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RESUMEN
En el Perq, la provincia de La Convencion considera al cacao (Theobroma cacao L.) uno de los
cultivos industriales de mayor demanda, donde, el factor fitosanitario limita su produccion. La
presencia de la pudricion parda de la mazorca de cacao, es una de las enfermedades que llega a
dafiar hasta las semillas. Por ello, la investigacion titulada “IDENTIFICACION Y CONTROL
DEL AGENTE CAUSAL DE LA PUDRICION PARDA DE LA MAZORCA DE CACAQO
(Theobroma cacao L.) CON CEPAS DE Trichoderma spp., EN LA PROVINCIA DE LA
CONVENCION - CUSCO” ha formulado como objetivo general: evaluar el control del agente
causal de la pudricién parda de la mazorca de cacao (Theobroma cacao L.) con cepas de
Trichoderma spp, en la provincia de La Convencion — Cusco. Obteniendo muestras de mazorcas
con sintomas en estudio, traidas del sector de Pan de Azucar ubicada en el distrito de Echarati. El
trabajo se realizd a nivel in vitro en el laboratorio de fitopatologia y microbiologia de la
Universidad Nacional Intercultural de Quillabamba. Como resultado se tiene que Trichoderma
harzianum tuvo mayor crecimiento micelial al cubrir la placa Petri de 90 mm de diametro en 56
horas, en cambio el fitopatogeno Phytophthora palmivora, cubrio la placa Petri en 120 horas. Se
evalud la capacidad de micoparasitismo de las cepas de Trichoderma. En conclusion, estos
resultados demuestran que el agente causal de la pudricion parda es Phytophthora palmivora y

Trichoderma viride se recomienda para el uso del control del fitopatogeno.

Palabras clave: Phytophthora, Antagonismo, Inhibicion, Micoparasitismo.
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ABSTRACT
In Peru, the province of La Convencidn considers cacao (Theobroma cacao L.) one of the most in-
demand industrial crops, where phytosanitary factors limit its production. Brown pod rot is one of
the diseases that can damage even the seeds. Therefore, the research project entitled
“IDENTIFICATION AND CONTROL OF THE CAUSAL AGENT OF BROWN POD ROT IN
CACAOQ (Theobroma cacao L.) WITH STRAINS OF Trichoderma spp., IN THE PROVINCE OF
LA CONVENCION — CUSCO” has the general objective of evaluating the control of the causal
agent of brown pod rot in cacao (Theobroma cacao L.) with strains of Trichoderma spp., in the
province of La Convenciéon — Cusco. Samples of pods with the symptoms under study were
obtained from the Pan de Azucar sector, located in the district of Echarati. The work was carried
out in vitro at the phytopathology and microbiology laboratory of the National Intercultural
University of Quillabamba. The results showed that Trichoderma harzianum exhibited the greatest
mycelial growth, covering a 90 mm diameter Petri dish in 56 hours, while the phytopathogen
Phytophthora palmivora took 120 hours to cover the same Petri dish. The mycoparasitic capacity
of the Trichoderma strains was evaluated. In conclusion, these results demonstrate that the causal
agent of brown rot is Phytophthora palmivora, and Trichoderma viride is recommended for

controlling this phytopathogen.

Keywords: Phytophthora, Antagonism, Inhibition, Mycoparasitism.
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INTRODUCCION
El cacao (Theobroma cacao L.) es una especie de la familia de las Malvaceae. Se cultiva en
aproximadamente 50 paises de Africa, América, Asia y Oceania. Los paises con la mayor
participacion en produccion de cacao son: Costa de Marfil, Ghana, Indonesia, Brasil, Ecuador,
Camerun, Nigeria, Peri, Republica Dominicana y Colombia generando una produccion de
alrededor de 5 millones de toneladas, del cual el 17.3% es aportado por Latinoamérica (FAO,
2021).
El Pert, de acuerdo al Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego para el afio 2023, produjo
117,788.40 T a nivel nacional con una superficie agricola de 192,747.40 ha; de las cuales, la region
Cusco produjo en ese mismo aio 1945.5 T. (MIDAGRI, 2024).
En la provincia de La Convencion existe cerca de 18500 hectareas de cultivo de cacao. Entre las
principales variedades se encuentran los diversos ecotipos de cacao chuncho como: Chuncho,
Comun, Achoccha, Sabalo, Sefiorita, Pamuco, Chuncho de montafa e hibridos como CCN-51,
IMC-67, VRAE-99, ICS-95, de las cuales el 70% es cacao nativo Chuncho (Rojas R. ef al 2018).
El cultivo de cacao esta cobrando un valor importante siendo un producto industrial que genera
ingresos econdmicos para los que son parte de toda la cadena productiva e industrializacion, debido
al elevado precio en el mercado internacional.
Sin embargo, las condiciones climaticas del valle convenciano son muy favorables para el
desarrollo de fitopatdgenos que afectan al cultivo de cacao, esto sumado a una falta de atencion
fitosanitaria generando perdidas de cosecha.
Entre las enfermedades que mas se registra es la escoba de bruja (Moniliophthora perniciosa),

seguida de moniliasis (Moniliophthora roreri), 1a muerte a nivel de plantones, pudricion de frutos



y semillas que genera la pudricién parda en mazorcas de cacao, los cuales podrian ser generados
por un complejo de microorganismos, siendo limitante para la produccion potencial del cultivo.
Por otro lado, los métodos de control de enfermedades estan basados en el uso de productos
quimicos como los fungicidas sistémicos o de contacto, ocasionando la perdida de la diversidad
biologica, dejando de lado la importancia del control cultural y biolégico. El uso de Trichoderma
en la agricultura es parte de un método de control fitosanitario sostenible, donde, el uso constante
podria inducir la resistencia sistémica en la planta.

Esta investigacion estd basada en el control in vitro del agente causal de la pudricion parda en la
mazorca de cacao con cepas de Trichoderma spp, en el que se realizo la identificacion del agente
causal de la enfermedad en estudio.

Este trabajo contribuye a tener referencias propias sobre la identificacion del fitopatogeno a partir
de muestras extraidas de la zona, asi como demostrar que Trichoderma ejerce control en funcion
de sus mecanismos de accidon como: la competencia por espacio y nutrientes, inhibicion y

micoparasitismo.

La autora



L. PROBLEMA OBJETO DE INVESTIGACION

1.1.  Identificacion del problema objeto de investigacion
La Organizacion Internacional del Cacao (ICCO), el afio 2017, Ecuador fue el primer productor
de cacao de América Latina y el cuarto a nivel mundial, después de Costa de Marfil, Ghana e
Indonesia. El rendimiento nacional de Ecuador es relativamente bajo (250 t/ha), como
consecuencia de problemas de hongos fitopatogenos, entre los cuales son Moniliophthora roreri'y
Phytophthora spp. M. roreri o "moniliasis" puede ocasionar pérdidas hasta del 90% de la
produccion. La "pudricion parda" o "mazorca negra" es otra enfermedad que limita la
productividad del cacao causando perdidas hasta el 30%, convirtiendo una de las principales
amenazas para la produccion de cacao en el mundo (Anzules et al, 2022).
En Pert en la region San Martin se considera enfermedades con mayor incidencia en parcelas
productoras de cacao a Phytophthora spp, Lasiodioplodia theobromae, Moniliophthora roreri,
(Faustino, 2022). Existe un alto indice de presencia de insectos como hongos que generan perdias
de cosechas (Parco et al, 2022).
En la provincia de La Convencion se tiene la pudriciéon parda que dafia fruto y semilla. Su
proliferacion se optimiza en épocas himedas. A falta de la aplicacion de un control, las cosechas
se ven afectadas por las semillas enfermas disminuyendo la calidad del producto.
Existen microorganismos asociados a los sintomas observados de la pudricion parda de la mazorca
de cacao, por la gran diversidad bioldgica del medio ambiente. Al determinar el agente causal, nos
dio una correcta investigacion.
A pesar que se conoce los beneficios de Trichoderma sp como control bioldgico existe escaso uso
en campo como parte de un manejo integrado del cultivo.

Por lo tanto, se formulan los problemas de investigacion.



1.2. Formulaciéon del problema
1.2.1. Problema general
[ Sera posible el control del agente causal de la pudricion parda de la mazorca de cacao (Theobroma
cacao L.) con cepas de Trichoderma spp, en la provincia de La Convencion — Cusco?
1.2.2. Problemas especificos

e ;Cual es el agente causal de la pudricion parda de la mazorca de cacao (Theobroma cacao
L.) en la provincia de La Convencion — Cusco?

e ;Cuanto sera la velocidad de crecimiento de cepas de Trichoderma spp y del agente causal
de la pudricion parda de la mazorca de cacao (Theobroma cacao L) en la provincia de La
Convencion — Cusco?

e ;Cuadles el porcentaje de inhibicion del crecimiento del agente causal de la pudricion parda
de la mazorca de cacao (Theobroma cacao L) por efecto de las cepas de Trichoderma spp
en la provincia de La Convencion — Cusco?

e Se mostrard la capacidad de Micoparasitismo sobre el agente causal de la pudricion parda
de la mazorca de cacao (Theobroma cacao L) por las cepas de Trichoderma spp en la

provincia de La Convencion — Cusco?



IL. OBJETIVOS Y JUSTIFICACION
2.1.  Objetivos
2.1.1. Objetivo general
Evaluar el control del agente causal de la pudricién parda de la mazorca de cacao (Theobroma
cacao L.) con cepas de Trichoderma spp, en la provincia de La Convencion - Cusco

2.1.2. Objetivos especificos

Identificar el agente causal de la pudricion parda de la mazorca de cacao (Theobroma cacao
L.) en la provincia de La Convencion - Cusco.

e Evaluar la velocidad de crecimiento de cepas de Trichoderma spp y del agente causal de
la pudricion parda de la mazorca de cacao (Theobroma cacao L) en la provincia de La
Convencion — Cusco

e Evaluar el porcentaje de inhibicion del crecimiento del agente causal de la pudricion parda
de la mazorca de cacao (Theobroma cacao L) por efecto de las cepas de Trichoderma spp.
en la provincia de La Convencion — Cusco

e Mostrar la capacidad de micoparasitismo sobre el agente causal de la pudricion parda de la
mazorca de cacao (Theobroma cacao L) por las cepas de Trichoderma spp en la provincia
de La Convencién — Cusco

2.2.  Justificacion
La necesidad de conocer al agente causal de la pudricion parda de la mazorca de cacao, mediante
la identificacion microscéopica y a nivel de especie. Permite tener un aporte de investigacion propia
en la provincia de La Convencion, en ausencia de antecedentes hechas en esta zona. Siendo una
base de datos para la sociedad académica en beneficio de los agricultores. El uso de Tichoderma

como parte de este trabajo, ayuda a verificar el control que ejerce frente a fitopatogenos.



Econémico: La agricultura en la provincia de La Convencion es una ocupacion que muchas veces
no resulta rentable para quienes lo practican, esto debido a un mal manejo del cultivo. Uno de los
pormenores para una baja produccion, es la incidencia de Phythoptora sp por lo que en
consecuencia genera bajos ingresos economicos en los agricultores. En tal sentido, el presente
estudio propone la identificacion especifica de la especie Phythoptora sp ello debido a que existe
una confusion sintomatoldgica. Muchas veces se puede confundir con el marchitamiento de
Cherelle o la moniliasis en sus primeras etapas de infeccion. (Vanegtern et al., 2015). El uso de
cepas de Trichoderma como agente de control, permite mantener los niveles de costo de
produccion del cacao, considerando que su adquisicion no es costosa.

Social: el uso de Trichoderma sp, es una medida razonable como un método de control que se
emplean para la pudricion parda de la mazorca de cacao. Garantizando la rentabilidad del cultivo
al mantener el costo de produccion permitiendo brindar bienestar a las familias productoras;
cubriendo las necesidades sociales como educacion, salud, vivienda y una buena calidad de vida.
Ambiental: el empleo de hongos antagonistas como 7Trichoderma spp pertenece al control
bioldgico contribuyendo a un manejo sostenible, amigable y conservando la diversidad del medio

ambiente; a diferencia de la aplicacion de productos quimicos.



II. HIPOTESIS
3.1.  Hipdtesis general
Las cepas de Trichoderma spp controlaran al agente causal de la pudricion parda de la mazorca de
cacao (Theobroma cacao L.), en la provincia de La Convencién - Cusco
3.2.  Hipdtesis especifica
e Elagente causal de la pudricidon parda de la mazorca de cacao (Theobroma cacao L.) es la
Phytopthora palmivora en la provincia de La Convencion - Cusco
e La velocidad de crecimiento de cepas de Trichoderma spp sera superior al agente causal
de la pudricion parda de la mazorca de cacao (Theobroma cacao L) en la provincia de La
Convencion — Cusco
e Las cepas de Trichoderma spp inhibirdn el porcentaje de crecimiento del agente causal de
la pudricion parda de la mazorca de cacao (Theobroma cacao L) en la provincia de La
Convencion — Cusco
e Al menos una cepa de Trichoderma spp mostrara capacidad de micoparasitismo sobre el
agente causal de la pudricion parda de la mazorca de cacao (Theobroma cacao L) en la

provincia de La Convencion — Cusco



IV. MARCO TEORICO
4.1. Antecedentes

En el estudio cuyo titulo es «Evaluacion de diferentes cepas de Trichoderma spp. para el control
de Phytophthora palmivora en el cultivo de Theobroma cacao L. bajo condiciones de laboratorio
en el estado Miranda». Este trabajo se realizo en el Laboratorio de Fitopatologia del Instituto
Nacional de Investigaciones Agricolas del estado Miranda, Venezuela. El objetivo fue evaluar la
efectividad de Trichoderma spp aisladas de compost para el control de Phytophthora palmivora
en condiciones de in vitro. Se han realizado 7 compostas para capturar cepas de Trichoderma y
otros organismos, después de ello, se realiz6 el control in vitro con cepas de Trichoderma spp y
otros organismos sobre Phytophthora palmivora. La confrontacion se realizd con 7 cepas de
microorganismos respecto a P. palmivora y queda de la siguiente manera: Longibrachiatum C1,
Pachybasium C3, Trichoderma C9, Hypocreanum C10 Longibrachiatum C17, Pachybasium C18
y Trichoderma C25 contra P. palmivora. A nivel de resultados, se ha comprobado que la
efectividad de control de las diferentes cepas de Trichoderma spp. sobre Phytophthora palmivora
(Hernandez et al., 2012).

El estudio «Seleccion e identificacion de microorganismos nativos del suelo de cacao (Theobroma
cacao L.) con potencial antagénico contra Phytophthora sp. a nivel in vitro de la hacienda “La
Dolorosa”, provincia de Esmeraldas» ubicado en Ecuador, tiene como objetivo evaluar la
capacidad antagdnica en condiciones in vitro de microorganismos nativos de la rizosfera de cacao
sobre Phytophthora palmivora aislada e identificada mediante morfologia macro y microscopica.
Se logré obtener 10 microorganismos con potencial biocontrolador entre los géneros Bacillus y
Trichoderma. Al realizar la prueba de cultivo dual, el mejor resultado a nivel de porcentaje de

inhibicion de crecimiento (PIRC), lo mostraron los aislados de 7. harzianum, T. asperellum y B



subtilis. La PIRC se vio involucrado con los mecanismos de antibiosis y competencia por espacio
y nutrientes (Vélez, 2021).

En la investigacion titulada «Evaluacion del potencial antagonico de microorganismos benéficos
frente a dos patdgenos aislados de cultivos de cacao (Theobroma cacao L.) en condiciones in
vitroy, Los ensayos se realizaron en el laboratorio de microbiologia de la Universidad de
Cundinamarca sede Fusagasuga, Colombia. El objetivo fue evaluar el efecto antagénico de cepas
de Trichoderma sp.y Clonostachys sp. frente a Moniliophthora roreri y Phytophthora sp. En la
metodologia se empled el disefio completamente al azar y se propuso seis tratamientos con 2
factores de 2x3 (Moniliophthora roreri y Phytophthora sp X dos cepas de Trichoderma sp
(Tocaima y Viota), y una Clonostachys sp) por cinco repeticiones. A nivel de resultados, el
porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (PICR) del 7Trichoderma sp. del aislamiento Viota
contra el patogeno Phytophthora sp fue el que mayor porcentaje de inhibicion mostr6é con 46% y
un 95% contra Moniliophthora roreri. En es sentido, las cepas de Trichoderma son potenciales
para controlar (Lopez & Vega, 2022).

En el estudio titulado «Control biologico de la mazorca negra (Phytophthora Palmivora L.) en el
cultivo del cacao (Theobroma cacao L.)» investigacion realizada en la provincia de Guayas,
Ecuador. Tuvo como objetivo determinar el mejor mecanismo de manejo fitosanitario del cultivo
de cacao. El disefio empleado fue el disefio de bloques completos al azar de 7 tratamientos y 3
repeticiones. La unidad experimental estuvo distribuida en parcelas de 50 m?. Los tratamientos se
compusieron de la siguiente manera: Bacillus sp., Trichoderma sp., extracto de algas, inductores
de resistencia (fosfito de potasio) y fertilizante foliar a base de macro y micronutrientes. A nivel

de resultados, se observo que el tratamiento con (Bacillus sp.+ extracto de algas+ fosfito de potasio



+ abono foliar) tuvo la mayor produccion en kilos cosechados de cacao con una densidad de
siembra de 1200 plantas/ha (Guaman et al., 2022).

La investigacion realizada en Peru titulada «Evaluacion in vitro del potencial de biocontrol con
cepas de (Trichoderma spp.) sobre (Moniliophthora roreri) del cacao (Theobroma cacao L.) La
Convencion-Cusco», cuyo objetivo general fue Evaluar el potencial de biocontrol in vitro con
cepas de Trichoderma sp sobre Moniliophthora roreri del cacao del distrito de Echarate- La
Convencion-Cusco. La investigacion se desarrolld a nivel in vitro y se empled un disefo
experimental completamente al azar con 10 tratamientos y 7 repeticiones. Se realizd la
identificacién macro y microscopicamente de nueve cepas del hongo Trichoderma spp. Todos los
Trichoderma spp tuvieron un crecimiento micelial superior a Moniliophthora roreri. Los aislados
nativos Th-7 y Th-4 con 51.07%, y 48.57% respectivamente mostraron una alta capacidad de
antagonismo, mediante la competencia por espacio, micoparasitismo e inhibicion del crecimiento
del patogeno de Moniliophthora roreri. Todas las cepas de Trichoderma presentaron un PICR
superior al 20%., lo cual demuestra una inhibicion potencial de biocontrol y agentes antagdnicos
eficientes conta el fitopatdgeno (Huamani, 2023).

4.2.  Bases teodricas
4.2.1. Cultivo de cacao

El cacao es una especie nativa de América del Sur especialmente de climas tropicales himedos,
su fruto es una baya o mazorca de forma ovoidea, y aguda hacia el 4pice, de 25 a 30 cm de largo
y de 10 a 15 cm de grosor, con un pedinculo recio y recto, epicarpio grueso, sub lefioso; semillas
ovoides y pardas en estado seco; la almendra mide dos cm de largo y de sabor muy amargo

(Sanchez, 2017).
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4.2.2. Origen y distribucion geogrdfica del cacao
El arbol de cacao se adapta en bosques tropicales humedos, por lo que America del Sur presenta
una amplia diversidad genetica dentro del genero Theobroma. Este género pertenece a la familia
Malvaceae, comprendiendo 22 especies; 19 de ellas en América del Sur, 13 en la cuenca del
Orinoco-Amazonas, de las cuales 10 son exclusivas de esta area (Leal et al., 2000).
A pesar de que su origen exacto no es del todo claro, dando lugar a diversas teorias, muchos autores
coinciden que el centro de origen parece situarse al noreste de América del Sur, en la zona alta
amazoénica (Pérez et al, 2021).
Ademés, el origen del cacao, y en donde se encuentra mayor diversidad, es la zona del Alto
Amazonas, en la frontera cercana a Perti, Ecuador, Colombia y Brasil. Considerando una nueva
clasificacion del cacao distribuidos en 10 grupos principales: Maraiion, Curaray, Criollo, Iquitos,
Nanay, Contamana, Amelonado, Puruas, Nacional y Guayana. Reflejando una mayor precision de
la diversidad genética (Motamayor et al, 2008; Thomas et a/, 2012).
Figura 1. Listado de grupos genéticos de cacao y su distribucion geografica en

Ameérica.

Fuente: (Motomayor et al, 2008).
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4.2.3. Taxonomia del cacao
Segun Cronquist (1993) la taxonomia del cacao se clasifica en:
Reino: Vegetal

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida
Orden: Malvales.
Familia: Malvaceae
Tribu: Theobromeae
Género: Theobroma
Especie: Theobroma cacao L.

4.2.4. Descripcion Botdanica
El cacao posee un sistema radicular pivotante de semillas, formandose hasta 2 m de profundidad,
mientras que las plantas que provienen de esquejes tienen raices fasciculadas, formandose
horizontalmente alrededor del tronco de la planta a una intensidad de 20 a 25 cm. Consta de raices
mayores y secundarias en las que se forman pelos absorbentes, ubicados de 0 a 5 cm de
profundidad dentro del suelo (Montaleza, 2020).
La planta de cacao tiene dos formas de tallos: los que crecen instantanea y verticalmente
denominados ortotropicos que provienen de plantas de semilla y los florales que pueden ser
producidos por medio de injertos que se desarrollan horizontal y lateralmente denominados
plagiotropicos. La corteza del tallo es oscura (gris-marrdn), puede alcanzar entre 1 - 2 m 5 de altura
auna edad de 1 a por lo menos un afno y medio, donde sus yemas apicales se adelantan para iniciar

la formacion de tres a cinco ramas laterales que pueden ser referidas como horquillas o verticilos

(Montes, 2016).
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Las hojas del cacao son perennes, alternas formando hileras una en cada cara de la rama, enormes
con una longitud de 20 - 35 cm y 4 - 15 cm de ancho, de forma lanceolada a ovalada, de tipos
faciles de color inexperto oscuro en el haz y un tono mas claro en el envés que sostienen de un
peciolo cada una de ellas (Barros, 2014).

Las flores estan conformadas en cojinetes florales que puede contener de 1 a 40 flores que una vez
abiertas tienen como maximo 48 horas de viabilidad para ser polinizadas por medio de insectos o
manualmente. Las flores no poseen olor, son hermafroditas que nacen a la vez del tallo principal
y de las ramas laterales, es decir, pueden ser caulifloras, cuando las situaciones de humedad y
temperatura son Optimas puede haber floracion todo el afio, la vida vegetal puede alcanzar un
promedio de uno a dos centimetros de didmetro sostenido por un pedicelo de uno a tres
centimetros, tiene cinco pétalos y sépalos de color blanco o purpura dependiendo de la especie
(Leiva et al 2019).

El fruto o mazorca del cacao es una drupa grande, de forma, tamafio y color variable. La pared del
fruto es generalmente gruesa y dura (a veces suave y de consistencia como de cuero), presentan
surcos profundos y superficiales, tiene aproximadamente 25 centimetros de largo, 8 a 10
centimetros de didmetro y pesa 300 - 400 gramos. La cascara carnosa de 2 centimetros de grosor
cubre la pulpa gelatinosa y agridulce con alto contenido de azlicar. La semilla (almendra o grano)
estd rodeada de una pulpa blanca, jugosa, cremosa y azucarada, denominada mucilago, que se
organiza en 5 hileras o surcos dentro de la mazorca que contienen entre 20 y 40 almendras (Benito,

2010).
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4.2.5. Phytophthora palmivora
El género de Phytophthora sp. se encuentran clasificadas taxondmicamente de este modo:
Reino: Chromista

Division: Oomycota
Subdivision: Mastigomicotina
Clase: Phycomycetes
Subclase: Oomycetes
Orden: Peronosporales
Familia: Pythiaceae
Género: Phytophthora (Orellana 2022).

4.2.6. Morfologia.
Estos microorganismos morfoldgicamente presentan hifas multinucleadas y de micelio cenocitico,
el nucleo celular es tipicamente diploide y mitocondrias tubulares, la pared celular se compone
principalmente de celulosa y glucanos B-1,3 y B-1,6 y no de quitina; como tipicamente se encuentra
en los hongos, reino en el que previamente se encontraban clasificados. Muchas especies producen
esporas acudticas moviles (zoosporas) carentes de pared celular, biflageladas contenidas en
estructuras llamadas esporangios y estructuras de resistencia llamadas clamidosporas (Clavaud et

al., 2009).

14



Figura 2. Morfologia de Phytophthora palmivora.

Nota: tomado de (Perrine, 2020). (A) Esporangio papilado, (B) clamidospora terminal con una
extension nueva de hifas, (C) clamidospora intercalar (D-F ) liberacion de zoosporas en un lapso
de 1 minuto de un esporangio (asteriscos negros), (G) zoosporas atrapadas, (H) quistes atrapados
que germinan en el interior de un esporangio, (I) quiste en germinacion en un portaobjetos de
vidrio, (J) ramificacion simpodial del esporangidéforo con esporangios papilados pintados con azul
de lactofenol, (K) zoosporas en el interior de esporangios y clamidosporas. (L-N) tipos de colonias
estrelladas/estriadas a radiantes.
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4.2.7. Ciclo bioldgico

El ciclo de vida de Phytophthora puede involucrar hasta tres formas de esporas asexuales:
esporangios, zoosporas y clamidosporas, ademas de las oosporas, la forma de esporas sexuales, el
micelio vegetativo es diploide, cenocitico y, sin septos. Phytophthora en condiciones adecuadas
se reproducird asexualmente por medio de esporangios, que pueden germinar directamente o
diferenciarse para producir entre 8 a 32 zoosporas, cada una de las cuales pasa a través de un ciclo
de dispersion y enquistamiento antes de germinar (Randy, 2016)

La reproduccion sexual genera la produccion de oosporas, sin embargo, todos los tipos de esporas
son potencialmente infecciosas, asi mismo, las clamidosporas y oosporas también cumplen una
funcidén como estructuras de hibernacion o de resistencia, algunas especies, también se dispersan
por via aérea, principalmente como esporangios caducos (caducifolios) que tienen la capacidad de
diseminarse al interior del cultivo (Adeniyi, 2019).

Los oomycetes se reproducen sexualmente mediante la produccion de oosporas a partir de eventos
de fusioén que involucran estructuras como: oogonio (femenino) y anteridio (masculino). En las
especies heterotalicas, la gametangia se producen solo en presencia de ambos tipos de
apareamiento (A1l y A2) debido al hecho de que un regulador de crecimiento producido por un talo
estimula al otro (plasmogamia), finalmente, la meiosis ocurre en el anteridio y en el oogonio, un
tubo de fertilizacion del anteridio rompe la pared oogonial y deposita el protoplasma anteridial, la
unica oospora que se forma dentro del oogonio es globosa y se caracteriza por desarrollar una

pared interna gruesa (Surujdeo ef al., 2016)
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Figura 3. Ciclo sexual y asexual de Phytophthora palmivora.

Fuente: INTAGRI (2015).
4.2.8. Sintomatologia

La Phytophthora spp es una de las enfermedades mas devastadoras del cultivo de cacao ya que
tiene un efecto directo en los frutos. Puede ocasionar pérdidas que van desde el 10% hasta el 100%,
ello va depender de las condiciones climaticas, la especie y el lugar (Mucherino et al., 2021).
En el punto de infeccion, aparece una mancha pequeia de color marrén. La infeccion puede iniciar
en los extremos del fruto y coloniza de manera répida por la superficie exterior del fruto y cubre
la vaina por completo en pocos dias. Las areas infectadas cambian si las condiciones son favorables
de marrén a negro y luego aparecen los esporangios de color blanco. A medida que los sintomas

visibles progresan, el patdgeno ingresa dentro de la mazorca y destruye los granos de cacao. a
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medida que pasan los dias, las mazorcas de cacao se secan y se momifican por completo.

(Vanegtern et al., 2015).

Figura 4. Sintomas por infeccion de Phytophthora palmivora en frutos y tallos de cacao.

Nota: tomado de Puig et al. (2021). Lesiones necrosadas pueden tener origen en el pedunculo (A,
B) o la infeccién puede suceder en puntos no contiguos al arbol (C). En areas agricolas con mayor
incidencia de la enfermedad, el dafio puede desarrollarse en multiples lugares del fruto (D, E). P.
palmivora también ocasiona cancros en tallos (F).
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4.2.9. Trichoderma spp.
Se encuentra descrito taxondmicamente de la siguiente mamera:
Reino: Fungi
Filo: Ascomycota
Clase: Sordariomycetes
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Género: Trichoderma

Especies: T. harzianum, T. Viride, entre otros. (Camilo & Correa, 2017)
Trichoderma es un género de hongos ascomicetos cosmopolita y oportunista. Algunas especies
son de mucho interés para la agricultura (Woo et al., 2023). Trichoderma se emplea de manera
principal para controlar enfermedades transmitidos mediante el suelo y algunas enfermedades de
paniculas y hojas de diversas plantas. Al mismo tiempo, aparte de controlar enfermedades,
promueve el crecimiento y la asimilacion de nutrientes. En tal sentido, Trichoderma spp. es un
agente de biocontrol seguro, eficaz, econdmico y ecologico para diferentes especies de cultivos
agricolas (Yao et al., 2023). Para controlar enfermedades, el Trichoderma emplea mecanismos
como el antagonismo y la competencia directos en la rizosfera del suelo. Coloniza las raices como
también de manera endofita (Woo et al., 2023).
Las cepas de Trichoderma se pueden identificar por caracteristicas morfoldgicas por ejemplo: el
pigmento colonial es de color verde brillante, crecen rapido y estdn ramificadas (Zin & Badaluddin,
2020).
En la actualidad, se han realizado estudios en su caracterizacion molecular el cual ha permitido

identificar especies como: 7. virens, T. atroviride, T. reesei, T. gamsii, T. aggressivum, T.
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citrinoviride , T. asperellum , T. ghanense, T. harzianum, T. hamatum, T. koningii, T. virens, T.
longibrachiatum, T. pseudokoningii, T. polysporum, T. atroviride, T. tomentosum, Trichoderma
reesei, T. espirale, T. viridescens, T. koningii, T. viride y T. koningiopsis que fueron encontrados
en diferentes ecosistemas: suelos de bosque, areas cultivadas, jardines, compostados, grano de
cereales, madera deteriorada de diversas regiones a nivel mundial, incluye ambientes marinos
(Guzmén et al., 2023).

En sintesis, el uso de Trichoderma spp como agentes de biocontrol y sus metabolitos secundarios
son enfoques potenciales y actuales para combatir hongos fitopatogenos (Khan et al., 2020) y
biofertilizante para las plantas (Sharma et al., 2019).

4.2.10. Trichoderma harzianum

El Trichoderma harzianum se utiliza para el manejo bioldgico de patdgenos nocivos transmitidos
por las semillas y el suelo (Fraceto et al., 2018). Su distribucion es en todo el mundo y produce
esporas verdosas aun en condiciones adversas. Una vez que se establece en el huésped, puede
degradar sustratos y desarrollarse rapidamente o utilizar suministro de alimento de patdogenos al
cual se le denomina competencia por los nutrientes (Pani et al., 2021). El hongo filamentoso
Trichoderma harzianum, produce diversas enzimas que degradan la pared celular de diversos
patdégenos como la quitinasa, glucanasa, proteasa y otras proteinas extracelulares (Xiao et al.,
2023). Asimismo, los compuestos organicos de 7. harzianum pueden emplearse como fungicida,

antibacteriano, antineoplasico e incluso herbicida en la salud y la agricultura (Guo ef al., 2022).
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Figura 5. Rasgos de Trichoderma harzianum.

Nota: tomado de (Sanchez ef al., 2021). A) Fialides en forma de botella. B) Conidios subglobosos
a ligeramente oblongos.

4.2.11. Trichoderma viride
T. viride crece de manera Optimo a 25 °C. Se puede aislar de suelos y materia orgénica. Algunas
cepas emanan un olor leve a coco y se puede observar conidias a los 2 dias. Es un agente biocontrol
por su capacidad de micoparasitismo. Asimismo, al segregar este hongo la enzima quitinasa, puede
degradar la quitina de insectos que podrian causar enfermedades en plantas. El mecanismo de
biocontrol son las siguientes: Parasitismo, competencia(Guzman et al., 2023) y metabolitos
secundarios (Khan et al., 2020).

Figura 6. Rasgos de Trichoderma viride.

Nota: tomado de (Mukhopadhyay & Kumar, 2020). Fialides se presentan en pares o en grupos de
tres. Las conidias tienen forma globosa a elipsoidal, usualmente, la coloracion es verdeazulada a
verde oscuro.
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4.2.12. Trichoderma lignorum
T. lignorum en investigaciones recientes ha mostrado actividad antimicrobiana moderada contra
Bacillus subtilis, Mycobacterium smegmatis y Pseudomonas aeruginosa (Li et al., 2019).
T. lignorum protege plantas de citricos del patogeno Rhizoctonia solani mediante el mecanismo el
micoparasitismo necrotrofico (Tyskiewicz et al., 2022).
Asimismo, este hongo en conujnto con B. bassiana eseficaz para controlar poblaciones de
hormigas cortadoras de hojas (Atta cephalotes) (Guzman et al., 2023).

4.2.13. Mecanismos de accion Trichoderma spp
Hasta donde se conoce, los mecanismos de biocontrol involucra a micoparasitismo, competencia,
antibiosis, enzimas, resistencia inducida y metabolitos secundarios (Prajapati et al., 2020;
Gangwar & Singh, 2018).

Micoparasitismo
El hongo Trichoderma se consideran como micoparasitos necrotroficos Es decir, es un hongo que
parasita otro hongo (Mukherjee et al., 2022; Tyskiewicz et al., 2022).
Este mecanismo inhibe el crecimiento micelial de hongos patogenos mediante la actividad
micoparasitaria, cuando matan a sus presas, se proporcionan de nutrientes (Guzman et al., 2023;
Mukhopadhyay & Kumar, 2020).
El mismo consiste en una secuencia de pasos que abarca una etapa de localizacion del hospedante
y crecimiento quimiotropico hacia el mismo; adhesion y posterior enrollamiento de las hifas y
penetracion, en la que se diferencian estructuras especializadas tales como apresorios (Ezziyyani

et al., 2004; Harman et al., 2004)
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Antibiosis
Es un proceso donde implica produccion y excrecion de metabolitos secundarios denominados
antibidticos con funcidn citotdxica que inhibe el crecimiento de microorganismos fitopatdgenos
(Flores et al., 2023).
Los metabolitos o enzimas secretadas por Trichoderma inhiben la germinacion del patégeno. La
diversa comunidad de Trichoderma, son una fabrica de metabolitos secundarios, hasta la
actualidad, se lograron encontrar a mas de 180 diferentes tipos de compuestos (Guzman et al.,
2023; Mukhopadhyay & Kumar, 2020)..

Competencia
En este aspecto, los bioagentes entran en competencia con los patdgenos por nutrientes y espacio;
por tanto, generan un efecto nocivo sobre otros hongos (Mukhopadhyay & Kumar, 2020). Las
especies de Trichoderma tienen la capacidad de crecer rapido y colonizar los mejores espacios de
la rizosfera; de esta manera, restringen el desarrollo de los microorganismos fitopatdégenos y
ayudan a crecer a las plantas (Flores et al., 2023).

4.2.14. Postulados de Koch
Los postulados de Koch, establecido por Robert Koch, se postuld por primera vez para establecer
la etiologia de la tuberculosis. Desde ese entonces, se generaliz6 para todo tipo de enfermedades,
cuyo protocolo rige de la siguiente manera (Escalante & Samper, 2023):
1). El agente causal debe estar presente en cada caso de enfermedad en condiciones apropiadas y
ausente en plantas sanas.
i1). El patdgeno no debe aparecer en otra enfermedad de forma aleatoria o saprofita.

ii1). El agente causal debe ser aislado del 6rgano vegetal en un cultivo puro.
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iv). El patdégeno debe ser aislado de nuevo de las lesiones producidas en las plantas de
experimentacion.
4.3. Marco conceptual
4.3.1. Control de enfermedades del cacao por métodos biologicos.

El control biologico de enfermedades en cacao es una alternativa que desde los tltimo quince afios
ha venido tomado auge. Algunos géneros de hongos y bacterias han sido investigados, a nivel in
vitro e in vivo, con la finalidad de encontrar una herramienta efectiva para disminuir los indices
de las principales enfermedades del cultivo. Las enfermedades que han recibido mayor atencion
en la busqueda de organismos biocontroladores son: Escoba de bruja, Monilia y Mazorca negra o
pudricién parda. Se tiene como principales antagonistas investigados pertenecen al género
Clonostachys spp o Trichoderma spp. Estudios llevados demuestran resultados variables por
condiciones propias de cada investigacion (Guerrero, ef al 2020)

Sin embargo, la eficacia del control dependerd de la biologia de los agentes fitopatdgenos a
controlar. En primer lugar, los hongos fitopatdgenos como Moniliophthora roreri y
Moniliophthora perniciosa tienen paredes celulares constituidas principalmente por quitina,
mientras que el oomiceto Phytophthora spp tiene paredes celulares constituidas principalmente
por celulosa. Asi, para un control simultaneo, los agentes de control bioldgico deben ser capaces
de metabolizar tanto la quitina como la celulosa. En segundo lugar, Moniliophthora spp exhibe
una fase biotrofica en la que germinan, después de llegar a la superficie de la mazorca de cacao, y
posteriormente penetran el tejido hospedante. La fase biotrofica es seguida por una fase
necrotrofica dentro de las escobas y/o mazorcas durante la cual estas se destruyen desde adentro
hacia afuera. Contrariamente Phytophthora spp., después de la entrada estomatica o la penetracion

directa, comienzan directamente a necrosar los tejidos de la mazorca y la destruyen desde el
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exterior hacia el interior. Ademas, al infectar los tejidos del cacao, desencadenan respuestas
moleculares asociadas con el estrés y la defensa de las plantas (Vera et al, 2018)
En la actualidad, la mayoria de las publicaciones sobre el control biologico de las enfermedades
de cacao estan dirigidas hacia la bisqueda de hongos o bacterias endofiticas con la capacidad de
colonizar los tejidos de las plantas para protegerlos de la posterior colonizacion de los
fitopatdgenos (Guerrero, et al 2020)

4.3.2. Factores climdticos en el desarrollo de Phytophthora palmivora
La enfermedad por Phytophthora palmivora se encuentra adaptada en condiciones geograficas de
alta humedad relativa, cuyo potencial de dafio se intensifican en épocas de alta precipitacion;
siendo consideradas estas variables como la de mayor importancia en la diseminacion de la
enfermedad (Rodriguez ef al 2015).
Existe una correlacion positiva en zonas con alta humedad relativa y una baja temperatura, lo que
favorece la presencia la pudricion en la mazorca de cacao (Ramirez et al, 2020).
Lessa et al. (2020) indica que una humedad relativa mayor del del 95% y una temperatura
promedio entre 18 a 20°C son condiciones propicias en el desarrollo de la enfermedad (Lessa et
al, 2020)
La precipitacion considerada como un variable importante en el desarrollo y la dispersion de la
pudricion en la mazorca de cacao, debido a la presencia de agua libre que favorece la esporulacion,
liberacion y diseminacion de los zoosporos; siendo estos los principales propagulos infectivos que
son movilizados por el agua, disemindndoles facilmente por el salpique de la gota de lluvia

afectando los tejidos vegetativos como frutos y tallos en las plantas de cacao (Ramirez et al., 2020)

25



4.3.3. Agente causal
Organismo vivo que posee la capacidad de poder producir una enfermedad en un organismo vivo
(Pefia & Paez, 2015).

4.3.4. Micoparasitismo
Es la eliminacion de hongos fitopatogenos mediante la supresion, el cual consiste en el ataque a
las células o estructuras del patégeno (Abdullah et al., 2021). Es decir, es un hongo que parasita
otro hongo (Mukherjee ef al., 2022) donde envuelve, penetra y destruye la estructura del patégeno
(Magalhdes & Pfenning, 2022).

4.3.5. Cepas
Es un grupo de microorganismos que son de la misma especie que comparten ciertas caracteristicas
genéticas, pero no se encuentra en otros miembros de la misma especie. Los microorganismos
como virus, bacterias y hongos tienen muchas cepas dentro de la misma especie, y diferentes cepas
de un organismo pueden tener diferentes propiedades biologicas, incluida la capacidad de causar
enfermedades mas graves. También llamado sistema bioldgico (INC, 2024).

4.3.6. Invitro
El cultivo in vitro es una técnica que consiste en aislar tejidos o microorganismos en condiciones
asépticas a un medio con composicion quimica adecuada para el desarrollo del organismo vivo en
condiciones controladas (Balouiri et al., 2016).

4.3.7. Patogenicidad
La patogenicidad es la capacidad que posee un microorganismo infeccioso para producir una
enfermedad en un huésped. La patogenicidad del microorganismo va depender de muchos factores
como por ejemplo la agresividad de la cepa, la zona donde este se encuentre, el ambiente donde se

desenvuelva y la capacidad de vulnerabilidad del hospedero (Chin, 2001)
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4.3.8. Inhibicion
Es la capacidad de retener el crecimiento de un microorganismo, las cepas de Trichoderma crean
metabolitos secundarios volatiles y no volatiles, de los cuales algunos inhiben el desarrollo de
microorganismos sin hacer contacto fisico, considerados antifungicos (Roberto et al. 2019).
4.3.9. Purificacion
Se le denomina a un cultivo puro al que contiene un solo tipo de microorganismo. Estos se inician
a partir de colonias aisladas, de manera que todos los individuos cuenten con la misma
composicion genética. Los cultivos puros son esenciales para poder estudiar las caracteristicas de

las bacterias y para poder ser identificadas con seguridad (SENASICA, 2020)
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V. DISENO DE LA INVESTIGACION
5.1. Tipo de investigacion
Experimental y explicativo.
5.2.  Ubicacion espacial de la investigacion
La investigacion se realizo en el laboratorio de fitopatologia y microbiologia de la Universidad
Nacional Intercultural de Quillabamba (UNIQ).

5.2.1. Ubicacion politica

Region: Cusco

Provincia: La convencion

Distrito: Santa Ana

Lugar: Quillabamba-Universidad Nacional Intercultural de Quillabamba
Laboratorio Fitopatologia y microbiologia

5.2.2. Ubicacion geogrifica

Latitud: 12°51°48°" S
Longitud: 72°41°35" W
Altitud: 1020 msnm

5.2.3. Ubicacion hidrologica
Cuenca: Rio Vilcanota
5.2.4. Ubicacion ecologica
Zona de vida: Bosque hiimedo subtropical
5.3.  Ubicacion temporal

La investigacion se realizo entre mayo y agosto del 2023.
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5.4. Variables de la investigacion
5.4.1. Variables independientes
v’ Cepas de Trichoderma (T. harzianum, T. viride, T. lignorum)
5.4.2. Variables dependientes
v Agente causal de la pudricion arda de la mazorca de cacao.
5.4.3. Operacionalizacion de variables

Tabla 1. Descripcion de operacionalizacion de variables

Variable independiente | Variable dependiente Indicadores

-Cepas  del hongo | -Agente causal de la pudricion | -Colecta de mazorcas infestadas.
Trichoderma (T. | parda de la mazorca de cacao.
harzianum, T. viride, T. | -Velocidad de crecimiento de las | -Diametro del crecimiento de las
lignorum) cepas de Trichoderma vy del | cepas de Trichoderma y del agente
agente causal (Phytophthora | causal (Phytophthora palmivora).
palmivora).
-Porcentaje de inhibicion del | -Mediciones milimétricas (mm).
crecimiento de agente causal
(Phytophthora palmivora).

-Capacidad de micoparasitismo. | -Observacion al microscopio-

fotografias.

Fuente: elaboracion propia.
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5.5. Materiales y métodos
5.5.1. Material biologico
- Cepas de Trichoderma viride, Trichoderma harzianum y Trichoderma lignorum obtenidas

de SENASA.

- Cepa aislada del agente causal de la pudricion parda de la mazorca de cacao.

5.5.2. Materiales de campo
Libreta de campo, marcador, pinza punta fina, bolsas de polietileno, cdmara fotografica, tijera de
podar de mano, tijera telescopica, navaja, machete, rotulo.

5.5.3. Materiales, equipos e insumos de laboratorio
Materiales:
Vasos Erlenmeyer de 250 ml, 500 ml y 1000 ml, espatula, piseta, porta objeto, cubre objeto, papel
toalla, cinta adhesiva, papel crack, papel aluminio, gradillas, algodon, hilo pabilo, mascarillas,
guantes, marcador, bisturi, saca bocado de 5 mm.
Equipos:
Autoclave, camara de bioseguridad, cocina eléctrica, microscopio, destilador de agua, microondas,
balanza analitica cap. de 220g, placas Petri de 90mm de diametro, mechero, bisturi, cuchillo,
recipientes, materiales de limpieza.
Insumos:
Agar- agar, dextrosa, antibidticos (ampicilina - antibacteriano, gentamicina - antibacteriano,
benomyl — fungicida), alcohol de 70° y 96°, hipoclorito de sodio (lejia), agua destilada, azul de

lactofenol Lugol.
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5.5.4. Materiales de gabinete.

Hojas de papel, calculadora, USB, equipo de computo, juego de reglas y tutiles de escritorio.
5.6. Metodologia
5.6.1. Identificar el agente causal de la pudricion parda de la mazorca de cacao
(Theobroma cacao L.) en La Provincia de la Convencion - Cusco.

Para la identificacion del agente causal de la pudricion parda de la mazorca de cacao (Theobroma
cacao L.) se realiz6 el aislamiento del fitopatégeno que causa la sintomatologia en estudio
utilizando las 4 etapas en base a los postulados de Koch, segtin se detalla a continuacion:

5.6.1.1. Primera etapa: recoleccion de muestras de mazorcas con enfermedad.

Esta actividad se hizo durante los meses de abril a mayo del 2022. Para este caso se utilizo el
primer postulado de Koch, donde se recolectaron frutos de cacao del cultivar CCN-51 de la parcela
del Sr. Marco Antonio Uscamayta Carlos, ubicada en el sector Pan de azucar del distrito de
Echarate- La Convencion. se seleccionaron mazorcas afectadas con sintoma primario de necrosis
del epicarpio, mazorcas con manchas pardas, mayormente estas muestras se encontraron en la parte
media y baja del arbol, luego se cubrid con pafio absorbente y se trasladaron en bolsas de
polietileno previamente rotulados y cerrados hacia el laboratorio de fitopatologia y microbiologia
de la Universidad Nacional Intercultural de Quillabamba. Como se observa en la (figura 7) las
muestras encontradas presentan distintos grados de infeccion de avance de la enfermedad, tanto
en frutos pequefios y grandes, aclarando que los sintomas pueden presentar en diferentes etapas

del desarrollo del fruto.
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Figura 7. Sintoma de la pudricion parda en mazorcas de cacao

B

Fuente: elaboracion propia.
Nota: A) Infeccion generalizada del pericarpio. B) Frutos enfermos generando repercusion
econdmica a nivel de cosecha.

5.6.1.2.  Segunda etapa: Primer aislamiento del agente causal de la pudricion
parda de la mazorca de cacao.

Esta etapa se baso en el segundo postulado de Koch. Se utilizo 1a metodologia de (Plancarte, ef al

2017), con algunas modificaciones que se menciona a continuacion:

Se 1levo al laboratorio la mazorca de cacao con presencia de sintoma primario de pudricion parda
(figura 8. A); se lavo la mazorca con agua y detergente, para eliminar contaminantes (figura 8. B);
se enjuago en agua destilada (figura 8. C); se cortd la mazorca en la zona de avance de la necrosis,
y con la ayuda de un bisturi para cortar trozos pequefios de 2 mm x 2 mm aproximadamente (figura
8. Dy E); los trozos de tejido se desinfestaron en alcohol de 70° por un tiempo de 60 segundos, el
cual se realizo 2 veces, y estos trozos al colar, se coloco dentro de la cdmara de bioseguridad, sobre
papel filtro y/o toalla estéril, para que pueda secar la muestra, por un tiempo de 40 minutos (figura

8. Fy H).
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Se prepar6é un medio de cultivo selectivo, que consistid primeramente en preparar el medio de
cultivo CMA (Corn Meal 250 g.L™1; Agar 18 g.L™1), el cual se esterilizé por 30 minutos a una
presion de 15 Ib, seguidamente dentro de una cabina de flujo laminar, previamente antes del
plaqueo se afiadié6 Benomyl 1g.L™, Gentamicina 1ml. L™! y ampicilina 1g. L™ (figura 3. Ay E),
para ello el medio CMA deber estar a un punto de plaqueo o tibio, para no alterar las propiedades

de los insumos, luego se procedio a verter en las placas Petri previamente esterilizados.

Posteriormente con la ayuda de una pinza esterilizada se coloco los trozos de epicarpio del fruto

del cacao en las placas Petri con medio de cultivo, para luego sellar y rotular.
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Figura 8. Proceso para el aislamiento del agente causal de la pudricion parda.

Fuente: elaboracion propia.
Nota: A) Mazorca de cacao con sintomas de pudricion parda. B) Desinfestacion con detergente.
C) Enjuague con agua destilada. D y E) Diseccion de tejido enfermo; F, Desinfestacion del tejido
enfermo en alcohol de 70°; G, oreado de trozos de tejido dentro de la cdmara de bioseguridad; H,

placas Petri con medio de cultivo.
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Figura 9. Proceso de aislamiento del agente causal de la pudricion parda

Fuente: elaboracion propia.
Nota: donde: A, antibioticos y fungicidas; B y C, Momento de afiadir los reactivos y proceso del

plaqueo; D, Sembrio del tejido enfermo; E, Crecimiento de colonia a 7 dias después de la siembra
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5.6.1.3. Tercera etapa: Inoculacion del agente causal en mazorca sana.

Para cumplir el tercer postulado de Koch se realizé en la parcela de Pan de azlcar, en horas del
atardecer para optimizar las condiciones ambientales, para la inoculacion se utiliz6 rodajas de Smm
de diametro de medio de cultivo con inoculo aislado y con la ayuda de una jeringa estéril se colocod
sobre una herida hecha sobre el fruto o mazorca de 4 meses de edad de crecimiento en clon de
CCN5I, se dejo en camara humeda para mantener condiciones favorables para la infeccion del
fitopatogeno y evitar la contaminacion del fruto y el ambiente; los primeros sintomas se observaron
a los 7 dias después de la inoculacion, presencia de mancha de color marrén con un diametro de 5
cm, a los 15 dias la mancha abarco el 40% de la mazorca, por tanto se comprobd, que el agente
causal aislado inicialmente presenta los mismos sintomas primarios que se observé en campo, fue
trasladado a laboratorio para terminar e postulado de koch.

Figura 10.  Proceso de inoculacion en mazorca sana del clon CCNSI1.

Fuente: elaboracion propia.
Nota: A) Mazorca del clon CCN51 para inoculacion; B) Inoculacion del patogeno en estudio; C)
Camara Humeda; D) Primer sintoma primario presente en la mazorca de cacao después de la

inoculacion.

36



5.6.1.4. Segundo aislamiento del agente causal, de mazorca de cacao inoculado.
Se considera la cuarto etapa, para este proceso de utiliz6 la mazorca inoculada para el re-
aislamiento, siguiendo la metodologia inicial, seguidamente se realizo la purificacion del indculo

para su identificacion morfoldgica a nivel macroscopico y microscopico.

5.6.2. Evaluar la velocidad de crecimiento de cepas de Trichoderma spp y del agente
causal de la pudricion parda de la mazorca de cacao (Theobroma cacao L) en la
provincia de La Convencion — Cusco.

Se realizo a nivel de laboratorio, esta prueba se ejecuto para determinar la velocidad de crecimiento
del micelio en condiciones de cultivo puro de las cepas de Trichoderma spp y el fitopatdgeno.

Se uso las cepas de Trichoderma spp (T. harzianum, T. viride y T. lignorum) provenientes de
SENASA, las cuales fueron purificados para evitar alguna contaminacion, y el aislamiento de
Phytophthora palmivora, se obtuvieron una placa Petri para cada microorganismo, es decir, cuatro
placas Petri conteniendo medio PDAO (papa-dextrosa-agar-oxitetraciclina) estéril, luego de hacer
la siembra respectiva se incub6 a 28 °C durante 5 dias, de donde se extrajeron rodajas de micelio
de 0.5 cm.

Para la instalacion del experimento se prepararon cuatro Erlenmeyers conteniendo 200 ml de
medio PDAO (papa-dextrosa-agar-oxitetraciclina) esterilizados en autoclave a una presion de 15
Ib por 30 minutos, se procedi6 a verter en las placas Petri esterilizadas, una vez solidificados se
procedid a realizar dos lineas perpendiculares por el envés de la placa dejando un punto medio
donde se coloc6 un disco de 0.5 cm de didmetro de cada microorganismo antes indicado. Se rotuld

y selld con Parafilm, para incubar a temperatura de 28 °C.
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Figura 11.  Placa Petri marcada en evaluacion con dos lineas perpendiculares que facilita

las mediciones correspondientes.

Fuente: elaboracion propia.
Modo de evaluacion:
Diariamente, se midid el crecimiento radial del micelio, con la ayuda de una regla milimétrica,
teniendo como puntos de medidas las lineas marcadas; la evaluacion se realizo hasta que el micelio
cubri6 en su totalidad la placa Petri.
Diseiio del experimento:
Este experimento tendra un disefio completamente al azar (DCA), de cuatro tratamientos y 10
repeticiones, teniendo 40 unidades experimentales. Cada unidad experimental representa una placa
Petri en evaluacion.
Los valores de diametro se procesaron utilizando el software SAS version 8, mediante un analisis
de varianza para disefio completo al azar (DCA) con 4 tratamientos y 10 repeticiones (placa Petri)

y la comparacion de medias por Duncan, con un nivel de confianza de 95% (p <0,05).
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Tabla 2. Descripcion de los tratamientos empleados para determinar la velocidad de
crecimiento micelial de Phytophthora palmivora, Trichoderma harzianum, Trichoderma

viride y Trichoderma lignorum.

Tratamientos Clave | Repeticiones
Trichoderma harzianum Th 10
Trichoderma viride Tv 10
Trichoderma lignorum Tl 10
Phytophthora palmivora Pp 10

Fuente: elaboracion propia.
5.6.3. Evaluar el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial del agente causal de
la pudricion parda de la mazorca de cacao (Theobroma cacao L) por efecto de

las cepas de Trichoderma spp, en la provincia de La convencion.
A fin de evaluar la actividad antagonica de las cepas de Trichoderma spp mediante la técnica dual
de enfrentamiento en placas de Petri con medio PDAO (papa-dextrosa-agar-oxitetraciclina). Se
prepar6 el medio PDAO (papa-dextrosa-agar-oxitetraciclina) para esterilizar en autoclave a 15 1b
de presion por 30 minutos junto con placas Petri, pinzas y papel, luego de la esterilizacion el medio
de cultivo se plaque6 dentro de la cabina de seguridad. Se tomaron placas Petri con el aislamiento
del fitopatogeno (Phytophthora palmivora) y las cepas de Trichoderma (7. harzianum, T. viride y
T. lignorum) los cuales se colocaron dentro de una cabina de bioseguridad, asi como las placas
preparadas para la siembra. Se tomaron con sacabocado (previamente flameado en alcohol) rodajas
de 0.5 cm de didmetro, y con ayuda de estiletes y pinzas se realizd la siembra de manera

equidistante y en forma opuesta (Figura 12), fitopatogeno y fitopatdgeno- Trichoderma spp.
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Se sellaron las placas con parafilm y se incubaron a 28 °C para su crecimiento.

Las placas Petri en evaluacion se marcaron de la siguiente manera para realizar las medidas
correspondientes.

Figura 12.  Placa Petri marcada en evaluacion con una linea recta que delimita el

diametro de 90 mm.

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 13.  Proceso de siembra de los indculos respectivos en placas Petri dentro de la

cabina de bioseguridad.

Fuente: elaboracion propia.

Modo de evaluacion.
La inhibicion observada fue medida en milimetros y comparada con el crecimiento del testigo.
Con los resultados obtenidos, se determind el porcentaje de inhibicion de crecimiento radial (ICR)
mediante la formula de Dennis y Webster (1971).
Donde:
R1 es la distancia més lejana recorrida por el patdgeno y
R2 es la distancia recorrida por el patdgeno hacia el antagonista.
ICR (%) = (R1-R2) 100/R1
Diseiio del experimento.
Este experimento tendra un disefio completamente al azar (DCA), de cuatro tratamientos y 10
repeticiones, teniendo 40 unidades experimentales. Cada unidad experimental representa una placa

Petri en evaluacion.
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Los valores de la inhibicion del crecimiento micelial del fitopatogeno se procesaron utilizando el
software SAS version 8, mediante un analisis de varianza para disefio completo al azar (DCA) con
4 tratamientos y 10 repeticiones (placa Petri) y la comparacion de medias por Tukey, con un nivel
de confianza de 95% (p <0,05).

Tabla 3. Descripcion de tratamientos empleados para determinar la inhibicion de las

cepas de Trichoderma spp sobre el fitopatégeno Phytophthora palmivora.

Tratamientos Clave | Repeticiones
Phytophthora palmivora vs Trichoderma harzianum | Ss*Th 10
Phytophthora palmivora vs Trichoderma viride Ss*Tv 10
Phytophthora palmivora vs Trichoderma lignorum Ss*T1 10
Phytophthora palmivora vs Phytophthora palmivora | Ss*Ss 10

Fuente: elaboracion propia.
5.6.4. Mostrar la capacidad de micoparasitismo sobre el agente causal de la pudricion
parda de la mazorca de cacao (Theobroma cacao L) por las cepas de

Trichoderma spp, en la provincia de La convencion.
Esta evaluacion se realizd después de cumplir con el objetivo anterior, se realizaron vistas
microscopicas a partir del séptimo dia después de la siembra, puesto que, se necesitan que los
microorganismos en estudio tengan un crecimiento y desarrollo mayor para poder evidenciar la
capacidad de micoparasitismo de las cepas de Trichoderma (7. harzianum, T. viride y T. lignorum).
Se utilizo muestras de las placas Petri en evaluacion sobre portaobjetos con el uso de lactofenol
que le da la coloracion azul a las estructuras de los microorganismos y ayuda a tener mejor vision.
Se coloco el portaobjetos en la base de vista del microscopio y se fue ubicando y acercando mejor

con la ayuda de los lentes Opticos del equipo, hasta poder tener vistas a 100 X.
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Las iméagenes identificadas fueron capturadas para poder describirlas.
Figura 14.  Uso del microscopio para observar el crecimiento y desarrollo de las cepas de
Trichoderma spp empleadas en el experimento anterior e identificar micoparasitismo

frente a Phytophthora palmivora

Fuente: elaboracion propia.
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VI. RESUTADOS Y DISCUSION
6.1. Resultados
6.1.1. Resultados para el objetivo: Identificar el agente causal de la pudricion parda
de la mazorca de cacao (Theobroma cacao L.) en La Provincia de la Convencion
- Cusco.
a. Recoleccion de muestras.
Se encontraron muestras de mazorcas de cacao con sintomas de la pudricion parda ubicadas en su
mayoria en la parte baja y media de los arboles de cacao teniendo muestras de diferentes estados
de desarrollo del fruto.

Figura 15. Recoleccion de muestras

Fuente: elaboracion propia.
Nota: A) Mazorca de cacao CCNS51 con sintomas de mancha parda en la zona del pedinculo. B)
Muestras recolectadas en el laboratorio de fitopatologia y microbiologia de la Universidad

Nacional Intercultural de Quillabamba.
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b. Aislamientos en medios de cultivo.
A los cinco dias realizada la siembra se observaron trozos de epidermis de la mazorca de cacao
con presencia de micelios hialinos y muy pequeiios, como también trozos sin manifestaciones de
micelio.
Figura 16. Muestras de aislamiento del agente causal de la pudricion parda en la

mazorca de cacao a cinco dias de la siembra.

0

Fuente: elaboracion propia.
Nota: A), B) y C) Placa Petri con crecimiento de micelios muy pequefios provenientes de los
trozos de la epidermis de la mazorca de cacao con sintomas.
A los ocho dias se observo micelios mas definidos y con mayor desarrollo de aspecto blanquecino
algodonoso que crecen de los trozos de epidermis de a mazorca de cacao sembrados.
Las observaciones visuales del crecimiento de las colonias en el medio de PDA (papa- dextrosa-
agar), las colonias mostraron variaciones distintivas de forma, tienen las caracteristicas de un
micelio blanco, densamente compacto, similar al algodon. La observacion microscopica también
mostrd la misma forma de los esporangios, como redondos y parecidos a una pera (esporangio
elipsoide), las hifas que eran hialinas y ramificadas y clamidospora terminal. Con base en un

analisis exhaustivo, el organismo fue identificado como Phytophthora palmivora.
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Figura 17. Muestras de aislamiento del agente causal de la pudricion parda en la

mazorca de cacao a los ocho dias de la siembra.

b

Fuente: elaboracion propia.
Nota: A) y B) Placa Petri con crecimiento de micelios de aspecto algodonoso y de color blanco.
C) Placa Petri con crecimiento de micelios de aspecto estrellado con micelios de color blanco.
Para la identificacion se hizo la resiembra de la colonia aislada en una placa Petri con medio de
cultivo PDAO, para garantizar el crecimiento del microorganismo y tener un cultivo puro.
Se hizo un montaje con la solucion de lacto fenol sobre el portaobjetos para la visualizacion a 100x

en microscopio.
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Figura 18.  Observacion microscopica de la colonia aislada, teniendo presencia de

estructuras llamadas esporangios.

Fuente: elaboracion propia.
Para la identificacion del aislamiento (Figura 19. A-D) se evalud caracteristicas macroscopicas y
microscopicas utilizando la clave de especies de Phytophthora propuesta por Waterhouse (1963),

teniendo como resultado el oomiceto que corresponde a Phytophthora Palmivora.

Tabla 4. Aislamientos obtenidos de mazorcas con pudricion parda, procedente del

sector Pan de azucar Echarate — La convencion.

Organo afectado Método Resultado
Mazorca con pudricién Medio Phytophthora
parda CMA-tbenomil+ampicilina+gentamicina |  palmivora

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla 5. Caracteristicas morfologicas macroscopicas de Phytophthora palmivora.

Caracteristicas Phytophthora palmivora
Forma de crecimiento del micelio estrellada,
con micelio semi aéreo, color blanco, de
COLONIA
textura acuosa.

Fuente: elaboracion propia.

Nota: descripcion macroscopica del aislamiento obtenido de mazorcas con pudricion parda,

procedente del sector de Pan de azucar Echarate — La convencion.

48



Tabla 6. Caracteristicas morfolégicas microscopicas de Phytophthora palmivora, del
aislamiento obtenido de mazorcas con pudricion parda, procedente del sector de Pan de

azucar Echarate — La convencion.

Caracteristicas. Phytophthora palmivora
Cenocitico
Hialino
MICELIO

Inmerso en el tejido del hospedante

A veces desarrolla hinchamientos

Se desarrolla sobre un esporangioforo
Forma ovoide
ESPORANGIO

Hialino

Presenta papila

Se forma en la hifa
Sin pigmentacion
CLAMIDOSPORA Son de forma esférica

Sin papilas

Son terminales o intercalares

ANTERIDIO Presenta

00GONIO Presenta

Fuente: elaboracion propia.
Nota: descripcion microscopica del aislamiento obtenido de mazorcas con pudricion parda,

procedente del sector de Pan de azicar Echarate — La convencion.
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Figura 19.  Caracteristicas morfologicas de Phytophthora palmivora, aislados a partir de

mazorcas de cacao con pudricion parda.

Fuente: elaboracion propia.

Nota: A) Colonia de forma estrellada de Phytophthora palmivora. B) Presencia de esporangios
estructuras reproduccion asexual. C) Estructuras de reproduccion sexual oospora y anteridio. D)

Micelio de Phytophthora palmivora.

6.1.2. Resultado para el objetivo: Evaluar la velocidad de crecimiento de cepas de
Trichoderma spp y del agente causal de la pudricion parda de la mazorca de
cacao (Theobroma cacao L) en la provincia de La Convencion — Cusco.

En respuesta al objetivo planteado se procesaron los datos obtenidos de las mediciones del

crecimiento del micelio de las cepas de Trichoderma spp (T. harzianum, T. viride y T. lignorum)
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y el aislado Phytophthora palmivora en el medio de cultivo de PDAO (papa-dextrosa-agar-

oxitetraciclina, dichos datos representan la velocidad de crecimiento del micelio de cada uno de

los microorganismos indicando la capacidad de expansion que tienen respecto a Phytophthora

palmivora.

Tabla 7. Velocidad de crecimiento (mm) de las cepas de Trichoderma harzianum,
Trichoderma viride y Trichoderma lignorum y el aislado Phytophthora palmivora, a 28 °C

en placas Petri de 90 mm de diametro.

VELOCIDAD DE CRECIMIENTO MICELIAL (mm)*
TRATAMIENTO HORAS
24 | 48| 56| 62| 65] 69| 72| 96 | 120

Th |Trichoderma harzianum 17.7 67.8 90

Ss  |Phytophthora palmivora 3.8 183 58.6 70.8 90
Tv |Trichoderma viride 18.1 56.7 66.7 90

Tl |Trichoderma lignorum 18.5 50.7 58.3 90

Datos promedio de 10 repeticiones

Los resultados en la tabla 7, muestran datos promedios por tratamiento donde se evaluaron cada
24 horas hasta la segunda evaluacion de forma homogénea, luego se registré la hora en que
cubrieron por completo la placa Petri llegando a un crecimiento micelial de 90 mm segin
corresponda.

Se tuvo como resultado mayor velocidad de crecimiento micelial al tratamiento Th (7. harzianum),
donde cubri6 la placa Petri de 90 mm de didmetro a las 56 horas después de la siembra, seguido
del tratamiento Tv (7. viride) teniendo el crecimiento micelial de 90 mm a las 65 horas, al
tratamiento T1 (7. lignorium) con 69 horas de tener 90 mm de didmetro, por ultimo, se tiene al

tratamiento Ss (Phytophthora palmivora) con 90 mm de didmetro de micelio a las 120 horas.
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Figura 20. Velocidad de crecimiento de las cepas de Trichoderma spp y Phytophthora

palmivora hasta cubrir la placa de 90mm.
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microorganismos en evaluacion

En el grafico se identifica que Phytophthora palmivora tuvo menor velocidad de crecimiento con

90 mm de didmetro de micelio a las 120 horas a diferencia de las cepas de Trichoderma spp donde

claramente de observa mayor velocidad de crecimiento, es decir, el micelio toma menor tiempo en

cubrir la placa Petri de 90mm de didmetro.

Tabla 8. Analisis de varianza (ANOVA) para datos de 48 horas después de la siembra

de velocidad de crecimiento (mm) a 28 °C. en la prueba “in Vitro”.

, F Pr>F
FUENTE DE VARIACION G.L. S.C. C.M. CALCULADO 5%
Tratamiento 3 13567.8187 |4522.6062 1950.0400 *
Error 36 171.3750 4.7604
Total 39 13739.1937
CV (%) 4.51
Promedio 48.33

Los resultados del andlisis de varianza (Tabla 8) indican los resultados de la longitud de

crecimiento del didmetro (mm).
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El coeficiente de variacion es CV=4.51% y se encuentra en el rango permitido. Cumpliendo con
los requisitos del disefio, del mismo modo los factores extrinsecos del experimento fueron

controlados y en la toma de datos no hubo sesgo.

Tabla 9. Prueba de Duncan para datos de la velocidad de crecimiento a las 48 horas

después de la siembra a 28 °C en la prueba “in Vitro”.

VELOCIDAD DE CRECIMIENTO

TRATAMIENTOS

PROMEDIO (mm)

REPETICIONES

DUNCAN (5%)

TH T. harzianum 67.8 10

TV T. viride 56.7 10 b

TL T. lignorum 50.7 10 C

SS P. palmivora 18.3 10 d

En el (tabla 9) contiene la comparaciéon de medias de Duncan al 5% de probabilidad para
tratamientos y muestra que existe diferencias significativas en la velocidad de crecimiento micelial

entre los tratamientos planteados.

Dentro de los tratamientos del género Trichoderma se encontraron diferencias significativas entre
Th, Tv, Tl, teniendo promedios de crecimiento micelial a las 48 horas de 67.8 mm, 56.7mm y
50.7mm respectivamente, esto indica que cada una de las especies de Trichoderma desarrollan

capacidades de adaptacion y grados de crecimiento que caracteriza a cada uno.

Del mismo modo se tuvo diferencias significativas mediante la prueba de Duncan al 5% de
probabilidad entre los tratamientos con Trichoderma respecto al crecimiento micelial de
Phytophthora palmivora, quien solo tuvo 18.3 mm, indicando que las cepas de Trichoderma son

superiores en cuanto a desarrollar por espacio y nutrientes.
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Trichoderma harzianum es diferente estadisticamente frente a las demas especies con un nivel de
seguridad del 5%; lo que determina que 77ichoderma harzianum tuvo mayor velocidad de

crecimiento micelial en comparacion a Phytophthora palmivora.

6.1.3. Resultado para el objetivo: Evaluar el porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial del agente causal de la pudricion parda de la mazorca de cacao
(Theobroma cacao L) por efecto de Trichoderma spp, en la provincia de La
convencion.
La inhibicion del crecimiento micelial de Phytophthora palmivora, enfrentados a las cepas de
Trichoderma spp resulto significativa (p<0.05) con valores que fluctuaron entre 36.40, 37.30 y
41,40 mm con respecto al testigo 41,70 mm (Ss) de crecimiento radial de micelio alcanzado por el
patogeno (Phytophthora palmivora) Tabla 10.
A los 5 dias de incubacion en cultivos duales, se obtuvo que el testigo de Phytophthora palmivora
(Ss), logro un crecimiento radial promedio de 41.70 mm; al ser confrontado con Trichoderma spp;
se logrd inhibicion de Phytophthora palmivora + Trichoderma harzianum (Th x Ss), 37.30 mm;

Trichoderma lignorum (T1 x Ss), 41.40 mm; Trichoderma viride (Tv x Ss), 36.40 mm.
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Tabla 10. Resultados de la inhibicion del crecimiento micelial de Phytophthora

palmivora, en cultivos duales incubados in vitro a 28 °C.

Inhibicion micelial (mm.)

Rep. Ss
Ss
Th Tl Tv
1 42.00 39.00 41.00 36.50
2 41.00 39.00 42.00 35.50
3 42.00 36.00 41.00 36.70
4 42.00 36.00 42.00 36.80
5 42.00 39.00 42.00 36.00
6 41.00 36.00 41.00 36.60
7 42.00 36.00 42.00 36.50
8 41.00 37.00 41.00 36.60
9 42.00 36.00 41.00 36.50
10 42.00 39.00 41.00 36.30
Prom. 41.70 37.30 41.40 36.40

Leyenda:

Th: Trichoderma harzianum
Tl: Trichoderma lignorum
Tv: Trichoderma viride,

Ss: Phytophthora palmivora

Trichoderma viride, logro inhibir a Phytophthora palmivora en un 12.70%, en cambio

Trichoderma harzianum (10.57 %)y Trichoderma lignorum (0.71 %), logrando detener el avance

de Phytophthora palmivora. Tabla 10, Figura 21.
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Tabla 11. Resultados del porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de

Phytophthora palmivora, en cultivos duales incubados in vitro a 28 °C.

% de inhibicion micelial
Rep. Ss
Ss

Th Tl Tv
1 42.00 7.14 2.38 13.10
2 41.00 4.88 -2.44 13.41
3 42.00 14.29 2.38 12.62
4 42.00 14.29 0.00 12.38
5 42.00 7.14 0.00 14.29
6 41.00 12.20 0.00 10.73
7 42.00 14.29 0.00 13.10
8 41.00 9.76 0.00 10.73
9 42.00 14.29 2.38 13.10
10 42.00 7.14 2.38 13.57
Prom. 41.70 10.55 0.72 12.71

La tabla 12, indica, que hubo inhibicién de Phytophthora palmivora frente a Trichoderma spp; a
un nivel de significancia de 5%. El coeficiente de variabilidad es 2.75 %, el cual garantiza los datos
extraidos, también las condiciones del experimento fueron controladas (medios de cultivo

esterilizados).

Tabla 12. Analisis de variancia en D.C.A. para la inhibicion del crecimiento micelial de

Phytophthora palmivora, en cultivos duales incubados in vitro a 28°.

. F Pr>F
FUENTE DE VARIACION G.L. S.C. C.M. CALCULADO 5%
Tratamiento 3 12201.0000 4067.0000 |5951.7100 *
Error 36 24.6000 0.6833
Total 39 12225.6000
CV (%) 2.75
Promedio 30.10

La tabla 13, nos muestra, que Trichoderma viride logro inhibir a Phytophthora palmivora

permitiendo solo 36.40mm de micelio, por tanto, para el control de Phytophthora palmivora en
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campo se recomienda el uso de Trichoderma viride por su alta capacidad antagdénica frente a

Phytophthora palmivora.

Tabla 13. Prueba de Duncan al 5% de probabilidad para la inhibicion del crecimiento

micelial de Phytophthora palmivora, en cultives duales incubados in vitro 28 °C.

INHIBICION MICELIAL
TRATAMIENTOS REPETICIONES| DUNCAN (5%)
PROMEDIO (mm)

Ss * TH P. palmivora * T. viride 36.40 10 a

Ss * TV | P. palmivora * T. harzianum 37.30 10 b

Ss*TL | P. palmivora *T. lignorum 41.40 10 c
SS P. palmivora 41.70 10 C

Figura 21.  Capacidad de inhibicion (antagonismo) de Trichoderma frente a

Phytophthora palmivora.

Nota: A), B) y C) Trichoderma viride enfrentados a Phytophthora palmivora en diferentes grados

de crecimiento de los microorganismos en estudio.
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Figura 22. Confrontacion de colonias.

Nota: A) Trichoderma viride vs Phytophthora palmivora. B) Trichoderma lignorum vs

Phytophthora palmivora. C) Trichoderma harzianum vs Phytophthora palmivora

6.1.4. Resultado para el objetivo: Mostrar la capacidad de micoparasitismo sobre el
agente causal de la pudricion parda de la mazorca de cacao (Theobroma cacao
L) las cepas de Trichoderma spp en la provincia de La convencion.
Como resultado al objetivo correspondiente se identifico a través de vistas microscopicas a 100X
el crecimiento de micelio de Trichoderma e incluso esporas, sobre los micelios y estructuras de

Phythopthora palmivora, los cuales son de mayor grosor permitiendo el crecimiento de micelios
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de Trichoderma de forma optima (figura 23 (A)). El crecimiento y formacién de estructuras de las
fialides y esporulacion de Trichoderma son mayor en otras zonas del enfrentamiento (figura 23
(C)). Las esporas de Trichoderma son circulares las mismas que se desprenden de fidlides el cual
indica que no existe alteracion en el crecimiento y desarrollo del hongo controlador.

Figura 23.  Vistas microscopicas de micoparasitismo.

B

Nota: A) y D) Los micelios de Trichoderma se encuentran en el interior de los micelios de
Phytophthora palmivora ya que son mas anchas y existen presencia de esporas de Trichoderma.
B) se presencia estructuras de clamidosporas. C) de los micelios que se encuentran en el interior
de las hifas de Phytophthora palmivora se ve el crecimiento de estructuras reproductoras de

Trichoderma.
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6.2.  Discusiones
6.2.1. Discusiones para el objetivo: identificar el agente causal de la pudricion parda
de la mazorca de cacao (Theobroma cacao L.) en La Provincia de la Convencion
- Cusco.
Para la identificacion del fitopatogeno en estudio se hizo el aislamiento considerando la parte
critica de la investigacion, puesto que fue necesario utilizar antibidticos como Benomyl 1g. L™,
Gentamicina 1ml. L™ y ampicilina 1g.L™?, lo cual coincide con lo que menciona Soto et al.,
(2017) que existen medios selectivos para aislar Phytophtora spp como: PARPH y PVP P-
pimaricina, A-ampicilina, R-rifampicina, P-pentacloronitrobenceno, H-himexazol, V-
vancomicina) aclarando que son antibidtico costosos; sin embargo, el uso de antibidticos en esta
investigacion son de bajos costos y facil obtencion facilitando la investigacion.
Los resultados a nivel microscopicas de la colonia aislada de Phytophthora palmivora describe
presencia de esporangios de forma periforme a elipsoide algunos de forma alargada con papilas

muy pronunciadas, el cual se verifica en la investigacion de Aguilar et al (2020).
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Figura 24.  Muestras de Phytopthora palmivora

&
Nota: A) Esporangios del hongo Phytophthora palmivora de forma elipsoide, con presencia de
pedicelo corto y papila en la investigacion de (Aguilar et al., 2020). B) Esporangios de forma

elipsoide, con pedicelo corto y papila identificada a nivel microscopica en el aislamiento del agente

causal de la pudricion parda de la mazorca de cacao en la presente investigacion.

Por otro lado, las caracteristicas macroscopicas del aislado de Phytophthora palmivora, tiene
micelio hialinos y blanquecinos con apariencia de algodon, de forma estrellada o en ocasiones sin
patron definido el cual es diferenciado de la misma manera por Rojas (2024) en su investigacion,

lo que asegura la correcta identificacion y aislamiento.

Las caracteristicas morfologicas de los aislamientos de Phytophthora palmivora respecto a forma
y tamafio de esporangios, y longitud de pedicelos estan dentro de los limites descritos por

Waterhouse (1963).

Bidot, et al (2021), mencionas que las cepas suelen tener un patréon de crecimiento en forma de
pétalo, la presencia de esporangios es abundante, con forma oval y elipsoidal, el radio L/A

(largo/ancho) varia de entre individuos a su vez, hay presencia de clamidosporas.
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Appiah et al (2003). menciona que cuando el crecimiento del patogeno es de forma estrellada, se

cree que son aislamientos posibles de P. palmivora, por la informacion conocida de esta especie.

6.2.2. Discusiones para el objetivo: evaluar la velocidad de crecimiento micelial de
cepas de Trichoderma spp y del agente causal de la pudricion parda de la
mazorca de cacao (Theobroma cacao L) en la provincia de La Convencion —

Cusco.

Consecuentemente, los tratamientos en base a las 3 cepas de Trichoderma tuvieron un
comportamiento superior en comparacion con el crecimiento de Phytophthora palmivora.
Demostrando que tienen mayor velocidad de crecimiento. Y esto viene a ser positivo para el
control del agente fitopatogeno. A las 48 horas, el crecimiento micelial de T harzianum alcanzo
los 67.8 mm y a las 56 horas logro cubrir la placa de 90 mm. durante su crecimiento se observo
micelio blanco algodonoso con presencia de coloracion verde claro, tuvo esporulacion en el centro
y bordes de la placa Petri (figura 33). A diferencia de 7 viride quien logro una esporulacion general,
con micelio algodonoso (figura 31). Sin embargo, cubri6 la placa Petri de 90 mm en 65 horas. T
lignorium present6 una esporulacion de verde intenso y un crecimiento de 90 mm de didmetro en
69 horas (figura 32).

Lopez y Vega (2022) menciona que las diferentes especies de Trichoderma se caracterizan por
tener un crecimiento micelial rapido y una abundante produccion de esporas, que ayuda a la
colonizacion de diversos sustratos y algunos otros hongos fitopatdgenos, su principal mecanismo
de accion es la competencia directa por nutrientes y por espacio utilizando sustratos como fuente

de carbono y nitrogeno.
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Orellana (2022) indica que el Trichoderma tiene potencial en la competencia por espacio y
nutrientes y en la produccion de metabolitos volatiles, siendo hongos antagonistas que colonizan
rapidamente las partes afectadas por Phytophthora sp; estas referencias coinciden con la presente
investigacion en mencionar que 7richoderma tiene mayor crecimiento de micelio y esporulacion
frente a Phytophthora palmivora, resaltando que las especies utilizadas presentan diferentes
capacidades de esporulacion, marcando el nivel de virulencia de cada una de ellas, es decir, a
mayor esporulacion existe mayor virulencia y por consiguiente un control eficaz frente a
fitopatogenos.
6.2.3. Discusiones para el objetivo: evaluar el porcentaje de inhibicion del crecimiento
micelial del agente causal de la pudricion parda de la mazorca de cacao
(Theobroma cacao L) por efecto de las cepas de Trichoderma spp, en la provincia
de La convencion.
Para este objetivo los ensayos realizados en condiciones in vitro se obtuvieron que las cepas de
Trichoderma sp. mostraron tener influencia sobre el crecimiento radial de Phytophthora palmivora
esto en comparacion con los tratamientos control, donde se observa que entre los tratamientos de
enfrentamiento no existen diferencias estadisticas significativas, pero que estos si son
estadisticamente diferentes con respecto al tratamiento control que contenia tinicamente la cepa de
Phytophthora palmivora. Teniendo los resultados siguientes: 7. harzianum, T. viride y T.
lignorium tuvieron capacidad de inhibir el crecimiento de Phytophthora palmivora en un 12.71%,
10.55% y 0.72% respectivamente en condiciones in vitro, en una evaluacion final a las 120 horas
después de la siembra. La zona de inhibicion producida por 7. viride, frente al fitopatogeno, a
partir del séptimo dia de enfrentamiento aumenta a medida que transcurre el tiempo. Se observa

crecimiento de micelios algodonosos de coloracion verde lo que indica esporulacion de 7. viride
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sobre la colonia de Phytophthora palmivora, lo que le da mayor capacidad de competencia por
sustrato, resaltando la creacion del halo de inhibicion y disminucion del crecimiento radial del
fitopatdgeno en cultivo dual.

Lopez & Vega (2022) evaluaron el antagonismo de dos cepas de Trichoderma donde se tuvo
registros de 43% y 46% de inhibicion frente a Phytophthora sp. esto durante un periodo de 144
horas. Labrador (2011) tuvo los siguientes resultados del enfrentamiento entre Phytophthora
palmivora y B. subtilis, como enfrentamiento con 7. crassum donde se reportd un porcentaje de
inhibicion de 21,67% y 11,59% respectivamente.

Por otro lado Hernandez et al (2012) menciona que en su investigacion logrd verificar que
Trichoderma sp tuvo mayores didmetros de las colonias a las 96 horas donde el hongo patdégeno
dejo de crecer, mientras el antagonista continuaba creciendo hasta invadir totalmente la superficie
de la colonia de Phytophthora sp. Se coincide que el género Trichoderma (T. asperellun y

Trichoderma sp) fueron de rapido crecimiento Ledn (2021).

Estas investigaciones coinciden con este trabajo en el sentido que Trichoderma es capaz de detener
y generar control frente a Phytophthora palmivora. En lo que se difiere son en los porcentajes de
inhibicion considerando que estos datos varian por las condiciones propias de cada evaluacion
como los nutrientes de los medios de cultivo, genética de la cepa de cada microorganismo. Los
mecanismos de accion utilizados por Trichoderma son complejos, variados y se complementan en

forma sinérgica. Generando variacion en la capacidad de control en cada caso.
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6.2.4. Discusiones para el objetivo: Mostrar la capacidad de micoparasitismo sobre el
agente causal de la pudricion parda de la mazorca de cacao (Theobroma cacao

L) por las cepas de Trichoderma spp en la provincia de La convencion.
En este estudio se observo la capacidad de micoparasitismo, presentados en los enfrentamientos
realizados con las tres cepas de Trichoderma harzianun, Trichoderma viride y Trichoderma
lignorium como resultado de la infeccion y esporulacion de Trichoderma hacia los micelios de
Phythopthora palmivora. Este resultado responde a la capacidad de control que tiene el género de
Trichoderma. asi como Labrador (2011), indica que en la interaccion entre 7. crassum y P.
palmivora presentaba un enrollamiento anormal de las hifas, generando lisis en las estructuras de
P. palmivora. Lo que coincide con este estudio. Este mecanismo sucede en tres fases: primero el
hongo Trichoderma realiza un reconocimiento del huésped, en este caso el fitopatogeno, luego
forma papilas o estructuras similares a apresorios; posteriormente 7richoderma enrolla las hifas
del fitopatdogeno e inicia a degradar mediante la produccion de enzimas como celulasas y
hemicelulasas, proteasas, quitinasas y -1,3-glucanasas, entre otros metabolitos secundarios
(Guzman et al., 2023). Los resultados de esta investigacion reafirman la capacidad de biocontrol

para fitopatdgenos. Se recomienda el uso continuo para una mejor consistencia del control.
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VII. CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS
7.1. CONCLUSIONES

v’ Se tuvo como resultado a la especie Phythopthora palmivora, la identificacion fue esencial
ya que existen otros microorganismos que generan sintomas parecidos en frutos de cacao.

v’ Se tiene con mayor velocidad de crecimiento micelial a la cepa Trichoderma harzianun
con 56 horas de cubrir la placa Petri de 90 mm a diferencia de la Phythopthora palmivora
que cubri6 la placa a las 120 horas después de la siembra. Por otro lado, las cepas de
Trichoderma viride y Trichoderma lignorium también obtuvieron mayor velocidad de
crecimiento frente Phythopthora palmivora, 1o que indica que el género Trichoderma es
un potencial biocontrol.

v Se tuvo como resultado a Trichoderma viride como la mejor cepa que tiene la capacidad
de inhibir con 12.71 % seguido de Trichoderma harzianum con 10.57% y Trichoderma
lignorum con 0.71% con respecto al crecimiento de Phythopthora palmivora.

v' Se observaron infeccion sobre los micelios de Phytopthora palmivora por parte de las 3
cepas de Trichoderma empleados en esta investigacion, donde ejercieron el mecanismo de

micoparasitismo.
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7.2.  SUGERENCIAS
Se recomienda hacer la identificaciéon de mas especies del género Phytophthora, que
puedan estar causando enfermedades en el cultivo de cacao u otros para tener referencias

propias de la zona agricola de la provincia de La Convencion.

Se recomienda realizar el aislamiento de cepas de Trichoderma spp de los suelos de zonas
productoras del cultivo de cacao en la provincia de La Convencidn y evaluar su capacidad

de crecimiento micelial y control que puedan desarrollar frente a fitopatdgenos.

Se recomienda el uso de Trichoderma viride para el control de Phythopthora palmivora en

zonas productoras de cacao dentro del area de la provincia de La Convencion.

Se recomienda la difusion de los beneficios que tiene el género Trichoderma, y otras

especies de control bioldgico hacia los agricultores para que consideren el uso y

aplicaciones en campo dentro de sus actividades culturales.

67



VIII. BIBLIOGRAFIA

Abdullah, N., Doni, F., Mispan, M., Saiman, Z., Yusuf, Y., Oke, M., & Suhaimi, N. (2021).
Harnessing Trichoderma in Agriculture for Productivity and Sustainability. Agronomy,
11(12), 2559. https://doi.org/10.3390/agronomy11122559

Adeniyi, D. (2019). Diversity of Cacao Pathogens and Impact on Yield and Global Production. En
Theobroma cacao - Deploying Science for Sustainability of Global Cocoa Economy.
IntechOpen. https://doi.org/10.5772/intechopen.81993

Aguilar, A., Carrasco, C., Morales, A., Yovera, F., Maldonado, E. (2020). Etiology of regressive
dieback by Phytophthora palmivora in the crop of cocoa (Theobroma cacao L.) Pag.190.

Anzules, V., Pazmifo, E., Alvarado, L., Borjas, R., Julca, N., Castro, V., & Julca, A. (2022).
Incidencia de" cherelle wilt" y enfermedades fungosas en mazorcas de cacao'CCN-51'en
Santo Domingo de los Tsachilas, Ecuador. Idesia (Arica), 40(1), 31-37

Appiah, A., Flood, J., Bridge, P., & Archer, S. (2003). Inter- and intraspecific morphometric
variation and characterization of Phytophthora isolates from cocoa. Plant Pathology, 52(2),
168-180.

Balouiri, M., Sadiki, M., & Ibnsouda, S. (2016). Methods for in vitro evaluating antimicrobial
activity: A review. Journal of Pharmaceutical  Analysis, 6(2), 71-79.
https://doi.org/10.1016/j.jpha.2015.11.005

Barros, O. 2014. Morfologia y clasificacion botanica del cacao. ICA. 45 p.

Benito, J.A. (2010). Investigacion en cacao en el Peru. Informe especial N° 02 INIPCIPA XIII
S.M. Tarapoto — Pert. 36 pp.

Bidot, I., Fernandez, Y., Bertin, P., Riera, M., Valdéz, M., Declerck, S., & Decock, C. (2021).

Diversidad Morfologica, genética y fitopatologia del cacao (Theobroma cacao L.) tradicional

68



cubano. https://aes.ucf.edu.cu/index.php/aes/article/view/400/379

Camilo, J., & Correa, G. (2017). Desarrollo de modelos predictivos de Sigatoka negra
(Mycosphaerella fijiensis M. Morelet) en banano para la region de Uraba, Antioquia-
Colombia

Clavaud, C., Aimanianda, V., & Latge, J. P. (2009). Organization of Fungal, Oomycete and Lichen
(1,3)-B-Glucans. Chemistry, Biochemistry, and Biology of 1-3 Beta Glucans and Related
Polysaccharides, 387-424. https://doi.org/10.1016/B978-0-12- 373971-1.00011-X

Cronquist, A. (1993). An integrated classification system for flowering plants. Columbia
University Press. Cambridge, Nueva York.

Chin, J. (2001) EI control de las enfermedades transmisibles. Décimo séptima edicion.
Organizacion Panamericana de la Salud.

Escalante, Y., & Samper, L. (2023). Postulados de Koch con Patogeno Aislado de Necrosis Foliar
de Musa paradisiaca L. Foro de Estudios Sobre Guerrero, 5(1), 642—646.

Ezziyyani, M., Pérez, C., Sid, A., Requena M. & Candela M. 2004. Trichoderma harzianum como
biofungicida para el biocontrol de Phytophthora capsici en plantas de pimiento (Capsicum
annuum L.) Anales de Biologia. 26: 35-45

FAO. (2021). Cultivos y productos de ganaderia. https://www.fao.org/faostat/es/#data/QCL

Faustino Damidn, E. (2022). Sistemas de Muestreo para la deteccion de enfermedades en una
plantacion comercial de cacao (Theobroma cacao L.) en el distrito de Uchiza Tocache 2021.
[Tesis de  Pregrado  Universidad  Nacional Emilio Baldizan = Huénuco].
https://repositorio.unheval.edu.pe/bitstream/handle/20.500.13080/7818/tag0095
6128.pdf?sequence=1&isallowed=y.

Flores, M., Matas, M., Pérez, S., Rodriguez, M., Salas, N., Soto, M., & Sanchez-Chavez, E. (2023).

69



Trichoderma fungi as an agricultural biological control in Mexico. Revista Chapingo Serie
Horticultura, 29(3), 79—-114. https://doi.org/10.5154/r.rchsh.2022.11.015

Fraceto, L., Maruyama, C., Guilger, M., Mishra, S., Keswani, C., Singh, H., & de Lima, R. (2018).
Trichoderma harzianum -based novel formulations: potential applications for management
of Next-Gen agricultural challenges. Journal of Chemical Technology & Biotechnology,
93(8), 2056-2063. https://doi.org/10.1002/jctb.5613

Gangwar, O., & Singh, A. (2018). Trichoderma as an efficacious bioagent for combating biotic
and abiotic stresses of wheat-A  review. Agricultural  Reviews, 38(01).
https://doi.org/10.18805/ag.R-1770

Guaman, M., Jaramillo, E., & Bernal, J. (2022). Control biologico de la mazorca negra
(Phytophthora Palmivora [.) en el cultivo del cacao (Theobroma cacao L.). Revista
Metropolitana de Ciencias Aplicadas, 5(3), 149-154.
https://remca.umet.edu.ec/index.php/REMCA/article/view/539/549

Guerrero, R., Cevallos, O., Eguez, E., & Pefiaherrera, S. (2020). El potencial del uso de
microorganismos endofiticos como agentes de control de enfermedades en el cultivo de cacao
(Theobroma cacao L.). Centrosur Agraria, 1-18.

Guo, R., Li, G., Zhang, Z., & Peng, X. (2022). Structures and Biological Activities of Secondary
Metabolites  from  Trichoderma  harzianum. Marine  Drugs, 20(11), 701.
https://doi.org/10.3390/md20110701

Guzman, P., Kumar, A., de los Santos, S., Parra, F., Orozco, M. del C., Fadiji, A., Hyder, S.,
Babalola, O., & Santoyo, G. (2023). Trichoderma Species: Our Best Fungal Allies in the
Biocontrol of Plant Diseases—A Review. Plants, 12(3), 432.

https://doi.org/10.3390/plants 12030432

70



Harman, G., Howell, C., Viterbo, A., Chet, 1., & Lorito, M. 2004. Trichoderma
speciesopportunistic, avirulent plant symbionts. Nature Reviews. Microbiology, 2(1):43-56.
Microbiology, 2(1): 43-56

Hernandez, J., Parra, D., Fernandez, A., Durand, J., & Camejo, C. (2012). Evaluacion de diferentes
cepas de Trichoderma spp. para el control de Phytophthora palmivora en el cultivo de
Theobroma cacao L. bajo condiciones de laboratorio en el estado Miranda.

Huamani, E.(2023). Evaluacion in vitro del potencial de biocontrol con cepas de (Trichoderma
spp.) sobre (Moniliophthora roreri) del cacao (Theobroma cacao L.) La Convencion-Cusco.
UNSAAC.

Instituto Nacional del Cancer (INC). (2024). Cepa de organismos.
https://www.cancer.gov/espanol/publicaciones/diccionarios/diccionario-cancer/def/cepa-de-
organismos

INTAGRI. (2015). Phytophthora infestans, un Patogeno Devastador para las Hortalizas.

Khan, R., Najeeb, S., Hussain, S., Xie, B., & Li, Y. (2020). Bioactive Secondary Metabolites from
Trichoderma spp. against Phytopathogenic Fungi. Microorganisms, 8(6), 817.
https://doi.org/10.3390/microorganisms8060817

Labrador, Y. (2011). Evaluacion de la capacidad biocontroladora in vitro e in vivo de Trichoderma
crassum Bissett y Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn sobre Phytophthora palmivora (Butler)
Butler causante de la pudricién parda de la mazorca de cacao (Theobroma cacao L.).
Universidad Central de Venezuela.

Leiva, E., Gutiérrez, E., Pardo, C., Ramirez, R. 2019 comportamiento vegetativo y reproductivo
del cacao (Theobroma cacao L.) Por efecto de la poda. Revista fitotecnia mexicana 42(2):

137-146.

71



Leon, A., Noboa, M., Viera, w., Jackson, T. (2021). Evaluacion in vitro del potencial antagonista
de Trichoderma sp. y hongos endofitos de mora (Rubus glaucus Benth) para el control de
Botrytis cinérea.

Lessa, 1., Luz, E., Magalhaes, D., Bezerra, J., & Pires, J. (2020). Morfologia e agressividade de
isolados de Phytophthora palmivora de cacaueiro no estado da Bahia. Summa
Phytopathologica, 46, 228-235

Li, M,, Li, G., & Zhang, K. (2019). Non-Volatile Metabolites from Trichoderma spp. Metabolites,
9(3), 58. https://doi.org/10.3390/metabo9030058

Lopez, A., & Vega, L. (2022). Evaluacion del potencial antagénico de microorganismos benéficos
frente a dos patdgenos aislados de cultivos de cacao (Theobroma cacao L.) en condiciones in
vitro. [Universidad de Cundinamarcal.
https://repositorio.ucundinamarca.edu.co/bitstream/handle/20.500.12558/4688/Angulo
Orobio Jose Ricardo.pdf?sequence=1&isAllowed=y

Magalhaes, L., & Pfenning, L. (2022). El género Trichoderma. In M. Conrado, S. M. Mazaro, &
J. C. da Silva (Eds.), Trichoderma: su uso en la agricultura. Embrapa.

MIDAGRI (2024). Perfil productivo y competitivo de los principales cultivos del sector (cacao).
https://app.powerbi.com/view?r=eyJrljoiINzZEZNTU2MmUtY2EzZC00YjQ2LTg5YzUtYzJj
ODRhZjg5SNGY 51iwidCI61jdmMDgONjI3LTdmNDAtNDg30S040TE3LTk0Yjg2ZmQzN
WY2zZiJ9

Motamayor, J., Lachenaud, P., da Silva e Mota, J., Loor, R., Kuhn, D., Brown, J., & Schnell, R.
(2008). Geographic and genetic population differentiation of the Amazonian chocolate tree
(Theobroma cacao L). PLoS ONE, 3(10): e3311. doi: 10.1371/journal.pone.0003311

Montaleza, J. 2020. Analisis de la diversidad morfoldgica de cacao (Theobroma cacao L.) del

72



jardin clonal de la UTMACH. Tesis Ing. Agr. Machala, Ecuador. UTM. 122 p.

Montes, M. 2016. Efectos del fosforo y azufre sobre la variable rendimiento de mazorcas en una
plantacion de cacao (Theobroma cacao L.) CCN-51, en la zona de Babahoyo. Tesis Ing. Agr.
Babahoyo, Ecuador. UTB. 114 p.

Mucherino, J., de Melo, C., Santana Silva, R., Luz, E., & Corréa, R. (2021). Structural and
functional genomics of the resistance of cacao to Phytophthora palmivora. Pathogens, 10(8),
961. https://doi.org/10.3390/pathogens10080961

Mukherjee, P., Mendoza-Mendoza, A., Zeilinger, S., & Horwitz, B. (2022). Mycoparasitism as a
mechanism of Trichoderma-mediated suppression of plant diseases. Fungal Biology Reviews,
39, 15-33. https://doi.org/10.1016/j.tbr.2021.11.004

Mukhopadhyay, R., & Kumar, D. (2020). Trichoderma: a beneficial antifungal agent and insights
into its mechanism of biocontrol potential. Egyptian Journal of Biological Pest Control,
30(1), 133. https://doi.org/10.1186/s41938-020-00333-x

Orellana Riofrio, G. 2022. Evaluacién de Trichoderma sp. en control de Phytophthora sp.,
causante de la enfermedad Mazorca Negra en cacao, a nivel invitro. Disponible en
http://repositorio.utmachala.edu.ec/bitstream/48000/18484/1/TTUACA- 24  2022-1A-
DEO00010.pdf

Pani, S., Kumar, A., & Sharma, A. (2021). Trichoderma harzianum: una descripcion general.
Boletin de Medio Ambiente, Farmacologia y Ciencias de La Vida, 10(6), 32-39.

Parco, M., Camacho, A., Oscco, 1., Parco, J., Bobadilla, L., y Dionisio, F. (2022). Efecto de acidos
huamicos, biocidas y micronutrientes protectores en el control de plagas y enfermedades de
cacao (Theobroma cacao L.) en Pichanaki. Revista de Investigacion. Agropecuaria 54

Science and Biotechnology, 2(1), 39-47.

73



https://repositorio.inia.gob.pe/handle/20.500.12955/1949.

Pefia, R. R., & Paez, J. E. (2015). Fitopatologia. UPTC.

Pérez, E., Guzman, R, Alvarez, C., Lares, M., Martinez, K., Suniaga, G., Pavani, A. (2021) Cacao,
cultura y patrimonio: un habitat de aroma fino en Venezuela. Revista RIVAR Vol. 8, N° 22.
Pag: 146-162

Perrine, F. (2020). Phytophthora palmivora—cocoa interaction. Journal of Fungi, 6(3), 167.
https://doi.org/10.3390/j0f6030167

Plancarte, A., Rodriguez, G., Fernandez, Y., Pedraza, M., Lopez, L., Diaz, M., & Fernandez, S.
(2017). Protocolos de aislamiento y diagnostico de Phytophthora spp . enfoque aplicado a la
investigacion. Revista Mexicana de Ciencias Agricolas, 8, 1867-1880.

Prajapati, S., Kumar, N., Kumar, S., Lakharan, L., & Maurya, S. (2020). Biological control a
sustainable approach for plant diseases management: A review. Journal of Pharmacognosy
and Phytochemistry, 9(2), 1514—-1523.

Puig, A., Quintanilla, W., Matsumoto, T., Keith, L., Gutierrez, O., & Marelli, J. (2021).
Phytophthora palmivora causing disease on Theobroma cacao in Hawaii. Agriculture, 11(5),
396. https://doi.org/10.3390/agriculture1 1050396

Randy, P. (2016). The Impact of Diseases on Cacao Production: A Global Overview. En S. I. P.
Switzerland (Ed.), Cacao Diseases: A History of Old Enemies and New Encounters (pP. 33-
59). Department of Plant Pathology, University of Florida. https://doi.org/10.1007/978-3-
319-24789-2

Ramirez, L., Abaunza, C., Rodriguez, L., Varon, E., Barragan, E., & Rojas, J. (2020). Modelo
productivo para el cultivo de cacao (Theobroma cacao) para el departamento del Huila.

Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria - Agrosavia. Disponible en:

74



http://hdl.handle.net/20.500.12324/36479

Roberto, N., Silva, V., Steindorf, A., Viera, E., Ferreira, E., & Ulhoa, C. (2019).
Trichoderma/pathogen/plant interaction

Rodriguez-Polanco, E., & Vera, A. G. (2015). Identificacién y manejo de la pudricion parda de la
mazorca (Phytophthora sp.) en cacao. Corporacion colombiana de investigacion
agropecuaria-AGROSAVIA. 60 p. http://hdl.handle.net/20.500.12324/13138

Rojas, R., Rodriguez, C., Ruiz, C., Portales, R., Neyra, E., Patel, K., Mogrovejo, J., Salazar, G.,
Hurtado, J. (2018). Cacao Chuncho del Cusco.
https://www.researchgate.net/publication/322992031

Sanchez, A., Villarruel, J., & Maldonado, L. (2021). Mycoparasitic antagonism of a Trichoderma
harzianum strain isolated from banana plants in Oaxaca, Mexico. Biotecnia, 23(1), 127-134.
https://doi.org/10.18633/biotecnia.v23i1.1310

Sanchez, E. (2017). Efecto de tipos de secado del cacao (Theobroma cacao L.) CCN-51 en la
preservacion de polifenoles totales y antocianinas. En U. N. Martin., Tesis para obtener el
titulo de Ingeniero Agroindustrial. (pag. 71). Tarapoto, Peru.

SENASICA. Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria. (2020). Ficha
Técnica: Aislamiento de bacterias fitopatogenas y pruebas de patogenicidad [Version 1.0].
Autor

Sharma, S., Kour, D., Rana, K., Dhiman, A., Thakur, S., Thakur, P., Thakur, S., Thakur, N.,
Sudheer, S., Yadav, N., Yadav, A., Rastegari, A., & Singh, K. (2019). Trichoderma:
Biodiversity, Ecological Significances, and Industrial Applications (pp. 85-120).
https://doi.org/10.1007/978-3-030-10480-1 3.

Surujdeo, S., Sreenivasan, T., Motilal, L., & Umaharan, P. (2016). Cacao diseases: A history of

75



old enemies and new encounters. En Cacao Diseases: A History of Old Enemies and New
Encounters  (pP. 1-633). Springer  International  Publishing  Switzerland.
https://doi.org/10.1007/978-3-319-24789-2

Thomas, E., van Zonneveld, M., Loo, J., Hodgkin, T., Galluzzi, G., & van Etten, J. (2012). Present
spatial diversity patterns of Theobroma cacao L. in the neotropics reflect genetic
differentiation in pleistocene refugia followed by human-influenced dispersal. PLoS ONE,
7(10): e47676. doi: 10.1371/journal.pone.0047676

Tyskiewicz, R., Nowak, A., Ozimek, E., & Jaroszuk, J. (2022). Trichoderma: The Current Status
of Its Application in Agriculture for the Biocontrol of Fungal Phytopathogens and Stimulation
of Plant Growth. International Journal of Molecular Sciences, 23(4), 2329.
https://doi.org/10.3390/ijms23042329

Vanegtern, B., Rogers, M., & Nelson, S. (2015). Podredumbre negra de la vaina del cacao causada
por Phytophthora palmivora. Enfermedad de Las Plantas, 108, 1-5.

Vélez, M. (2021). Seleccion e identificacion de microorganismos nativos del suelo de cacao
(Theobroma cacao L.) con potencial antagdnico contra Phytophthora sp. a nivel in vitro de
la hacienda “La Dolorosa”, provincia de Esmeraldas. Universidad de la Fuerzas Armadas.

Vera, M., Bernal, A., Leiva, M., Vera, A., Vera, D., Pefiaherrera, S., & Jiménez, V. (2018).
Microorganismos endéfitos asociados a Theobroma cacao como agentes de control bioldgico
de Moniliophthora roreri. Centro Agricola, 45(3), 81-87.

Waterhouse, G. M. 1963. Key to the species of Phytophthora de Bary. Commonw. Mycol Inst.
Kew, UK. 92 p

Woo, S., Hermosa, R., Lorito, M., & Monte, E. (2023). Trichoderma: a multipurpose, plant-

beneficial microorganism for eco-sustainable agriculture. Nature Reviews Microbiology,

76



21(5), 312-326. https://doi.org/10.1038/s41579-022-00819-5

Xiao, Z., Zhao, Q., Li, W., Gao, L., & Liu, G. (2023). Strain improvement of Trichoderma
harzianum for enhanced biocontrol capacity: Strategies and prospects. Frontiers in
Microbiology, 14. https://doi.org/10.3389/tmicb.2023.1146210

Yao, X., Guo, H., Zhang, K., Zhao, M., Ruan, J., & Chen, J. (2023). Trichoderma and its role in
biological control of plant fungal and nematode disease. Frontiers in Microbiology, 14.
https://doi.org/10.3389/fmicb.2023.1160551

Zin, N., & Badaluddin, N. (2020). Biological functions of Trichoderma spp. for agriculture
applications. Annals of Agricultural Sciences, 65(2), 168-178.

https://doi.org/10.1016/j.a0as.2020.09.003

77



IX. ANEXOS FOTOGRAFICOS
Figura 25. Recoleccion de muestras en el sector Pan de azicar del distrito de Echarati —

La convencion — Cusco.

Figura 26. Muestras de mazorca de cacao con sintomas de pudricion parda en el
laboratorio de fitopatologia y microbiologia de 1a Universidad Nacional Intercultural de

Quillabamba, listos para el procedimiento del aislamiento del fitopatogeno.
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Figura 27. Muestra de mazorca de cacao con sintomas de pudricion parda con presencia

de signo de la enfermedad, luego de conservar en camara humeda.
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Figura 28.  Placas Petri en evaluacion: crecimiento micelial de Phytophthora palmivora a

las 48 horas después de la siembra.
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Figura 29.  Placas Petri en evaluacion: crecimiento micelial de Phytophthora palmivora a

las 96 horas después de la siembra.
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Figura 30.  Placas Petri en evaluacion: crecimiento micelial de Phytophthora palmivora a

las 120 horas después de la siembra.
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Figura 31.  Trichoderma viride en evaluacion.

Nota: A) reverso de la placa petri evaluada. B) anverso de la placa petri. C) reverso de la placa
petri evaluada bajo luz. D) anverso de la placa petri evaluada bajo luz. E) Trichoderma viride en

esporulacion o fase de reproduccion.
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Figura 32.  Trichoderma lignorum en evaluacion.

D

Nota: A) reverso de la placa petri evaluada bajo luz. B) anverso de la placa petri bajo luz. C) y D)
Trichoderma lignorum en esporulacion o fase de reproduccion.

Figura 33.  Trichoderma harzianum en evaluacion

B

Nota: A) reverso de la placa petri evaluada bajo luz. B) anverso de la placa petri. C) Trichoderma

harzianum en esporulacion o fase de reproduccion
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Figura 34. Acompafamiento del asesor Mg Sc. Luis Justino Lizarraga Valencia durante
el desarrollo de la presente investigacion en el laboratorio de fitopatologia y

microbiologia de la Universidad Nacional Intercultural de Quillabamba.

Figura 35. Acompaiiamiento de la asesora Ph.D. Fanny Rosario Marquez Romero
durante la ejecucion de la investigacion en el laboratorio de fitopatologia y microbiologia

de la Universidad Nacional Intercultural de Quillabamba.
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Figura 36.  Procedimientos preliminares a la instalacion de un experimento

B

Nota: A) Organizacion de placas Petri y otras herramientas necesarias dentro de la cabina de
seguridad previamente esterilizadas. B) Esterilizacion de la cabina de seguridad por 15 minutos
conrayos UV. C), D)y E) Inicio de las actividades dentro de la cabina de seguridad, considerando
el buen manejo de las herramientas, insumos y material bioldgico para una exitosa instalacion del

experimento.
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