 x 10® esporas. ml™) + Aceite mineral agricola (COSMO OIL® 10 ml.I"%)

*Sin coadyuvantes: Suspension de Trichoderma en agua (1 x 10% esporas. ml™)
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4.2.3.1 Establecimiento de Trichoderma sp. sobre mazorcas de cacao
Se obtuvieron diferencias significativas entre tratamientos segun el ANAVA No Paramétrico

para el establecimiento de Trichoderma sobre mazorcas de cacao (Hs: 11,91; p: 0,0034; Tabla
14). Los arboles sobre los que se aplicd el tratamiento Aceite agricola mostraron el mayor
establecimiento de Trichoderma sobre mazorcas de cacao. Los resultados obtenidos superan el
establecimiento de Trichoderma sobre mazorcas de cacao obtenido por Solis y Suarez (2006) al
utilizar Tween 20 (0,05% v/v) como coadyuvante. Esto confirma lo expuesto por Ocafia (1959),
quien indica que el aceite agricola permite ubicar particulas de agroguimicos en los espacios
intercelulares de la epidermis de las mazorcas, en este caso se aplicd el mecanismo descrito para
las esporas de Trichoderma permitiéndoles establecerse de mejor manera al evitar pérdidas por

lavado o desecamiento (Figura 8).
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Figura 9 Establecimiento de Trichoderma sp. sobre mazorcas de cacao en
funcidn del tiempo

*Adherente: Suspensién de Trichoderma en agua (1 x 10° esporas. mI™) + Adherente
(ECUAFIX® 0.5 mLI'")

*Surfactante: Suspension de Trichoderma en agua (1 x 10° esporas. ml™) + Surfactante
(SPRAY AIDE® 0.3 mlL.I™Y)

*Aceite agricola: Suspension de Trichoderma en agua (1 x 10° esporas. ml™) + Aceite
mineral agricola (COSMO OIL® 10 ml.I*Y)

*Sin coadyuvantes: Suspension de Trichoderma en agua (1 x 10® esporas. ml™)

4.2.3.2 Supervivencia de Trichoderma sp. sobre mazorcas de cacao
Se obtuvieron diferencias significativas entre tratamientos segin el ANAVA no paramétrico

para la supervivencia de Trichoderma sobre mazorcas de cacao (Hs: 11,12; p: 0,0110; Tabla 14).
Los arboles sobre los que se aplicé el tratamiento Aceite agricola mostraron mayor supervivencia
de Trichoderma sobre mazorcas de cacao que los demas tratamientos. Esto sugiere la capacidad

del aceite agricola de posibilitar el desarrollo de Trichoderma al evitar las pérdidas de esporas en
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la superficie de las mazorcas por lavado o desecamiento, permitiendo mantener las esporas
viables durante el tiempo necesario para que estas germinen e inicien su crecimiento, se confirma
ademas que el aceite agricola a la dosis indicada no presenta toxicidad para Trichoderma (figura

9).

e Adherente*
e Surfactante™
Aceite agricola*

1 - e Sin coadyuvantes*

Crecimiento radial (cm.) obtenido a 7 dias de
incubacion
N

Tiempo (dias)

Figura 10 Supervivencia de Trichoderma sp. (crecimiento radial a 7 dias
de incubacion) sobre mazorcas de cacao en funcion del tiempo
*Adherente: Suspensién de Trichoderma en agua (1 x 10° esporas. ml?) +

Adherente (ECUAFIX® 0.5 ml.I"%)

*Surfactante: Suspensién de Trichoderma en agua (1 x 10° esporas. ml™) +
Surfactante (SPRAY AIDE® 0.3 ml.I™")

*Aceite agricola: Suspensién de Trichoderma en agua (1 x 10° esporas. ml™) +
Aceite mineral agricola (COSMO OIL® 10 ml.I™")

*Sin coadyuvantes: Suspension de Trichoderma en agua (1 x 10° esporas. ml™)
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4.2.4 Andlisis de correlacién de Pearson entre las variables evaluadas

Se obtuvo una correlacion positiva entre el establecimiento y la supervivencia de Trichoderma

sp. sobre mazorcas de cacao (Tabla 15). Una correlacién negativa entre el establecimiento de

Trichoderma sp. y la incidencia de monilia sobre mazorcas de cacao (Tabla 15). Una correlacion

negativa entre la incidencia de monilia y la supervivencia de Trichoderma sp. sobre mazorcas de

cacao (Tabla 15). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Solis y Suarez (2006)

quienes indican que el establecimiento de Trichoderma sobre mazorcas coincide con una

reduccion de la incidencia de monilia.

Tabla 15

Analisis de correlacion de Pearson al 5% entre el Porcentaje de establecimiento de Trichoderma
sp., Incidencia de monilia y Supervivencia de Trichoderma sp. sobre mazorcas de cacao

Supervivencia de Trichoderma

Establecimiento de Incidencia de sp. (Crec. radial a 7 dias de
Trichoderma sp. (%0) monilia (%) P. - .
incubacion)
Establecimiento de 0 NR%* o
Trichoderma sp. (%0) 1,00 0.06 0.81
Incidencia de monilia (%) -0.06* 1,00 -0.12*
Supervivencia de
Trichoderma sp. (Crec. radial 0.81*** -0.12 1,00

a 7 dias de incubacidn)

*, ** %% GSjgnificancia al 5, 1 y 0.01% respectivamente
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones
e Al realizar pruebas de antagonismo in vitro entre el controlador biolégico Trichoderma

sp. y el hongo fitopatdgeno Moniliophthora roreri se determind que Trichoderma sp.
ejerce un efecto antagonista frente al hongo fitopatdgeno Moniliophthora roreri,
limitando su desarrollo en un 70% aproximadamente.

e Al realizar pruebas de compatibilidad in vitro entre el controlador biol6gico Trichoderma
sp. y los coadyuvantes para aspersiones agricolas Ecuafix®, Sprayaide® y COSMO
OIL® no se encontrd una influencia o afectacion significativa de estos productos sobre el
desarrollo y esporulacion de Trichoderma sp.

e Al evaluar el efecto de los coadyuvantes para aspersiones agricolas Ecuafix®,
Sprayaide® y COSMO OIL® sobre el establecimiento, supervivencia y capacidad
antagonista de Trichoderma sp. frente a Moniliophthora roreri sobre mazorcas de cacao,
en condiciones de campo, se obtuvieron los mejores resultados al utilizar aceite agricola

COSMO OIL® (10 ml.I™h.
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5.2 Recomendaciones
e Se recomienda la aplicacién foliar de una suspension de Trichoderma en agua (1x10°
esporas.ml™) adicionada con aceite agricola COSMO OIL® (10 ml.I™") cada 15 dias, asi
como realizar las respectivas labores de poda, control de sombra, remocion de mazorcas
enfermas y fertilizacion oportunas para mantener la incidencia de monilia en alrededor del

10%.
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