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RESUMEN
El presente estudio titulado “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 es Evaluar el potencial de biocontrol in vitro con cepas de
Trichoderma sobre Moniliophthora roreri del cacao del distrito de Echarate- La
Convencién-Cusco. La investigacion se desarroll6 a nivel in vitro y se empled un
disefio experimental completamente al azar con 10 tratamientos y 7 repeticiones,
haciendo un total de 70 unidades experimentales el cual se efectu6 mediante la
técnica de enfrentamiento de cultivos duales Meza (2008) y Howell (2003).
Se realiz6 la identificacion macro y microscopicamente de una cepa de Moniliophthora
roreri procedente de Pan de azUcar-Echarate-La Convencion.
El mejor medio de cultivo se obtuvo con el medio: Soja- agar en una concentracion
Alta de 500 gr con un indice de crecimiento de 90 mm.
Se realiz6 la identificacion macro y microscopicamente de nueve cepas del hongo
Trichoderma spp. procedentes de: Sahuayaco, Palma real, Yomentoato, Alta
Rosalinas, Ivochote, Ichiquiato A, Alcuzama alto, Ichiquiato B y Alcuzama bajo.
Todos los Trichodermas spp. tuvieron un crecimiento micelial superior a
Moniliophthora roreri.
Los aislados nativos Th-7 y Th-4 con 51.07%, y 48.57% respectivamente son
antagonistas con una alta capacidad de antagonismo, competencia por espacio,
micoparasitismo e inhibicion del crecimiento del patégeno M-1 de Moniliophthora

roreri.
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Todas las cepas de Trichoderma presentaron un PICR superior al 20%., lo cual
demuestra una inhibiciébn potencial de biocontrol y agentes antagonicos eficientes
conta el fitopatdgeno.

Palabras clave: Biocontrol, Trichoderma, nativo y fitopatégeno.
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INTRODUCCION
En el Peru, el cultivo de cacao (Thebroma cacao L.) es una actividad con gran impacto

social y economico.

La produccion de cacao en el Pert alcanzé 15 mil toneladas, con los principales
departamentos productores como: San Martin, Cusco, Amazonas, Ayacucho, Junin,

Ucayali, Huanuco, Pasco y Madre de Dios que cada afio aumentan su produccion.

Esto indica que la produccién de cacao alcanzé una extension mayor de 1 700 000
hectareas de cultivo y que genera ganancias por encima de los 900 millones de

ddlares, que se exportan anualmente.

La agricultura en la provincia de La Convencion posee problemas graves en la gestion
de sanidad, motivo por el cual la produccién en el campo estd restringida por
enfermedades y plagas, la utilizacion de agentes de control biologico se considera
una adecuada opcion econdémica; ya que su costo es inferior que un producto quimico,
asi mismo, cabe resaltar que el incremento en las frecuencias de uso de estos
productos no producird cuerpos resistentes, porque se dirige a objetivos especificos,
de este modo su espectro de accion estrecho permite que no cause dafos a insectos
benignos.

La presencia de moniliasis en los frutos del cacao dificulta la produccién en calidad
de mazorca,

las enfermedades son un problema importante en la produccion de granos de cacao,
gue puede provocar hasta el 90% de la pérdida de la cosecha cada afio.

Como respuesta positiva y especifica al movimiento global de la limpieza del planeta,
las acciones de agricultura organica se han expandido e implementado mediante el

uso de microorganismos antagonicos competitivos en los ultimos afios, que impiden



la incidencia de enfermedades en aquellos cultivos con gran demanda por sus

caracteristicas en el mercado y asi cumplir con las demandas en el extranjero.

Esta investigacion tiene como propésito principal la difusién del agente de biocontrol,
para dar solucion a los problemas ocasionados por la moniliasis en el género
Theobroma, que es uno de los principales cultivos del area, enmarcado en una
agricultura organica y debido a ello optimizar la calidad de vida del cacaotero

convenciano.

La Autora.



|. PROBLEMA OBJETO DE INVESTIGACION

1.1 Identificacion del problema objeto de investigacion

Se considera a la produccion del cacao como uno de los primordiales rubros de
explotacion del Peru, debido a sus adecuados caracteres organolépticos que tiene
como: sabor, olor, color, textura y temperatura, con una acogida grandiosa en el
mercado mundial, no obstante; hay algunas enfermedades que pueden afectar
seriamente estas caracteristicas, en especial a los organos directos, como la
mazorca, en particular estas enfermedades se producen por hongos (Moniliophthora
roreri), para el control de estas enfermedades fungicas, las personas han optado por
el control quimico y el manejo integrado para utilizar sustancias quimicas que
afectaran el medioambiente, el suelo y los seres humanos a largo plazo; pero lo mas
importante, biocontroladores de la fauna coexistente con los hongos.

La moniliasis (Moniliophthora roreri), perjudica de forma directa al fruto en toda fase
de su desarrollo, provocando importantes pérdidas de produccion, perdidas en la
calidad del cacao y en general pérdidas monetarias de los productores. Este se

convierte en el mayor componente restrictivo en la produccion del cacao.

En la provincia de la Convencion, la produccion de cacao genera un medio de obtener
ingresos para estas familias, ya que se tiene, una diversidad de cualidades y

caracteristicas importantes de sabor y aroma.

El dafio de Moniliasis genera bajos rendimientos de este cultivo, siendo asi, una
limitante de mayor importancia, por ello, es de mucha relevancia poseer una técnica
de control, con armonia en el manejo y resguardo del medioambiente y que, ademas,

sea de facil acceso.



A pesar de optar por diversas acciones de manejo integral, el aumento de los
fitopatdgenos, la reduccion de la productividad y los elevados costos de produccion

siguen siendo evidentes.

1.2 Formulacion del problema

1.2.1 Problema general
¢, Cudl es el potencial de biocontrol in vitro con cepas de Trichoderma sobre

Moniliophthora roreri, agente causal de la moniliasis del cacao?

1.2.1 Problemas especificos
¢, Cuantas especies de hongos fitopatégenos se encontraran en frutos de cacao en

Echarate?

¢,Cual es el indice de crecimiento micelial de Moniliophthora roreri en diferentes

medios de cultivo?

¢,Cuantas cepas de Trichoderma se encontrara en muestras de suelo provenientes

de sistemas agroforestales de cacao en Echarate?

¢ Cuél es el indice de desarrollo micelial de cepas Trichoderma spp encontrados en

muestras de suelo?

¢,Cual sera el porcentaje de biocontrol, de las nueve cepas nativas de Trichoderma spp

sobre la moniliasis (Moniliophthora roreri) del cacao?



Il. OBJETIVOS Y JUSTIFICACION

2.1 Objetivo general
v' Evaluar el potencial de biocontrol in vitro con cepas de Trichoderma sobre

Moniliophthora roreri del cacao del distrito de Echarate- La Convencidén-Cusco.

2.2 Objetivos especificos

v' Aislar e identificar mediante caracteristicas morfolégicas a los hongos
fitopatdgeno encontrados en frutos de cacao de Echarate.

v' Determinar el indice de crecimiento micelial de Moniliophthora roreri, en
diferentes medios de cultivo.

v' Aislar e identificar mediante caracteristicas morfologicas cepas del hongo
antagonista Trichoderma spp., a partir de muestras de suelo, provenientes de
9 sistemas agroforestales de cacao de Echarate.

v' Determinar el crecimiento micelial de Trichoderma spp. por dia a nivel “in Vitro”.

v' Determinar el porcentaje de biocontrol de nueve cepas nativas de Trichoderma
spp. sobre 1 cepa nativa de moniliasis (Moniliophthora roreri) del cacao,

proveniente de Echarate.



2.3 Justificacion
La utilizacion de microorganismos de rizosfera es una buena alternativa para el control
de enfermedades fungicas, se enfatiza en el hongo Trichoderma spp., por ser un
hongo beneficioso que puede controlar otros hongos que provocan dafios para las
plantas. Su aplicacion nos permite la interaccion armoniosa con el medioambiente y

Nnosotros mismos.

Este proyecto revelo la presencia de cepas de Trichoderma spp., asi mismo tienen el
potencial de control biolégico de Moniliophthora roreri. La investigacion realizada
servird de guia a los mecanismos estratégicos para manejar de manera efectiva y
adecuada las enfermedades en los cultivos, aumentando asi la produccién, la calidad

y evitando importantes pérdidas econémicas.

Econdmico: Las practicas de biocontrol con antagonistas reducen notoriamente el
costo de produccion, esta técnica prevé la resistencia de plagas, y cuando se instala
en el campo de control es permanente, ademas de prever la emergencia o reaparicion
de plagas secundarias, también tiene el beneficio adicional de reducir los costos de

control.

Social: Esta enfermedad ha causado enormes pérdidas econémicas, por lo cual el
uso de biocontrol ayuda a todas familias productoras en un mejor manejo de

produccién sostenible.

Ambiental: La practica de biocontrol trae un impacto ambiental positivo, para
mantener un equilibrio, pérdida de especies de plantas silvestres y conservacion del

ecosistema.

Por tanto, la utilizacibn de antagonistas para controlar plagas y enfermedades

agricolas brinda datos valiosos, que no solo puede reducir las altas pérdidas



econOmicas, sino también reducir el uso excesivo de plaguicidas que tienen

consecuencias negativas en la salud y el medioambiente.

. HIPOTESIS

3.1 Hipotesis general:
- Las cepas de Trichoderma sobre Moniliophthora roreri, agente causal de la

moniliasis en estudio pueden que presenten un potencial de biocontrol in vitro.

3.2 Hipotesis especificas:

- Al menos existe mas de una especie de fitopatdégenos en frutos de cacao.

- Es posible que Moniliophthora roreri presente diferencias de crecimiento
cuando sea expuesto a diferentes medios de cultivos.

- Con las muestras de suelo provenientes de cada zona de Echarate
agroforestales de cacao se encontraran cepas de Trichoderma.

- A nivel in vitro seré posible determinar el crecimiento micelial de los agentes
de biocontrol.

- Todos los Trichodermas aislados de Echarate ejercen antagonismo sobre

Moniliophthora roreri.



IV. MARCO TEORICO
4.1 Origen y distribucion del cacao
Motamayor (2002), sefiala que el género Theobroma a través de caracterizaciones
moleculares es una especie que radica en América Central, las cuales fueron

descendientes de las poblaciones de Suramérica.

Se indica que el origen del cacao (Theobroma cacao L.) se encontraria en el norte
peruano; no obstante, la presencia de especies nativas y silvestres esparcidas en las
regiones central y sur del alto Amazonas apoyara la hipotesis de que los origenes
incluyen las regiones central y sureste peruano, las cuencas del rio Urubamba,

Ucayali y Huallaga.

4.2 Taxonomia del cacao
Garcia, (1987), como se citd en Silva (2015) el genero Theobroma esta constituido
por mas de 20 especies; lo clasifica jerarquicamente con la siguiente categoria

taxondémica:

Reino: Plantae
Division: Fanerégamas
Subdivisién: Angiosperma
Clase Dicotiledoneas: Orden Malvales
Familia: Esterculeaceae
Género: Theobroma

Especie: Theobroma cacao L.



4.3 Variabilidad
Motamayor et al., (2008), lograron diferenciar 10 grupos genéticos; diferenciados por
ubicacion geogréfica, tal como se muestra en la Figura 1, y son los siguientes:
Amelonado, Contamana, Criollo, Guraray, Guiana, lquitos, Marafion, Nacional, Nana

y Purus.

Figura 1. 10 nuevos grupos genéticos de cacao.

Fuente: Geographic and Genetic Population Differentiation of the Amazonian
Chocolate Tree (Theobroma cacao L.) Motomavor 2008.
4.4 Descripcion botanica
Arvelo et al., (2017), describen las caracteristicas del género del
Theobroma como una planta perenne. De corteza oscura, gris o color café, con

ramas cafés y finamente vellosas.

4.4.1 Raiz
Arvelo et al., (2017), mencionan que presenta una raiz principal, vigorosa

y grande con una profundidad de hasta 3 metros, esto depende al piso



ecoldgico, suelo y condiciones ambientales. También presenta raices primarias
y secundarias. El tipo de reproduccion influye en el sistema radicular.
4.4.2. Tallo
Arvelo et al., (2017), indican que el tallo es erecto, presenta ramificaciones

gue determinan la disposicién de la planta. El color depende a la variedad,
puede ser gris castafo, café verduzco con 3 0 4 ramas abiertas en forma de
brazos que forman una horqueta la cual ayuda a sostener los frutos.
4.4.3 Hoja

Arvelo et al., (2017), las hojas tienen caracteristicas sencillas, oblongas,
coriaceas, brillantes, de longitud entre 25 y 35. Dependiendo de la variedad
van del verde oscuro al verde claro, son muy fragiles y se dafian facilmente con
la luz solar y se afectan por las condiciones del clima. Por lo tanto, las plantas

necesitan de los cuidados de sombra en el primer afio.

4.4.4 Flor

Arvelo et al., (2017), las flores se insertan en el tronco de las ramas
principales del arbol, por ello las flores se presentan en cojines florales.
Presenta flores pentdmeras y sostenidas por un pedicelo largo y delicado de
uno a dos centimetros de longitud. Tiene cinco sépalos que varian de blanco a
rosa claro que se extiende en forma de estrella. Los cinco pétalos estan
insertados en la corola.
4.4.5 Fruto

Arvelo et al., (2017), presenta fruto en forma de baya mas conocida como
mazorcas drupaceas, son de forma oblonga a fusiformes, el peso de la

mazorca varia de 200 a 1 kilo, donde se puede encontrar de 20 a 50 almendras
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o granos de forma redondeada o aplanada, cubierta en una capa de pulpa de
mucilago, amarillento-blanco, con un sabor agridulce y un aroma agradable.
4.4.6 Semilla
Arvelo et al., (2017), mencionan que las semillas tienen un color parpura
o blanduzco, en forma de almendras, presentan un aroma floral intenso con un
sabor amargo. Contiene gran cantidad de grasa, es la materia prima que a
través de procesos sirve para la elaboracion del chocolate.
4.5 Principales plagas
Arvelo et al., (2017), mencionan que la produccion y productividad se ve
limitada por la presencia de enfermedades, por ello es necesario tener un manejo
y control adecuado. Estudios recientes en zonas principales productoras de cacao,
sefiala la presencia de distintas enfermedades, siendo las mas importantes la

“Pudricion parda” “Moniliasis” y “Escoba de bruja” y también Garcia (2010), indica

gue la presencia de Carmenta se considera como una plaga importante.

4.5.1 Moniliasis (Moniliophthora roreri (Cif y. Par))

Perez-vicente (2018), indic66 que la Moniliasis constituye una enfermedad
con mucha relevancia del género Theobroma que ataca a las mazorcas en
cualquiera de sus estados de desarrollo. Se evidencian los primeros sintomas en

los 15 a 15 dias posterior a la infeccion del fruto.

En frutos menores de 3 meses presentan gibas y deformaciones que causa la
pérdida de todo el grano. En frutos con madurez fenoldgica presenta unas manchas
de color marrén cubriendo parte de la mazorca, posteriormente sobre esta mancha
pasada unos dias se presenta una felpa pulverulenta blanca que posteriormente
esta emite polvo y permite que las esporas de hongos se multipliquen, y cuando

caen sobre frutos sanos y en humedad, volveran a formar todo el ciclo mencionado
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y seguiran provocando dafios. Todo ciclo de enfermedad dura entre sesenta y

setenta dias en promedio.

4.5.2 Pudricién parda (Phytophthora palmivora (Bult))

(Arvelo et al., 2017), mencionan que esta enfermedad se ocasiona por el hongo
patdgeno Phytophthora palmivora. Ataca principalmente a la mazorca, estos tienen
manchas de color marrén oscuro que puede cubrirlo por completo, pero a partir de
la parte inferior de la mazorca, y esta caracterizada por un borde claro de la

mancha. Los sintomas también se pueden ver en hojas, troncos e incluso raices.

La diferencia principal con la Moniliasis es que Unicamente ataca a las mazorcas,

y, por otro lado, la Phytophthora ataca toda la planta de cacao.

4.5.3 Escoba de Bruja (Moniliophthora perniciosa (Stahel) Aime)
Perez-vicente (2018), menciona que la presencia de Escoba de bruja en el
género Theobroma es considerada como la enfermedad endémica, es considerada
como la enfermedad mas importante, con su origen en el valle alto del Amazonas.
La enfermedad cuyo agente causal es Moniliophthora perniciosa, ataca al fruto,
hojas, cojines florales y brotes, sin embargo, el dafio més severo se da en los brotes
apicales, los cuales generan un engrosamiento anormal que dan la apariencia de

una “escoba de bruja”.

4.5.4 Perforador de la mazorca del cacao (Carmenta foraseminis (Busck)
Eichlin)

(Arvelo et al., 2017), indican que este insecto causa dafos directos en el fruto,

pueden ser en frutos menores o con madurez fisioldgica, el insecto deposita

individualmente sus huevos en los surcos de la mazorca. Una vez que el huevo

eclosiona, las larvas ingresaran formando pequefias galerias en el fruto. Las larvas
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comenzaran a alimentarse de la placenta y el mesocarpio del fruto del “cacao”. Al
finalizar esta fase las larvas maduran y crean una salida al exterior, cuando el
adulto emerge del capullo sale al exterior, dejando un orificio que permite el ingreso
de patdgenos que generan un dafio mas significado en las semillas, los cuales

afectan a las cualidades sensoriales.

4.6 Moniliasis del cacao

4.6.1 Etiologia

FHIA (2012), da a conocer que Moniliophthora roreri presenta dos estilos de vida,
una fase donde se alimenta de tejidos vivos teniendo un estilo de vida biotrofico
donde posteriormente estas cambian a un estilo de vida necrotrofico.

Clasificacion taxon6mica de la monilia

Moreira, 2004 como se citd en Silva (2015) Clasificacion taxonémica
Reino: Fungi
Phylum: Basidiomycota
Clase: Basidiomycetes.
Subclase: Agaricomycetidae
Orden: Agaricales
Familia: Marasmiaceae
Género: Moniliophthora
Especie: Moniliophthora roreri

4.6.2 Sintomas de la moniliasis

Cerrén (2012), el patogeno infecta al fruto lo cual genera una secuencia de
sintomas, estas se presentan primordialmente en las primeras etapas de progreso de
las mazorcas, el primer indicio de infeccidn; son las presencias de puntos en forma

de manchas de un color aceitoso.
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Pérez-Vicente (2018), indica que presenta sintomas en el fruto de “cacao” como
manchas aceitosas, en frutos menores se presenta gibas y tumefacciones, también
presentan manchas cafés irregulares en los tejidos afectados, después del tiempo de
infeccion aparece una capa blanca que envuelve al fruto mas conocido como
“momificacion”.

4.6.3 Ciclo biolégico

Fundacién Hondurefia de Investigacion Agricola (FHIA) (2012), reporta que el
ciclo se ve influenciado por las condiciones climaticas, inicia cuando la humedad
ambiental es baja, las fuentes de inoculo que pueden ser mazorcas cosechadas que
fueron dejadas en las parcelas o frutos viejos en estado de momificacion, los cuales
se conservan su viabilidad durante 8 a 9 meses donde se generan millones de
esporas que luego son diseminadas por lluvia, viento o insectos, y se depositan en la
zona de las hojas y frutos en todo estado de desarrollo. De 30 a 45 dias después de
la infeccion expresa los sintomas primarios como son manchas aceitosas, gibas y
tumefacciones en los frutos finalmente se momifican.

Figura 2. Ciclo bioldgico de Moniliophthora roreri (Cif y Par)

Fuente: Fundacion Hondurefia de Investigacion Agricola, [FHIA], (2012).
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4.6.4 Método de aislamiento de Moniliophthora roreri

Barros y Sanchez (1979), describen el método de desinfeccion superficial de la
mazorca con alcohol al 40% por un minuto y posteriormente, con hipoclorito de sodio
al 1% durante un minuto. Se frota la mazorca, y luego se lava con alcohol y flamea.
Después de esta desinfeccion, se cortan pequefios trozos y se desinfectan con
hipoclorito al 1% durante un minuto y se transfirieren a medio PDA.

Suarez (2006), describe el método de aislamiento aplicando una modificacién a
métodos anteriores donde los aislamientos se realizaron a partir de mazorcas
infectadas por Moniliophthora roreri tomando trozos de 2 cm x 2cm, los cuales se
lavan con agua para mas tarde ser expuestos a agentes desinfectantes como
hipoclorito de sodio al 2,5 y 3%, durante 2 minutos, y alcohol al 60% durante 3
minutos.

Gonzalez y Roble (2014), describen el método de desinfeccion que consiste en
realizar un raspado de frutos esporulados en condiciones de laboratorio, dispersando
esporas en medio de cultivo PDA reforzado con una solucion de Sulfato de
Gentamicina. Procediendo a dispersar esporas con ayuda de un pincel estéril,
realizando de esta manera la siembra en platos Petri con medio de cultivo PDA, pH
5.5 y suplementado con Cicloheximida 3% y Cloranfenicol 3%.

Villamil et al., (2012), describe el método de desinfeccion utilizando una aguja
previamente esterilizada, se toma micelio de la mazorca completamente esporulada
en condiciones de laboratorio y se siembra en cajas con medio de medio de cultivo

PDA, con un pH 5.5 y suplementado con 800 pL de Sulfato de Gentamicina.

4.7 Del agente de biocontrol
Villegas (2004), manifiesta que por medio de estudios en su estructura y

caracteristicas se clasifico como gasteromiceto y se encuentra entre los hongos que

15



presenta un potencial como antagonista. Siguientes estudios se han enfocado en
descubrir sus cualidades en el control biologico para los cultivos agricolas, teniendo
mas uso en la agricultura actual.

El género Trichoderma spp. se encuentra en la rizosfera y en otros medios. Por las
caracteristicas que presenta se ha utilizado como agente de biocontrol frente a
fitopatdgenos reemplazando asi a los fungicidas. Su adaptabilidad hace que esté
distribuido ampliamente por el mundo especialmente en suelos con abundante
materia en organica por ello estan clasificados en grupos de hongos lignicolas,
hipogeos y depredadores.

Benitez et. al., (2004), estos autores describen al género Trichoderma spp. como
un potencial de biocontrol debido a su amplia distribucion por el mundo, por su
habilidad de adaptabilidad a diferentes estados medioambientales y sustratos,
presentar virulencia contra diferentes fitopatdégenos y actuar como defensa en el

desarrollo de las plantas.

4.7.1 Clasificacion taxondmica del Trichoderma

El hongo se clasifica taxonédmicamente de esta manera, Argumedo (2004).
Reino: Myceteae
Division: Eumycota
Subdivisién: Ascomycotina
Clase: Euascomycetes
Orden: Hyphocreales
Familia: Hypocraceae
Género: Trichoderma

4.7.2 Morfologia
Fernandez-Larrea, (2003) menciona que los hongos del género Trichoderma son

compatibles y eficientes gracias a su adaptabilidad al medio ambiente, lo cual permite
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el manejo como agente de biocontrol frente a patdégenos que causan pérdidas
significativas.
4.7.3 Mecanismos de control biolégico o biocontrol

Fernandez-Larrea, (2003) menciona que estos antagonistas presentan sistemas de
accion que ayudan a mitigar el avance de patdgenos. Entre los primordiales
mecanismos se encuentra, competencia directa (territorio y nutriente), inhibicion
mediante antibidticos (antibiosis) y por micoparasitismo, precisar con exactitud los
mecanismos que participan en el proceso antagonista-patogeno es dificil de
determinar, puesto que no poseen un solo modo de accidn, ya que pueden interactuar
con multiples mecanismos al mismo tiempo, siendo esta una caracteristica importante
como agente de biocontrol. Si el antagonista tiene multiples modos de accion, puede
reducir el riesgo de que los patdégenos desarrollen resistencia. Al utilizar una
combinacién de antagonistas con diferentes modos de accién, también se reduce este

riesgo de resistencia.

4.7.3.1 Micoparasitismo

Benitez et al., (2004), describen que el micoparasitismo comprende un ataque
inmediato de un hongo a otro hongo, siendo un procedimiento con mucha complejidad
gue implica eventos continuos, incorporando la identificacion, el ataque, penetracion
y asesinato del anfitrion. Trichoderma spp. podria jugar un efecto de control biolégico
directo parasitando varios hongos, manifestando otros hongos y creciendo hacia ellos.
La teledeteccion se debe en parte a la expresion secuencial de CWDE, principalmente
proteasas, glucanasas y quitinasas. El modo de induccién es diferente para una cepa
de Trichoderma. Se cree que los hongos secretan exoquitinasas de forma constitutiva
en niveles bajos. Cuando las quitinasas degradan paredes celulares de los hongos,

liberan oligdmeros que inducen exoquitinasas, y comienza el ataque.
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Infante et al., (2002), tienen por definicién del micoparasitismo en una simbiosis
antagonista entre organismos, de forma general implica enzimas extra celulares de la
quitinasas y la celulasa, e incumbe a la degradacion de la estructura de la pared
celular del hongo parésito. A lo largo del proceso de micoparasitismo, el Trichoderma
crece hacia el huésped, a menudo se enrolla sobre él y ocasionalmente lo penetra.

Harman (2000), sostiene que el micoparasitismo que tiene Trichoderma spp. ha
sido considerado durante mucho tiempo un importante mecanismo de accién del
biocontrol. Este es un procedimiento complicado que implica el crecimiento tropical
del biocontrol.

4.7.3.2 Antibiosis

Infante et al., (2002), se describen diversas especies de Trichoderma spp. Son
producidos metabolitos volatiles y no volatiles, algunos de ellos interactian con la
membrana plasmatica de los huéspedes e inhiben el desarrollo de estos

microorganismos. Tales sustancias inhibidoras son calificadas como “antibiéticos”.

4.7.3.3 Antagonismo

Infante et al., (2002), definen que los antagonistas mitigan dafios causados por las
enfermedades, en suelos con buena disponibilidad de humedad dando como
resultado un incremento de poblacién del antagonista. Para la obtencién de este
propdésito, los microorganismos benéficos tienen diversas capacidades que les
posibilitan ejercer su regulacion biologica. Estos atributos, junto con la habilidad de
reproducirse en grandes cantidades, son uno de los factores mas importantes para

su eleccién como agentes de control biologico.

4.7.4 Técnicas de aislamiento de Trichoderma spp
Suarez y Rangel (2013), describen que con muestras de suelo obtenidas de los

cultivos de cacao se realizan diluciones seriadas hasta 10-4. Se siembran en
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superficie 100 pl de la diluciébn 10-3 para hongos en agar PDA con antibiético

(Gentamicina 2 ml/lt), pH 5.5 y se incuban a 28 °C.

Arnold et. al., (2000), describen que con muestras de corteza se realizan cortes
de 5x5 mm del parénquima del cilindro vascular. En las muestras de tejido foliar se
realizan cortes de 5x5 mm en el peciolo, asi como en la parte basal, media y apical
con porcidn de nervadura central y lamina foliar. Para las muestras de frutos se retira
el epicarpio y se realizaron cortes de 5x5 mm de la parte apical, basal y media del

fruto.

Obtenidos los explantes de cada tejido, se procede a realizar la desinfeccion
tratandolos por separado, iniciando con Etanol al 70 % durante 30 segundos e
Hipoclorito de Sodio al 2% durante 5 minutos, enjuagando con agua destilada estéril
de dos a tres veces al final de cada desinfeccion.

Los explantes se secan en papel toalla estéril en cabina de flujo laminar y luego se

incuban a 28°C.
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V. DISENO DE LA INVESTIGACION

5.1 Tipo de investigacién: Exploratorio

5.2 Ubicacion espacial
Fase campo: Sahuayaco, Yomentoato, Alto Alcuzama, Palma real, Bajo Alcuzama,

Ichiquiato, Ivochote y Alta Rosalina.

Fase laboratorio: Laboratorio de fitopatologia y microbiologia de la Universidad

Intercultural de Quillabamba.

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 Ubicacioén geogréafica

Altitud: 990 msnm

Latitud: 12° 51' 21"

Longitud: 72° 41' 30”

Zona de vida: Bosque seco sub tropical (Bs-St)

Temperatura: 24°C

Humedad Relativa;: 75%
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5.2.3 Ubicacion hidrolégica

Cuenca: Rio Vilcanota

5.3 Ubicacion temporal

La investigacion se realizé entre marzo a octubre de 2021.

5.4 Materiales y métodos
5.4.1 Materiales
a. Material bioldgico
- Nueve aislamientos de Trichoderma spp.
- Una cepa de Moniliophthora roreri
b. Materiales y equipos de campo

Para las salidas a campo y recoleccion de muestras se utilizaron:

Bolsas de polipropileno, etiquetas, balde, cinta adhesiva, picos, palas, camara

fotografica y GPS.

c. Materiales de laboratorio

Equipos

Autoclaves, refrigerador, destilador, microondas, camara de bioseguridad,
placas petri, cocinas eléctricas, vernier digital, microscopio Optico, balanza

analitica.

Materiales

Vasos Baker de 50 ml, 1000 ml y 2000 ml, asa de siembra en aro, asa de
drigalski, espatula, pizeta, porta objeto, lamina, hornilla eléctrica, papel toalla,
cinta adhesiva, cubre objeto, lamina, matraz Erlenmeyer de 500 ml., papel

crack, papel aluminio, gradillas, tubos de ensayo, algodén, hilo pabilo,
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mascarillas, guantes, plumoén indeleble azul, frascos de penicilina, microtubos,
bisturi, saca bocado de 5 mm, probeta de 25 mililitros de plastico y probeta de

1000 mililitros de vidrio
Insumos y reactivos

Lejia | %, alcohol 96 %, agua destilada, acido lactico, hipoclorito de sodio,
Gentamicina, Sulfato, agua destilada estéril, cloruro de sodio, Agar Sabouraud

Dextrosa, Agar papa dextrosa, azul de lacto fenol Lugol, frutas y verduras.

d. Materiales de gabinete

Laptop, calculadora, USB y juego de reglas.

5.4.2 Metodologia
5.4.2.1 Aislamiento de Moniliophthora roreri
Para el aislamiento del patdgeno se realizé en 2 fases: fase de campo y de laboratorio.

Fase campo

5.4.2.1.1 Recoleccion de muestras

Cepa de Moniliophthora roreri
En la finca de la zona cacaotera de Pan de Azucar-Echarate entre febrero a marzo se
seleccionaron arboles colectando muestras de frutos de cacao chuncho e hibrido con
sintomas y signos evidentes de moniliasis. Cada fruto se envolvié en papel toalla 'y se
coloco por separado en bolsa de polipropileno debidamente marcada e identificada
con fecha, lugar, nimero de muestra y/o nimero de lote. Luego se llevé las muestras
al Laboratorio de Microbiologia de La Universidad Nacional Intercultural de

Quillabamba.
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Fase laboratorio

5.4.2.1.2 Manipulacion de muestras

Para el aislamiento de Moniliophthora roreri se utilizo la siguiente metodologia.
Se utilizé la metodologia de Suarez y Rangel (2013) con algunas modificaciones, la
cual consiste en seleccionar frutos con sintomas caracteristicos de esta enfermedad,
se coloco el fruto del cacao en una mezcla de hipoclorito de sodio al 2,5 % por 3
minutos y luego se uso un cuchillo estéril para dividir la muestra por la mitad para
evitar el contacto entre el cuchillo y la parte interna del cacao. Se empled pinzas
estériles para quitar 0,5 cm de porciones del endocarpio que esté enfermo. Se
desinfect6 con hipoclorito de sodio al 2,5 % remojandolos a lo largo de 3 minutos y
luego se sumergid en agua esterilizada por 2 min. para suprimir los residuos de
hipoclorito de sodio.

La parte del endocarpio esterilizado se colocé en placas de agar papa dextrosay
a cada placa con medio de cultivo se fortalecié con 2 mililitros de solucién de
Gentamicina Sulfato 80 mg / 2 ml y se dej6 en incubacién durante 12 dias al 25 °C

en oscuridad.

5.4.2.1.3 Identificacién de Moniliophthora roreri mediante caracteristicas
morfolégicas.
Para identificar se empled la clave taxondmica de Barnett & Hunter (1999), asi
mismo se dispusieron la evaluacion de caracteristicas macroscopicas mencionadas
por Phillips et al., (2006), tales como el borde, colores, ausencia o presencia de
sectores, tipo de micelio (texturas) y tipo de esporulacion. La determinacion de estos
pardmetros se realizé en 13 dias.

v Identificaciéon de Moniliophthora roreri

Se uso los pardmetros cualitativos descritos por Phillips, et al., (2006).
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Caracteristicas macroscopicas:
Tipos de esporulacién:  Uniforme, disperso, uniforme con anillos centrales,

uniforme con anillos terminales, anillos en toda la colonia.

Borde de la colonia: Entero, plumoso y ondulado.

Textura de la colonia: Aterciopelada, algodonosa, estriada, polvosa y
Afelpada.

Sectores: Presencia y ausencia

Color: Café claro, café oscuro- café claro-blanco, café

claro blanco, Crema-café claro-blanco, café oscuro-
crema-blanco, café oscuro-blanco, Crema-café
oscuro-café claro-blanco.

Caracteristicas microscopicas:

Forma de las esporas: Globosas, sub globosas y elipticas

Método de postulados de koch.

Para la seguridad que el patogeno (Moniliophthora roreri) es el agente causal de esta
enfermedad, se considero los cuatro postulados de Koch; para comprobar la hipétesis
de que este patdgeno (Moniliophthora roreri) constituye el motivo de esa enfermedad
(moniliasis).

Primer postulado: A partir de frutos con signos y sintomas tipicos de monilia ubicado
sobre plantas afectadas de cacao provenientes de la parcela de Pan de AzUcar.

Las muestras se sometieron a desinfeccién con hipoclorito de sodio de un 2 % a lo
largo de 3 min.

Segundo postulado: Se prepar6 agar jugo vegetal-cacao que fue esterilizado
previamente, después del plaqueado y solidificado se colocd una rodaja de agar con

una monilia por placa. Se incubaron las placas sembradas a 28 °C a lo largo de 21
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dias, después en conformidad con caracteristicas de las colonias se repico y purifico
para su conservacion en tubos de ensayo en refrigeracion.
Tercer postulado El patdégeno (Moniliophthora roreri) fue cultivado en placas petri
conteniendo medio jugo vegetal-cacao estéril e incubados a 28 °C por 15 dias.
Para la inoculacién artificial del patbgeno en campo se identificd tres arboles con
mazorcas de cacao (Theobroma cacao L.) visiblemente sanas para proceder con la
desinfeccion. La desinfeccion externa se realizé sumergiendo al fruto del cacao en
una solucion de hipoclorito de sodio al 2 % a lo largo de 4 min. y lavandolos
sucesivamente dos veces con agua destilada pre esterilizada. Para el cacao se
realizaron 2 orificios (60 mm de diametro; 50 mm adentro), en los que se introdujo el
in6culo de un cultivo puro de Moniliophthora roreri de 21 dias. El diametro de la lesion
se monitoriz6 cada 24 horas.
Cuarto postulado: Se realizé un segundo aislamiento a partir de la mazorca enferma,
y Se compararon sus caracteristicas (signos y sintomas) con las aisladas inicialmente,
tal como se muestra en la Fotografia 9.
5.4.2.2 Crecimiento micelial de Moniliophthora roreri en diferentes
medios de cultivo en cajas petri.
Esta prueba se realizd6 para la determinacién del crecimiento micelial de
Moniliophthora roreri para el enfrentamiento con Trichoderma spp. en la prueba de
Potencial de biocontrol. (Anexo 3).
Preparacién de los medios de cultivo:
e PDA (potato dextrosa agar): Para la preparaciéon de un 1 litro de medio, se
utilizé 250 gramos de papas peladas (Solanum tuberosum), fueron cortadas en
trozos pequefios y se hirvié en 1000 mililitros de agua destilada, posteriormente

se colocé el caldo en un matraz Erlenmeyer, y fue agregado 15 gramos de
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dextrosa y 15 gramos de agar, se esterilizé por 30 min. a unos 121 °C/15 Ib de
la presion.

Medio de Soya: Para la preparacion de 1 litro de medio, se utilizd 250 gramos
de soja (Glycine max) remojada, se hirvié por 15 min. Soya en 1 litro de agua
destilada, posteriormente se procedié a colar el agua hervida a un matraz
Erlenmeyer y se afiadié 159 de agar, es mezclado correctamente y se esterilizd
en autoclave a 121 "C/15 Lbs de la presion.

Medio de Malt Extracto Agar Base: Suspender 50 gr de Malt Extracto Agar
Base en 1000 mililitros de agua destilada, es mezclado correctamente y
esterilizado en autoclave a 121 "C/15 Lbs de presién.

Medio de Sabouraud Dextrosa Agar: Suspender 65 gr de Sabouraud
Dextrosa Agar en 1000 mililitros de agua destilada, es mezclado correctamente
y esterilizado en autoclave a 121 °C/15 Lbs de presion.

Medio de Avena: Para la preparacion de 1 litro de medio, se utilizé 40 gramos
de Quaker, se hirvié por 15 min en 1 L. de agua destilada, después se procedio
a colar el agua hervida a un matraz Erlenmeyer y se afiadié 159 de agar, es
mezclado correctamente y esterilizado en autoclave a 121 °C/15 Lbs de
presion.

Medio de Vegetales: Se utilizé6 70 gramos de apio (Apium graveolens), 70 gr
de tomate (Solanum lycopersicum), 70 gr de zanahoria (Daucus carota), 70 gr
de beterraga (Beta vulgaris), 70 gr de lechuga (Lactuca sativa), 70 gr de
espinaca (Spinacia oleracea), 70 gr perejil (Petroselinum crispum), se hierve
por unos 30 min. en 1 litro de agua destilada, posteriormente se cuela el agua
hervida a un Erlenmeyer y se agrega 15 gramos de agar, es mezclado

correctamente y esterilizado en autoclave a 121 °C/15 Lbs de presion.
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Medio de Extracto vegetal-cacao: Se utilizé 70 gramos de apio (Apium
graveolens), 70 gramos de tomate (Solanum lycopersicum), 70 gr de zanahoria
(Daucus carota), 70 gr de beterraga (Beta vulgaris), 70 gr de lechuga (Lactuca
sativa), 70 gr de espinaca (Spinacia oleracea), 70 gr perejil (Petroselinum
crispum), 400 gr de cascara de cacao (Theobroma cacao L. ) y 200 gr de
granos en baba con su pulpa (melaza) se hierve por unos 30 min. en 1 litro de
agua destilada, posteriormente se cuela el agua hervida a un Erlenmeyer y se
agrega 15 gramos de agar, es mezclado correctamente y esterilizado en
autoclave a 121 "C/15 Lbs de presion.

Medio de Jugo vegetal-cacao: Se utilizd6 70 gramos de apio (Apium
graveolens), 70 gr de tomate (Solanum lycopersicum), 70 gr de zanahoria
(Daucus carota), 70 gr de beterraga (Beta vulgaris), 70 gr de lechuga (Lactuca
sativa), 70 gr de espinaca (Spinacia oleracea), 70 gr perejil (Petroselinum
crispum), 400 gr de cascara de cacao (Theobroma cacao L. ) y 200 gr de
granos en baba con su pulpa (melaza) se hierve por 30 minutos en un litro de
agua destilada, después se procede a licuar y finalmente a colar en un
Erlenmeyer y se agrega 15 gr de agar, es mezclado correctamente y
esterilizado en autoclave a 121 "C/15 Lbs de presién.

Medio de Vegetales-Malta-Asparraguina: Se utiliz6 70 gramos de apio
(Apium graveolens), 70 gr de tomate (Solanum lycopersicum), 70 gr de
zanahoria (Daucus carota), 70 gr de beterraga (Beta vulgaris), 70 gr de lechuga
(Lactuca sativa), 70 gr de espinaca (Spinacia oleracea), 70 gr perejil
(Petroselinum crispum) y 50 gr de esparragos (Asparagus officinalis) se hierve
por 30 min. en un litro de agua destilada, después se procede a colar el agua

hervido a un Erlenmeyer y se agrega 50 gr Malt Extracto Agar Base y 15 gr de
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agar es mezclado correctamente y esterilizado en autoclave a 121 °C/15 Lbs

de presion.
Preparacion de las placas
Se dividi6 a la placa de Petri de vidrio de borosilicato de 90 mm en 4 cuadrantes y
cada linea se marco con letras (A-B y C-D) para la identificacion de las medidas del
diametro registrado en la evaluacion del crecimiento micelial.
Las placas fueron esterilizadas en la autoclave vertical (RAYPA), después se vertio €l
medio del cultivo de la investigacién y se dejo solidificar en la cabina de seguridad
biolégica A-Il Esco. Posterior a ello, se colocé al centro de la placa una rodaja de 5
milimetros de diametro del in6culo de Moniliophthora roreri crecida en medio jugo
cacao agar.
Las evaluaciones culminaron cuando Moniliophthora roreri cubrid integramente en
uno de los medios de cultivo.
Variable
Diametro del crecimiento micelial
La principal variable examinada fue la medida del diametro del crecimiento micelial,
determinado a través la media de los puntos A-B y C-D de la caja Petri expresada en
mm.
Se utilizo el disefio completamente al Azar (DCA), con 6 repeticiones y 9 tratamientos.
Del mismo modo, los datos de crecimiento en diferentes medios fueron sometidos a
un analisis de varianza (ANOVA), en el cual las medias se cotejaron mediante la
prueba de Tukey con 5% de nivel de significacion, utilizando el software de estadistica

SAS.
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5.4.2.2.1 Evaluacion del crecimiento micelial de Moniliophthora roreri, en
diferentes concentraciones de los mejores medios de cultivo en cajas petri.
Los tres mejores medios de cultivo se llevaron a una prueba de concentraciones para
tener un dato mas preciso; para continuar con las pruebas, los medios de cultivo
fueron:
e Medio de soja alta: Para la preparacion de 1 litro de medio, se utilizo 500 gr
de soja (Glycine max).
e Medio de soja media: Para la preparacion de 1 litro de medio, se utilizé 250
gr de soja (Glycine max).
e Medio de soja baja: Para la preparacion de 1 litro de medio, se utilizé 100 gr
de soja (Glycine max).
e Medio de avena alta: Para la preparacion de 1 litro de medio, se utilizé fue
utilizado 70 gr de Avena.
e Medio de avena media: Para la preparacion de 1 litro de medio, se utilizd 40
gr de Avena.
e Medio de avena baja: Para la preparacién de 1 litro de medio, se utiliz6 20 gr
de Avena.
e Medio de Malt Extracto Agar Base alta: Se suspendio 70 gr de Malt Extracto
Agar Base.
e Medio de Malt Extracto Agar Base media: Se suspendi6 50 gr de Malt
Extracto Agar Base.
e Medio de Malt Extracto Agar Base baja: Se suspendio 30 gr de Malt Extracto

Agar Base.
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5.4.2.3 Aislamiento de Trichoderma spp.

Fase campo

5.4.2.3.1 Recolecci6én de muestras

Cepa de Trichoderma spp.

En las nueve fincas de las zonas cacaotera de Pan de Azucar-Echarate entre febrero

a marzo se tomo los siguientes criterios para la recoleccion de muestras:

- Una finca por sector.
- Finca con por lo menos ¥z ha de cacao.
- Cacao con sistema agroforestal

En las nueve parcelas se utilizé la metodologia descrita por Mejiay Alvarado (2016),
con algunas modificaciones; se colectaron muestras de suelo de arboles visiblemente
sanos a una distancia de 1,5 metros de la superficie del tallo 4 muestras de suelo en
puntos equidistantes para cada arbol, con 15 a 20 cm de profundidad, y sacando la

hojarasca con anterioridad.

Cada muestra de suelo se guardo6 en bolsas de polipropileno debidamente marcada
e identificada con fecha, lugar, nUmero de muestra y/o niumero de lote. Luego se
trasladaron al Laboratorio de Microbiologia de La Universidad Nacional Intercultural

de Quillabamba.
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Tabla N° 1: Localidades y codificacion de los aislado de Trichoderma spp. en Echarate

Distrito Localidad Trichodermas* Tratamiento
Echarate Sahuayaco Th-1 T1
Echarate Palma real Th-2 T2
Echarate Yomentoato Th-3 T3
Echarate Alta Rosalina Th-4 T4
Echarate lvochote Th-5 T5
Echarate Alcuzama alto Th-6 T6
Echarate Ichiquiato Th-7 T7
Echarate Alcuzama Bajo Th-8 T8
Echarate Ichiquiato Th-9 T9
Total 9

Las cepas se identificaran con las abreviaturas Th-1. (Th=Trichoderma y -1=N° de

aislado).
Fase laboratorio

5.4.2.3.2 Manipulacion de muestras
Luego de obtener las muestras de suelo, se realizé algunas modificaciones a la
metodologia indicada por Suarez (2006), se peso y cold 5 kilogramos de suelo para
poder quitar las impurezas, después de ello en unos 90 ml se disolvié agua destilada
estéril, donde se manipularon por las diluciones seriadas. Se depositd6 100 uL de
diluciones 10-3 y 10-4, y con la ayuda del anillo de Drigalsky, se dispersaron alicuotas
en la base del medio de cultivo PDA, lo cual se complementé con 800 yL de sulfato
de gentamicina, pH 5,5, e incubaron a temperatura ambiente a lo largo de 5 dias.
Para purificar las colonias detectadas como Trichoderma, se realiz6é transferencias

directas caja petri con medio del PDA.
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5.4.2.3.3 Identificacidén de aislamientos mediante microscopia.
Fue efectuado con azul de lactofenol a cada aislamiento obtenido y fueron observados
e identificados al microscopio conidioforos, fidlides y conidios, estructura tipica del

género Trichoderma.

Pasos de tincion con azul de lactofenol:

- Poner una gota de solucioén salina en el portaobjetos

Tomar de la colonia aislada con un asa estéril una colonia o fraccion del extender

0 micro organismo

Fijar con calor flameando

Secar

Afadir una gota de azul lactofenol

Envolver con un cubreobjetos

Caracterizacién morfoldégica macroscoOpica y microscoépica de las cepas de
Trichoderma spp.

l. Materiales y métodos

Cuando son obtenidas las cepas puras de Trichoderma spp. se realizd su
caracterizacion morfolégica microscopica y macroscopica de los nueve aislamientos
alcanzados.

Evaluacion Morfolégica a partir de los aislamientos obtenidos de Trichoderma

spp. en 24, 48, 72 y 84 horas de crecimiento, se indican estos parametros:

a. Caracterizacion macroscopica de Trichoderma spp.

Se identificaron las cepas de Trichoderma con la guia de Barnett y Hunter (1999),

teniendo en cuenta las caracteristicas morfolégicas macroscopicas como:
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Tasa de crecimiento.
Se realiz6 las medidas del diametro de las colonias Trichoderma spp. empleando
vernier cada 24 horas.

Caracteristicas de las colonias.

la pigmentacion de las conidias

textura del micelio

formacion de anillos concéntricos, radiales y anillo interior

borde

b. Caracterizacion microscoépica de Trichoderma spp.

Fue realizada Tincibn con azul de lactofenol, observando y detectando los
MIiCroscopios.
Para Trichoderma, la descripcidén se basa en las siguientes caracteristicas, utilizando
las guias de identificacion de Barnett y Hunter (1999).

e forma de conidias

e numero de conidias

o fialides

e conidioforos

5.4.2.4 Desarrollo micelial de los aislados antagonistas (Trichoderma spp.)
La prueba se realizé para la determinacion del desarrollo y crecimiento micelial por

competencias del agente de biocontrol por los espacios y nutrientes en la rizosfera.

El aislamiento de los antagonistas (Trichoderma spp.1l, Trichoderma spp. 2,
Trichoderma spp. 3, Trichoderma spp. 4, Trichoderma spp. 5, Trichoderma spp. 6,

Trichoderma spp. 7, Trichoderma Spp. 8, Trichoderma spp. 9) se desarrollé en nueve
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placas petri conteniendo medio Soja - Agar estéril e incubados al 28 °C durante 5

dias, y después se extrajeron rodajas de micelio de 0.5 cm.

Fueron preparadas 4 Erlenmeyer que contenian 200 mililitros de medo Soja — Agar
estéril, posterior a ello se vertié en las placas Petri, cuando se solidificaron fueron
colocadas en el centro de todas las placas una rodaja con 0.5 centimetros con
contenidos de Soja — Agar y micelio del hongo, en una temperatura de 25 °C las
placas sembradas se incubaron cada dia, y con el apoyo de un vernier se midio el
crecimiento de las medidas del micelio todos los dias hasta cubrir completamente el
micelio; se encontré informacion sobre el crecimiento del hongo, un modelo
relacionado con su crecimiento en el tiempo. Por tratamiento se tuvo 6 placas,

considerandose nueve tratamientos.

5.4.2.5 Determinacion del porcentaje biocontrol de los agentes antagonistas
frente al patégeno (Moniliophthora roreri).
Para evaluar el potencial de inhibicién de las cepas de Trichoderma spp. sobre
Moniliophthora roreri se empleé la técnica de enfrentamiento de cultivo dual con
algunas modificaciones (Figura 3). La prueba indicada anteriormente se dispuso con
un disefio completamente al azar, con 10 tratamientos (nueve de enfrentamiento y un
testigo absoluto).
Todos estos tratamientos consistieron en 7 repeticiones, y la inhibicion que se observé
se midié en milimetros y se comparo con el crecimiento del testigo (Tabla N° 3). Para
las interacciones antagonistas-patdgenos, se coloco un disco de 5 milimetros con un
in6culo de Trichoderma en puntos equidistantes del plato de Petri y se colocé otro
disco de 5 milimetros con in6culo de Moniliophthora roreri.
Las muestras se cultivaron en condiciones de oscuridad a 25° C, estableciendo 7
réplicas para cada tratamiento y testigo, que consistieron en colonias de
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Moniliophthora roreri sin confrontaciones, a su vez se rotularon las placas Petri en
conformidad con todas las cepas nativa de Trichoderma spp. considerando las fechas;
todos estos procesos se llevaron a cabo en la cAmara de bioseguridad, que también
cuenta con un mechero encendido. A su vez para el crecimiento radial, se registré de
forma diaria con base en la tabla de evaluacidn que registra las variables de estudio.
La evaluacién ces6 cuando uno de los aislamientos tuvo contacto con el micelio de
Moniliophthora roreri.

Por esta razén, como informaron Villamil et al., (2012). Debido a su lenta dinamica
de crecimiento, los hongos fitopatdgenos obtuvieron una ventaja competitiva de tres

dias.

Para evaluar el potencial de antagonismo de Trichoderma spp. se evalué de
diferentes maneras: En primer lugar, con la medicién del nivel de micoparasitismo de
los antagonistas, donde fue determinado por una escala que sostienen Ezziyyani et
al., (2004) (Tabla 2).

En segundo lugar, por competencia de espacio y nutrientes, donde alcanz6 con radios
del crecimiento de M. roreri y antagonista en el cultivo dual, juntamente con el testigo
absoluto, empleando el vernier, y en tercer lugar por el indice de inhibiciébn de
crecimiento radial (PICR) a través de la férmula de Ezziyyani et al., (2004):

Donde:

R1: es la distancia mas lejana recorrida por el patégeno

R2: es la distancia recorrida por el patégeno hacia el antagonista.

R1-R2
R1

PICR (%) = ((-=2)100
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Figura 3. Enfrentamiento in Vitro de los hongos Trichoderma spp. y aislados de hongos fitopatégenos.

Tabla N° 2: Grado de antagonismo de agentes de control biologico respecto a la

competencia por sustrato propuesta por Bell et. al. (1982).

GRADO CAPACIDAD ANTAGONICA
0 Ninguna invasion de la superficie del hongo
1 Invasion de 1/4 de la superficie de la colonia del hongo patogeno

(§]

Invasion de 1/2 de la superficie de la colonia del hongo patogeno

3 Invasion de total de la superficie de la colonia del hongo patogeno

Invasion de total de la superficie de la colonia del hongo patogeno,
esporulacion sobre ella.

5.5 Anédlisis de datos

Los datos de competencia por nutrientes ejercidos por los diferentes aislados de
antagonistas, se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA), con la prueba de
comparacién de medias, fueron diferenciadas con un test de Tukey (p < 0.05) los
datos registrados de la evaluacion fueron procesados en el Programa Estadistico de
Excel y un programa de Software SAS.

Para el grado de micoparasitismo fue elaborada una tabla para clasificarlos segun la
escala de Ezziyyani et. al., (2004). Del mismo modo, se graficé el porcentaje de los

aislados de los antagonistas.
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Igualmente, los datos de inhibicion, se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA)

y prueba de comparacion de medias fueron diferenciadas por el test de Tukey

(p=0.05) con el software estadistico SAS.

El programa Excel se emple6 para realizar los andlisis para crear una base de datos

y también se utilizo el software estadistico para analizar estadisticamente los datos.

Tabla N° 3: Tratamientos in vitro utilizados para determinar el potencial de biocontrol

de Trichoderma spp. sobre el fitopatdgeno Moniliophthora roreri.

Tratamientos de prueba de enfrentamiento

Clave

Repeticiones

Moniliophthora roreri vs Trichoderma spp.
Moniliophthora roreri vs Trichoderma spp.
Moniliophthora roreri vs Trichoderma spp.
Moniliophthora roreri vs Trichoderma spp.
Moniliophthora roreri vs Trichoderma spp.
Moniliophthora roreri vs Trichoderma spp.
Moniliophthora roreri vs Trichoderma spp.
Moniliophthora roreri vs Trichoderma spp.
Moniliophthora roreri vs Trichoderma spp.

1

0 N oo 0o b~ WDN

9

M-1 *Th-1
M-1*Th-2
M-1*Th-3
M-1*Th-4
M-1 *Th-5
M-1 *Th-6
M-1 *Th-7
M-1 *Th-8
M-1 *Th-9

Moniliophthora roreri vs Moniliophthora roreri (testigo) M-1 *M-1

7
7
7
7
7
7
7
7
7
7
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIONES

Resultados

6.1 Aislamiento e identificacion de Moniliophthora roreri

Se realizé el aislamiento para identificar mediante caracteristicas morfologicas al
fitopatogeno.

Colecta de muestras de moniliasis

Las muestras se recolectaron en Pan de Azlcar -Echarate en la region de Cusco de

febrero-mayo del 2021.

El sector de Pan de Azucar-Echarate presenta condiciones Optimas para la
proliferacion de la enfermedad; humedad alta, sombras excesivas, falta de poda y

manejos culturales. La parcela presenta un cultivo asociado con sombra.

Fotografia 1. Colecta de muestras de moniliasis de cacao en Pan de Azucar- Echarate en el
departamento de Cusco.

Las muestras colectadas se sometieron al método de desinfeccion, posteriormente se
sembraron las muestras en placas, de las cuales se realiz6 una comparaciéon de
caracteristicas tipicas de para Moniliophthora roreri, donde se exponen en el Cuadro

1.
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Cuadro N° 1: Caracteristicas macroscoépicas y microscopicas de Moniliophthora roreri

Prueba preliminar

Las muestras de cacao con signos de momificacion recolectadas en el periodo
anterior, fueron sometidas al raspado de la superficie, el polvillo del raspado se colocé
sobre arroz precocido y fueron incubados en la oscuridad a 25 ° C a lo largo de 7 dias

para validar el crecimiento de moniliasis.

Morfologia Macroscépica

Fotografia 2. Desarrollo del raspado de la superficie de muestra momificada de la
mazorca de cacao en arroz precocido. A parte frontal, B parte dorsal.
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En la Fotografia 2., en el medio de arroz precocido se observé desarrollo abundante
de micelio, las cuales no concordaban con las caracteristicas macroscopicas tipicas
Moniliophthora roreri, a razon de esto, el crecimiento logrado conforma la flora

acompafante de cacao.
Aislamiento de flora acomparfante

Posterior a la distincion de la flora acompafante, se separo y purificd diversas clases
de hongos para que el crecimiento de Moniliophthora roreri. pueda observarse,
confirmarse o excluirse bajo un microscopio. Se aislo los hongos existentes por color
y textura en la oscuridad a 25 ° C por unos 5 dias, después del tiempo de incubacién

se ocasionod el crecimiento de Phytophthora spp, Fusarium spp y Trichoderma
spp.

Fotografia 3. Aislado de Fusarium spp. (Hongo color rosado). A morfologia macroscopica,
B morfologia microscopica.

Fotografia 4. Aislado de Phytophthora spp. (Hongo color blanco). A morfologia macroscopica, B

morfologia microscépica
a
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Fotografia 5. Aislado de Trichoderma spp. (Hongo color verde). A morfologia macroscopica, B
morfologia microscopica.

o

El crecimiento acelerado de la flora acompafante; perteneciente a hongos que se
alimentan de materia en descomposicion, dificulté el proceso de aislamiento de
Moniliophthora roreri; se logro identificar a cepas de Trichoderma spp. (fotografia
5.) Phytophthora spp. (fotografia 4.), y Fusarium spp. (fotografia 3.), generando
competencia por el consumo de nutrientes y espacio impidiendo su correcto
aislamiento.

A partir de la muestra con signos de momificacién resulté imposible su adecuado
aislamiento, esto se debe a la presencia de la flora acompafante y la dificultad de una
adecuada desinfeccion,

esto contrarresto el crecimiento de Moniliophthora roreri.

Muestreo 1

Se colect6 una muestra de mazorca inmadura de 3-4 meses de edad en el cultivar de
cacao en Pan de Azucar- Echarate con sintomas de moniliasis, el cual se identifico,
desinfecto y proceso. Se sembré en Papa dextrosa reforzada con 1 ml de Solucién de
Gentamicina 160mg / 2mL por litro de agar incubada a 25° C a lo largo de 12 dias en

la oscuridad.

Cuadro N° 2: Aislamiento de muestra del muestreo 1
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Como se puede observar en la Prueba Preliminar y el Muestreo 1, realizar un correcto
aislamiento de Moniliophthora roreri presenté varios inconvenientes a causa del
crecimiento de distintos hongos provenientes de la flora acompafante, incluso cuando
la mazorca de cacao evidencie sintomas y signos de moniliasis, es de este modo el
muestreo la muestra M-1 se encontré una colonia sospechosa de Moniliophthora
roreri con caracteristicas macroscopicas similares en color y textura, y formas
microscopicas y tipos de esporas. (Cuadro 2)

En la muestra M-1 se observaron caracteristicas tanto macro y micro de la flora
acompafante del posible cacao que genero la dificultad en el crecimiento de
Moniliophthora roreri.

Fueron evaluadas las caracteristicas microscopicas y macroscopicas de las muestras
Mr- A sospechosa de Moniliophthora roreri; caracteristicas propias de la colonia
tipica de Moniliophthora roreri, procediendo a su separaron y purificaron.

Aislamiento de Moniliophthora roreri a partir de M-1

O I3

Fotografia 6. Muestra de cacao M-1 con signos y sintomas de moniliasis. Ay B
morfologia macroscopica (b1, b2, b3) morfologia microscépica de flora acomparfante,
(b4) morfologia microscépica de Moniliophthora roreri.

En la fotografia 6 se observa la colonia seleccionada como posible causante de la

enfermedad moniliasis muestra las caracteristicas macro y microscopias tipicas de
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Moniliophthora roreri, como el color blanco de la colonia y la textura algodonosa /
pulverulenta, etc., por lo que algunas colonias se analizan por resiembra, y algunas
de las colonias se encuentran en el medio de agar vegetal sin antibidticos y se incuban
durante 7 dias a 25° C en la oscuridad.

La muestra M-1 mostré las caracteristicas microscépicas y macroscoépicas tipicas de
las colonias de Moniliophthora roreri. (Cuadro N ° 1), lo que demuestra que la edad,
el estado del fruto, las condiciones asépticas y desinfeccién son caracteristicas
relevantes que tienen que considerarse en aislamiento; la muestra M-1 es un tipo de
las mazorcas de cacao de menos de 3 meses, presenta maduracion prematura, gibas,
sequedad, todavia la mazorca no presentaba sintomas de moniliasis externos, a
razén de esto los frutos inferiores a tres meses sin la presencia de algun sintoma
externo son adecuados para el aislamiento, en vista de que la moniliasis dafia al fruto
en la parte interna en su etapa inicial, en consecuencia frutos menores o iguales a
tres meses con presencia de algun sintoma externo podrian estar originados por otro

patégeno que no es Moniliophthora roreri.

B

Fotografia 7. Aislamiento de Moniliophthora roreri de M-1. (A) morfologia
macroscopica B y C morfologia microscopica en tinciéon de Azul de lactofenol.

Se obtuvo un aislado purificado de Moniliophthora roreri, el cual se realizé
satisfactoriamente en agar jugo vegetal-cacao, debido a que se observo las
esporulaciones de los hongos (ver Figura N ° 10) y un crecimiento mayor de las

colonias con texturas pulverulentas (A).
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En B y C, la esporulacion del hongo se puede observar en el microscopio, y las

esporas globosas, sub globosas y elipticas e hifas de M. roreri, en tincion de azul de

lactofenol.

°

Fotografia 8. Crecimiento de Moniliophthora roreri. A crecimiento en PDA y B crecimiento
en agar jugo vegetal-cacao.

Después del aislamiento de la colonia de Moniliophthora roreri se sometio a:
e Pruebas de crecimiento de medio en Potato Dextrosa Agar (PDA), CMA, Malta,
Sabouraud, Agar Nutriente, Agar V8 Sacarosa, Agar V8Extracto, Agar V8Jugo,
Agar VBPDA Sacarosa, Agar Malta Asparraguina.
e Pruebas de concentraciones: alta, media y baja.
Postulados de Koch

Se evidencia que cumple todos los postulados de Koch

Fotografia 9. Cultivo puro de monilia producto del aislamiento de las mazorcas
enfermas.
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Identificacion por microscopia 6ptica de las esporas del cultivo puro

Se realiz6é el montaje con una solucion de azul de lactofenol, se observo e identifico
hifas y esporas del hongo Moniliophthora roreri al microscopio, en el cual A: hifas, B:
esporas sub globosas, globosas y elipticas

Fotografia 10. Tipos de esporas e hifas de Moniliophthora roreri vistas al microscopio

optico.
B

Mediante la caracterizacion por microscopia se pudo apreciar la morfologia de las
hifas y esporas de Moniliophthora roreri en tincién azul de lactofenol, en el cual esta
la disposicion de esporas en hifas y tres clases de esporas: globosas, sub globosas y
elipticas, caracteristicas tipicas de los hongos estudiados.

De la finca Pan de AzlUcar muestreada se logré obtener un aislado del patégeno

Moniliophthora roreri, obtenido con la metodologia Gonzalez y Roble (2014).
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Al aplicar la metodologia de aislado mencionada anteriormente se confirmé que con
frutos no esporulados y sintomas iniciales es factible aislar el patégeno Moniliophthora
roreri. Es de consideracibn mencionar que gracias a las mejoras realizas a la
metodologia indicada por Gonzalez y Roble (2014), donde reduceo
significativamente la presencia de flora acompafante y permitié el crecimiento de las
colonias con caracteres macro y microscopicas propias de patdgenos, ello sugiere
gue, en conformidad con estos autores, no se puede observar debido al alto nivel de
contaminacion. El aislamiento de Moniliophthora roreri fue complejo por el crecimiento
de la flora, incluso si el fruto del cacao muestra sintomas y signos de moniliasis; en

los cuales podemos encontrar Fusarium spp., Penicillium spp, y Trichoderma spp.

Los resultados alcanzados tienen similitud con los resultados presentados por Mejia
y Alvarado (2016) quienes mencionan que el islamiento resulta mejor de frutos con

una edad entre los 2-4 meses.

Identificacion mediante caracteristicas morfoldégica de los aislamientos de
Moniliophthora roreri

Evaluacion Morfolégica Microscépica M-1

Fotografia 11. Caracteristicas macroscopicas (De la A -E) de colonias, de diferentes
dias de crecimiento de Moniliophthora roreri de M-1.

B °

En la Fotografia 11 se puede observar las caracteristicas macroscopicas de
Moniliophthora roreri en sus diversas etapas en los diferentes dias de crecimiento en
donde A (3 dias), B (6 dias), C (9 dias), D (12 dias) y E (15 dias) representan los dias
en los cuales se observo el crecimiento.
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Presenta cambios a través del tiempo, desde una coloracion blanca-crema hasta
llegar a una coloracién beige-claro. Estos cambios nos permiten distinguir el tiempo
de maduracién de las esporas y asi determinar el ciclo de maduracién de
Moniliophthora roreri.

Evaluacion Morfoldgica Microscépica M-1

Fotografia 12. Caracteristicas microscopicas de Moniliophthora roreri A (3 dias), B (6
dias), C (9 dias), D (12 dias) y E (15 dias) de colonias en diferentes dias de

ArAaniminnta

B °

Las caracteristicas morfolégicas (microscopica y macroscopica) de Moniliophthora
roreri muestra en el tiempo los cambios en la colonia en cuanto a la coloracién,
tamafio y textura. Al respecto de la esporulacién, ella incrementa con el nimero de
dias, solo se pueden observar las hifas al tercer dia, en los dias siguientes aparecen
algunas esporas globulares, las esporas globulares incrementan y podrian
distinguirse en formas subglobosas. A partir del noveno dia se puede observar unas
esporas elipticas, globosas y sub globosas juntas. Finalizé con el dia 15 con todas las
esporas maduras juntas.

En el cuadro 3 se ha realizado un resumen de las caracteristicas microscopicas y

macroscopicas del aislado del sector de Pan de Azucar-Echarate.
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Evaluacion morfolégica M-1
Cuadro N° 3: Resultados de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de
Moniliophthora roreri.

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS

Tasa de crecimiento La placa de 90 mm fue llenada en 12 dias

Tonalidad de la colonia |Beige claro al inicio y beige oscuro al final

Formacién de anillos De 4 a 7 anillos

Textura de la colonia Pulverulenta y algodonosa

Formacion de halo Halo con tonalidad blanquecina en todo el crecimiento

Zona micelial Filamentos cortos y entreverados

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

Forma de conidias Globosas, sub globosas vy elipticas
Hifas Hialinas septadas
Micelio Hialino y brillante

Después de realizar las caracterizaciones morfologicas, la muestra obtenida cumplié
con los cuatro postulados de Koch.

Discusiones:

Gonzales y Roble (2014), mencionan que existe diferencia entre colonias de
diferentes aislados de Moniliophthora roreri ya sea por el color y esporulacion. Esto
permite justificar la diferencia encontrada en textura y color en las caracteristicas
macroscopicas de las colonias en los aislados encontrados.

Las tonalidades de colores de las colonias aisladas y crecidas en placas petri sobre
medio Soja-agar y PDA variaron de crema-naranja, crema-café, claro -blanco, café
oscuro-blanco a café oscuro-café claro y observados en placas petri, que son
caracteristicas tipicas de Moniliophthora roreri, y se asemeja a lo manifestado por
Ramirez (2019), y Mejia y Alvarado (2016), las colonias de Moniliophthora roreri
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poseen una variabilidad considerable a nivel morfolégico en el color del micelio, que
va del blanco, crema al pardo (Phillips et al., 2006), debido a ello este parametro no
es considerado como un marcador morfoldgico de distincién de fenotipos entre los
aislados.
Cada una de las colonias mostraron bordes regulares y una textura pulverulenta-
algodonosa, que es la caracteristica morfolégica definitoria indicada por (Phillips et
a., (2006) y Pérez-Vicente (2018)).
La forma de las colonias logradas en medio de cultivo soja-agar tiene coincidencia
con las mencionadas por Gonzales y Roble (2014), quienes mencionan la forma de
conidias de Moniliophthora roreri varia desde globosas a elipticas.
En conformidad con investigaciones efectuadas en otros hongos, la variabilidad del
tamanfo de las conidias puede estar influenciado por las condiciones donde se lleve
la investigacion ya sea en campo o laboratorio.

6.2 Crecimiento micelial de Moniliophthora roreri en diferentes medios de
cultivo.
En el Cuadro 4 se presenta los resultados de la comparacion del crecimiento micelial
radial de Moniliophthora roreri de los nueve medios de cultivos estudiado, donde se

observa que hay diferencia significativa entre ellos.

El coeficiente de varianza es de 4,344 %, que se encuentra dentro del rango permitido
para esta clase de experimentos. Se realizd la prueba de comparacion multiple de

Tukey con un nivel de significacion de 5% y se presenta en la Tabla 4.
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Cuadro 4. Andlisis de varianza (Anova) del crecimiento micelial de Moniliophthora
roreri en diferentes medios de cultivo

F C .
\':;‘ﬁ;‘gﬁfdgg GL | sc C.M. F tebrico S'gn'gca”"'
calculado| 0.05
Entre medios |8 31100'595 3887'5740 853.37 2.200 *
Error. 45 |205 4.55556
experimental
Total 53 21305'592 C.\V.=4.344374%

En la Tabla 4, se presenta los resultados ordenados segun la longitud del didmetro

de crecimiento (mm).

Los medios que favorecen el crecimiento micelial de Moniliophthora roreri son Avena,

Soja, Malta 'y PDA con 90, 81.333, 63.5, 60.5 respectivamente.

El medio vegetal y el extracto vegetal de cacao son los medios que presentaron el

menor crecimiento de micelio, por tanto, no son recomendables para Moniliophthora

roreri, cuya tasa de crecimiento es menor que el medio de papa, el cual se considero

como referencia (Cuadro 4 y Tabla 4).

Tabla N° 4: Tukey para medios de cultivo para crecimiento micelial de Moniliophthora

roreri.

OM MEDIO CODIGO TRATAMIENTO PROH':"rED'O S'GT'\l'J'I'(:'eC;Aé';f'A
' Avena A 9 a0 A
I Soja S 4 81.3 B
I Malta M 5 63.5 C
vV PDA P 3 60.5 C
v JUGO J 1 34.167 D
VI sabouraud S 7 33.167 de
VIl vegetales Y% 6 31.5 de
VIl Extracto

vegetal E 2 30 de
IX Vegetales Ve 8 17.5 F
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El indice de crecimiento micelial de evaluacién son los datos que representan el
diametro de crecimiento del micelio de Moniliophthora roreri (Grafico 1), lo que indica
gue los medios de Avena y Soja tienen indicadores similares y podrian considerarse

para estudios en patogenicidad, control biologico y quimico.

Grafico 1. Crecimiento micelial en mm por dia de Moniliophthora roreri a por tipo de medio de
cultivo.
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En la Fotografia 13. se observa diferentes colores de los crecimientos como efecto
del tipo medio de cultivo sobre el cual han crecido, el medio vegetales tiene un
desempefio bajo en comparacion a los medios Avena, Soja y Malta. Los medios
Vegetal, extracto vegetal de cacao y jugo vegetal cacao tuvieron un crecimiento lento,
clasificandolo como inadecuados para Moniliophthora roreri, por el contrario, los
medios Avena, Soja y Malta fueron mas eficaces en proporcionar a Moniliophthora
roreri los elementos nutricionales y permitieron una mejor velocidad de crecimiento

de Moniliophthora roreri.
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Fotografia 13. Crecimiento micelial de Moniliophthora roreri en diferentes medios con cuatro
repeticiones representativas a los 12 dias después de la A) Avena, B) Soja, C) Malta, D) PDA, E)
Saboraud, F) VMA, G) VMA H) Extracto I) Vegetal.

00 ODOo0o 000

Considerando que varios de los medios alcanzaron crecimiento micelial cercanos a
90 mm, se decidid6 comparar la concentracion de los tres mejores medios para
determinar el efecto que causan sobre el hongo a concentraciones bajas y
concentraciones altas. Se comparo asi concentraciones de: alta, media y baja para

Avena, Soja y Malta. Los resultados se observan en el Cuadro 5.
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Cuadro N° 5: Cuadro ordenado de tres medios de cultivo en tres concentraciones.

MEDIO Avena (T1 Soja (T2 Malta(T3
Baja Media | Alta Baja | Media | Alta Baja | Media | Alta
Dosis (D1) (D2) (D3) (D1) (D2) (D3) (D1) (D2) (D3)
tratamientos 1 3 4 5 6 9
1] 45.00 55.00 | 55.00 | 60.00 | 80.00 | 90.00 | 67.00 | 50.00 | 33.00
2| 45.00 55.00 | 55.00 | 60.00 | 80.00 | 90.00 | 70.00 | 50.00 | 33.00
Repeticiones | 3| 45.00 55.00 | 53.00 | 60.00 | 8.00 | 90.00 | 67.00 | 50.00 | 40.00
4| 45.00 55.00 | 60.00 | 52.00 | 80.00 | 90.00 | 65.00 | 45.00 | 40.00
5| 45.00 60.00 | 70.00 | 70.00 | 80.00 | 90.00 | 67.00 | 45.00 | 40.00
Total
tratamientos 225.00 | 280.00 | 293.00 | 302.00 | 328.00 | 450.00 | 336.00 | 240.00 | 186.00
Total medios 798.00 1080.00 762.00
Total dosis 1143.00 | 848.00 | 929.00
Promedio
tratamientos 45.00 56.00 | 58.60 | 60.40 | 65.60 | 90.00 | 67.20 | 48.00 | 37.20

Cuadro N° 6: Analisis de varianza del crecimiento micelial de Moniliophthora roreri en
diferentes medios de cultivo y concentraciones.

FUENTE DE F F TEORICO
VARIACION G.L. S.C. CM. CALCULADO 5%
Tratamiento 8 11290.8000|1411.35000 |107.19 2.2244 *
Medios 2 6193.6000 |3096.800000|235.20 3.2740 *
Concentraciones 2 170.8000 85.400000 6.49 3.2740 *
Medios*Concentraciones 4 170.8000 1231.600000 [ 93.54 2.6480 *

Error 36 |474.0000 13.116667

Total 44 11764.8000

CV (%) 6.020891%
Promedio 60.27

En el cuadro 6, donde se muestra los resultados del analisis de varianza (Anova), se

puede observar que en la comparacion de concentraciones de medios de cultivo para

crecimiento micelial del hongo fitopatogeno Moniliophthora roreri, nos proporciona

como resultado diferencias significantes entre los medios estudiados. El coeficiente

de varianza fue 6.02 %, que estd dentro del rango permitido para esta clase de

experimento. Hay diferencias estadisticas significantes en el tratamiento, medios,

concentraciones y la interaccion medios y concentracion, se realizo la prueba de

Tukey con 5 % de significacion para la determinacion del tratamiento utilizado en el
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crecimiento micelial del hongo fitopatégeno Moniliophthora roreri indico un valor

superior, donde los resultados se muestran en la tabla 5.

Tabla N° 5: Tukey al 5% para medios del crecimiento micelial de Moniliophthora roreri.

proMEDIO NIVEL DE

oM MEDIO mm SIGNIFICANCIA
Tukey 5%

I T2 76.800 a

1] T1 53.200 b

11l T3 50.800 b

En la Tabla N° 5, la prueba de significacion Tukey al 5% para crecimiento micelial de
Moniliophthora roreri, para medios, se observa que el medio Soja, ocupo el primer

lugar con una media de 76.800 mm, con respecto a los otros medios.

Segun la prueba estadistica de Tukey, se muestra 2 grupos, la categoria (a)
conformada por el Factor T2 (Soja-agar); y la categoria (b) conformada por el Factor
T1 (Avena-agar) y T3 (Malta). La presencia de dos sub grupos nos indica que existe
diferencia significativa entre el promedio de concentraciones de medios.

Tabla N° 6: prueba de significacién de Tukey al 5% para concentraciones en el

crecimiento micelial de Moniliophthora roreri

NIVEL DE
oM TRATAMIENTO PROMEDIO SIGNIFICANCIA
mm
Tukey 5%
I D3 61.933 a
Il D2 61.333 a
I D1 57.533 b

En la tabla N° 6, prueba de significacion de Tukey al 5% para crecimiento micelial de
Moniliophthora roreri, Factor D (concentraciones), se observa que, el Factor D3 (Alta),

ocupo el primer lugar con promedio de 61,933 mm, con respecto a los otros factores.
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Segun la prueba estadistica de Tukey, se muestra 2 categorias, la categoria (a)
conformada por el Factor D3 (Alta) y D2 (media) y la categoria (b) conformada por el
Factor D1 (baja). La presencia de dos sub grupos nos indica que existe diferencia
significativa entre el promedio de concentraciones de medios.

Tabla N° 7:Tukey al 5% para crecimiento micelial los 12 dias de siembra para la

interaccion de medio por concentracion.

PROMEDIO SIGNIFICANCIA
oM CODIGO TRATAMIENTO

mm Tukey 5%

I T2D3 T6 90 a

Il T2D2 T5 80 ab
1] T3D1 T7 67 b
\Y T2D1 T4 60 b
\Y T1D3 T3 55 b
\ T1D2 T2 55 b
Vil T3D2 T8 50 b
Vi TiD1 T1 45 b
IX T3D3 T9 33 b

Gréfico 2. Crecimiento micelial de Moniliophthora roreri en tres medios a tres
concentraciones diferentes.
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En la tabla N° 7 y Grafico 2, prueba de significacion de Tukey al 5% para crecimiento
micelial de Moniliophthora roreri en la interaccion del Factor T x Factor D (Medios x
Concentraciones), se observa que, T2D3 (Soja-agar x concentracion alta), ocupo el
primer lugar con un promedio de 90 mm, seguido de T2D3 (Soja-agar x concentracion
media) con 80 mm. Segun la prueba estadistica de Tukey al 5%, se muestra 3
categorias, la categoria (a) conformada por la interaccion T2D3 (Soja-agar X
concentracion alta); la categoria (ab) conformada por la interaccion T2D2 (soja x
concentracion media); y la categoria (c) conformada por las interacciones T2D2 (Soja-
agar x concentraciéon media); T3D1 (Malta-agar x concentracion baja); T2D1 (Soja-
agar x concentracion baja); T1D3 (avena x concentracion alta); T1D2 (avena x
concentracion media); T3D2 (malta x concentracion media); T3D2 (malta x
concentracion media) y T3D2 (malta x concentracibn media). La presencia de 3
categorias nos indica que, hay diferencia estadistica entre los promedios de

crecimiento micelial de Moniliophthora roreri.

Discusiones:

De los 9 tratamientos evaluados por medios de cultivos a diferentes concentraciones,
se registro el crecimiento micelial por diametro de micelio cada 72 hrs incubacién a
25° C en camara de incubacion, donde Moniliophthora roreri mostré un crecimiento
micelial de 90 mm de diametro en 12 dias de incubacion; en el medio nutritivo de
agar-Soja a una concentracion alta como el éptimo para su crecimiento y se considera
para la continuidad del estudio.

Este mayor crecimiento se deriva del elevado contenido de aminoacidos y proteinas
fundamentales de la Soja.

Suarez (2006), menciona que el mejor medio para el crecimiento de M. roreri es PDA,

lo cual difiere con los resultados encontrados, donde PDA presento un crecimiento
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minimo comparado al de agar-Soja, esto puede deberse a que las condiciones para

la prueba de desarrollo se establecieron a una temperatura de 28 ° C.

6.3 Aislamiento e identificacion de Trichoderma spp.
Colecta de muestras
Las muestras se colectaron de Alcuzama Alta, Alcuzama Baja, Ichiquiato, Alta
Rosalinas, Sahuayaco, Palma Real, Ivochote y Yomentoato parcelas ubicadas en el

distrito de Echarate en el periodo de noviembre-febrero (fotografia 14.)

Fotografia 14. Colecta de muestras de suelo en el Distrito de Echarate-La Convencion-

En la Fotografia 14. se muestra el proceso de obtencion de muestras de suelo en el
cultivo de cacao para el aislamiento de antagonistas.

Se aisl6 nueve colonias de Trichoderma spp, considerando que de Ichiquiato se logré
obtener dos aislados. Los aislados se sembraron en medio de cultivo soja — agar y
PDA en condiciones de 12 horas luz y oscuridad a 25 °C de incubacién, lograndose
cultivos puros.

El aislamiento de Trichoderma spp. se realizé con satisfaccion en el medio soja - agar
debido a que se logré la esporulacion y mejor desarrollo de colonias presentado
conidioforo, fidlides y conidios. Las cepas utilizadas fueron seleccionadas

macroscopicamente por su estructura micelial relacionada con el tipo de micelio que
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producen los hongos del género Trichoderma. El resto de los aislamientos que no
mostraron semejanza con los hongos del género Trichoderma se descartaron en las

evaluaciones.

Tabla N° 8: Localidad y procedencia de aislados de hongos antagonistas de
Moniliophthora roreri.

GENERO Caodigo Procedenci Localida

a d
Trichoderma Th-1 suelo Sahuayaco
Trichoderma Th- 2 suelo Palma real
Trichoderma Th- 3 suelo Yomentoato
Trichoderma Th- 4 suelo Alta
Rosalina
Trichoderma Th-5 suelo Ivochote
Trichoderma Th- 6 suelo Alcuzama
alto
Trichoderma Th-7 suelo Ichiquiato
Trichoderma Th- 8 suelo Alcuzama
bajo
Trichoderma Th-9 suelo Ichiquiato

Identificacion de Trichoderma spp. mediante caracteristicas morfolégicas

= Caracteristicas macroscopicas de Trichoderma spp. de Echarate.

Las colonias de Trichoderma se cultivaron en medio de Soja-Agar y se observaron
detalladamente las caracteristicas de todas las cepas, tales como: color, borde,

textura, tincion del medio, forma y presencia de anillo. (Tabla 9, Fotografia 15).
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Tabla N° 9: Caracteristicas morfoldgicas macroscoOpicas tipicas de cepas de

Trichoderma spp.

CEPAS DE FORMA TEXTUR SUPERFI COLOR COLOR COLO BOR
TRICHOD A CIE REV. ESPORA R ANV. DE
ERMA
Spp.
Th-1 Anillo Algodono Superfici  Marré  Verde blanco Enter
interior sa al n oscuro o]
Th -2 Radial Algodono Invasiva  Amarill Verde Verde  enter
sa o] amarill o
o}
Th -3 Anillos Algodono Superfici  Blanco Verde jade blanco enter
concéntricos sa al 0
Th -4 Anillo Algodono Superfici  Blanco Verde blanco  Enter
interior sa al oscuro 0
Th -5 Anillo Algodono Superfici  Blanco Verde blanco  Enter
interior sa al claro 0
Th -6 Radial Algodono Superfici  Blanco Amarrillo y blanco Enter
sa al verde 0
Th -7 Anillos Algodono Superfici  Blanco Verde blanco Enter
conceéntricos sa al o]
Th -8 Anillo Algodono Superfici  Blanco Verde amarill  Enter
interior sa al claro 0 0
Th -9 Radial Algodono Superfici Blanco Verde Blanco Enter
sa al claro o]
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Fotografia 15. Morfologia de las 9 cepas de Trichoderma spp. con actividad antagonista a los 7 dias de
crecimiento A:Th1,B: Th2,C: Th3,D: Th4.,E: Th5,F: Th6,G: Th7,H: Th8,1: Th9

» Caracteristicas microscopicas de Trichoderma spp. de Echarate.

Mediante observaciones microscopicas de Trichoderma spp. se hicieron
evaluaciones, los cuales indican que las cepas Th-1, Th-2, Th-9, muestran conidias
ovoides ligeramente, dispuestos en grupos en rosetas, clamidosporas globosas,
fidlides apicales arregladas en verticilos cruzados en conjuntos de 3 a 4 y conidiéforos

ramificados. Las cepas Th-3, Th-4,

Th-5, Th-8 y Th-6 muestran conidias ovoides y fialides en par o triadas a lo largo del
conidiéforo, con el centro mas ancho que la base (Tabla 9). La cepa Th - 7 presenta

hifas ramificadas, donde se desprenden conidiéforos ramificados también, en el cual
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son desarrollados fialides con forma de botellas que generan los conidios en varias
ocasiones en formacion de cabezas conidiales. No obstante, dado que las
caracteristicas macro y microscopicas son cambiantes, no posibilitan distinguir entre

especies, ello demuestra la relevancia de las caracteristicas moleculares.

Fotografia 16. Caracteristicas microscépicas de las 9 Cepas de Trichoderma spp. con actividad
antagonista a los 7 dias de crecimiento A: Th-1, B: Th- 2, C: Th- 3, D: Th-4., E: Th-5, F: Th- 6, G: Th- 7,
H: Th-8, J: Th-9
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Discusiones:

La metodologia usada para el aislamiento permitié aislar nueve cepas pertenecientes
al género Trichoderma, estos se recolectaron en fincas donde los arboles del cacao
tienen mas de 40 afios y crecen en suelos franco-arenosos en presencia de materia
organica, (Papavizas, 2003), indica que hongo Trichoderma spp. habita en varios

tipos de suelos, especialmente aquellos ricos en materia organica en descomposicion

Alexander (1997), manifiesta que, en la rizosfera bajo el cultivo de cacao y bosques
maderables, hay amplias variedades de hongos del suelo, porgue en estos
agroecosistemas hay capas de materia seca, los cuales resultaron de la caida de la
fitomasa de los arboles maderables introducidos y nativos empleados de forma

general para el sombrio permanente.

Sobre la caracterizacion de los caracteres morfoldgicos de las cepas de Trichoderma
spp. con el potencial de control bioldgico en este estudio, los aislamientos mostraron
la forma tipica de las colonias de Trichoderma spp. con la formacion de anillos
concéntricos verdes en el sitio de esporulacion, cada cepa aislada, Thl, Th4y Th 9
tienen un tono verde diferente. En los primeros dias, el color del micelio es blanco y
después se vuelven en verde oscuro luego de la formacién de las esporas, mientras
gue el color del micelio de las cepas Th 2, Th 5y Th 6 es blanco en los primeros dias,
y luego se vuelve de un color verde claro-amarillo, y la cepa Th 3 mostrdé micelio
blanco durante todo su proceso de crecimiento, y finalmente las cepas Th 7y Th 8
mostraron un color verde jade después de la formacion de las esporas. Cada una de
las cepas de Trichoderma utilizadas en la investigacion crecieron aceleradamente en
el medio de Soja-agar a 25 ° C con pH acido es 6,18 en 4 dias Las colonias

inicialmente formaron pustulas blancas parecidas al algodén, y luego se compactaron
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y formaron esporas, que fueron verdes y granulares con conidioforos visibles cerca

de las pustulas.

Segun los estandares de identificacion taxonémica de Barnett y Hunter (1999), la
forma y pigmentacién del micelio observadas en cepas naturales pertenecen a

Trichoderma.

Se observo a nivel microscopico los conidioforos, hifas hialinas segmentadas y
conidios redondos son similares a los indicados para otras especies del género con
coincidencias con las descripciones de investigacion realizada por Druzhinina et al.,
(2006). Hay diferencias entre estas caracteristicas de las cepas nativas y no hay
similitud entre si, a razon de esto es complicado su agrupacién y también poder definir

especies con los datos (Gupta et al., 2014).

6.4 Prueba para determinar el desarrollo micelial por dia de los antagonistas
Trichoderma spp.
El proceso de mas rapido crecimiento es Trichoderma spp. 7 (TA7) y Trichoderma
spp. 3 (TA3), presentan los crecimientos més rapidos con 100% cubriendo a las horas
62 horas. Por otro lado, los tratamientos con Trichoderma spp. 6 (TA6) y Trichoderma
spp. 2 (TA2) son los de crecimiento mas lento, cubriendo integramente la placa de
Petri en 70 horas (Grafico 3). Los resultados del andlisis de varianza (Cuadro 8)
indican que hay una diferencia significativa entre los promedios de estos tratamientos.
En conformidad con la prueba de Tuckey (tabla 10), los valores promedio de estos
tratamientos tienen diferencias significativas en el desarrollo micelial, a un nivel de

0.05.
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Cuadro N° 7: Diametro de desarrollo micelial (mm.) por dia de los antagonistas
Trichoderma spp. a 28 °C. en la prueba “in Vitro en medio soja-agar.

DESARROLLO MICELIAL POR DIA/mm
TRATAMIENTO Trichoderma spp. |24 HDS | 48 HDS | 62 HDS | 70 HDS
TAl Trichoderma spp. 1 [25.2 56 72 90
TA2 Trichoderma spp. 2 |14.7 46.2 61 90

TA3 Trichoderma spp. 3 |25 65.5 90

TA4 Trichoderma spp. 4 [20.7 54.7 85 90
TAS Trichoderma spp. 5 |27 70 73 90
TA6 Trichoderma spp. 6 |12.8 25.1 70 90
TA7 Trichoderma spp. 7 [19.4 67 90

TAS8 Trichoderma spp. 8 |20 40 73 90
TA9 Trichoderma spp. 9 |21.5 55 73 90

*Hds: horas después de la siembra

Grafico 3. Desarrollo micelial (mm.) de los biocontroladores nativos (Trichoderma

spp.1, a 28 °C. en la prueba “in Vitro”
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Cuadro N° 8: Andlisis de varianza en D.C.A. para datos obtenidos a las 70 horas

después de la siembra de desarrollo micelial (mm) por dia de los antagonistas
Trichoderma spp. a 28 °C. en la prueba “in Vitro”.

F F tedrico
F“?”t?.s de G.L. S.C. C.M. Significancia
variabilidad calculado 0.05
Entre cepas 8 4626.58333 [578.32292 | 3762,58 2.2200075 | *
Error experimental 45 6.916667 0.153704
Total 53 4633.5 C.V. =0.5136%

Tabla N° 10: Prueba de Tuckey para los promedios de desarrollo micelial por dia de
los antagonistas Trichoderma spp. a 28 °C. en la prueba “in Vitro” Letras diferentes

indican medias estadisticamente diferentes (P<0.05) segun prueba de Tukey.

NIVEL DE
TRATAMIENTOS CEPAS PROmMnEDIO SIGNIFICANCIA

Tukey 5%
TA3 Th-3 90.00 a
TA7 Th-7 90.00 a
TA4 Th-4 85.00 b
TA9 Th-9 73.00 c
TA5 Th-5 73.00 c
TA8 Th-8 72.91 c
TAl Th-1 72.00 d
TA6 Th-6 69.83 e
TA2 Th-2 61.25 f

Fotografia 17. A: Trichoderma 1 Sahuayaco B: Trichoderma 2 Palma Real, 48 horas
después de la siembra.
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Fotografia 18. Trichoderma spp. 6 Alcuzama Alto, 70 horas después de la siembra.

Discusiones:

El didmetro de Trichoderma spp. 3 en Soja - agar es de 25 mm dia-1, de esta manera
la superficie del medio queda completamente cubierta después de 62 horas,
caracteristica cuando existe alto contenido alimentario suficiente y abundante en
carbohidratos. El diametro de Trichoderma spp. 7 siendo superior que otros hongos
en estudio, como: Trichoderma spp. 5 (8 mm el ler dia), Trichoderma 8 (11 mm el ler
dia) y Trichoderma spp. 2 (2 mm el 1er dia), el resultado puede estar relacionado con
el contenido descrito en otros informes (Biocontrol, 2003 y Humeres, 2004). Los
cuales indicaron que Trichoderma spp., si bien tiene actividad fungica parasitaria y
antagonista antibacteriana, la actividad antagonista provocada por la competencia
nutricional es la mas destacada, debido al género Trichoderma spp. combate por los
nutrientes y el espacio en la rizosfera. Por esta razén, es necesario contar con un
mejor desarrollo micelial que los patégenos vegetales. Cuando el rizoplano esta
completamente cubierta, puede protegerse a través de la actividad antagonista del
parasitismo fungico y la autonomia de antibiéticos que impiden el crecimiento del

fitopatogeno.
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Harman (2000), manifiesta que las diferencias en cuanto al tiempo de desarrollo
micelial pueden estar asociados a distintos factores como, a las especies de
Trichoderma, a la localidad y sus respectivos potenciales antagénico cos, incluso en
cepas de la misma especie. Esto permite justificar las variantes en cuanto al tiempo
de crecimiento indicado por los diversos conjuntos de aislados hallados para esta
investigacion.
Aunque las especies de Trichoderma generalmente crecen rapidamente y pueden
cubrir la superficie de una placa de Petri en unas pocas horas, el hecho de que los
aislados de Trichoderma crezcan lentamente no implica que no sea un antagonista
adecuado. Cundom et al., (2002), donde confirmaron que el indice de crecimiento no
es una barrera para aislamientos con buen potencial antagonista encontrados en
dichos hongos.

6.5 Biocontrol de nueve cepas de Trichoderma spp. frente a Moniliophthora

roreri en prueba de enfrentamiento a nivel “in Vitro”.

MICOPARASITISMO

Después de los 21 dias de evaluar el enfrentamiento Trichoderma-Moniliophthora, se
determiné un nivel de antagonismo en conformidad con la escala de Ezziyyani et al.
(2004). (Grafica 4).

En cuanto al micoparasitismo, solo los tratamientos Th-7, Th-4, Th 3, Th-8 y Th-9
presentaron micoparasitismo completo en grado 4, los tratamientos Th-5, Th-1y Th 6
presentaron micoparasitismo 3, mientras que Th- 2 presento micoparasitismo grado
2 (Grafica 4).

Esto puede deberse a que Trichoderma spp. posee la aptitud de dirigir sus hifas a los

de otros hongos y enrollarse en ellas (Ezziyyani et al., 2011; Martinez et al., 2013)
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la cual consistente con la observacion de algunas combinaciones microscépicas de
entrelazamientos de hifas (fotografia N ° 20).

Lo que sucede en la reaccion mediada por la secrecion de lecitina y enzimas
hidroliticas que degradan las paredes celulares del hospedero. Este proceso restringe
el crecimiento y la accién de hongos patégenos y ciertas especies de Trichoderma
spp. se sabe que produce enzimas de alta degradacion de las paredes celulares,
como celulasa, quitinasa, proteasa y glucanasa que afectaran la pared celular del
hongo parasitos (Fernandez-Larrea, 2001; Infante et al., 2009 y Waghunde et al.,
2016)

Por ejemplo, se hallé que cepas de diversas especies de Trichoderma tienen actividad
fungica parasitaria contra M. roreri, generando que se enrollen y penetren las hifas de
los antagonistas de los fitopatdgenos (Michel, 2001).

Por ello, es requerido seguir confirmando el micoparasitismo de las cepas que
presentan micoparasitismo para especificar cual enzima exactamente interviene en el
proceso.

Entre los aislamientos Th-1, Th-5 y Th-2. Los resultados mas Optimos de

micoparasitismo in vitro se dieron para Th-7, Th-3, Th-4, Th-8, Th-9. (grafica 4).
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Gréfica 4. Grado de micoparasitismo de 9 tratamientos (TA), correspondientes a cultivos
duales de los aislamientos de M. roreri (Mxx-1) frente a los distintos aislamientos de
Trichoderma nativos (TA-1, TA-2, TA-3, TA-4, TA-5, TA-6, TA-7, TA-8, TA-9)
respectivamente, al décimo dia de evaluacion. Letras diferentes indican diferencias
significativas para Tukey = 0,05.

Fotografia 19. A) Cultivo dual de cepa de Trichoderma spp. vs Moniliophthora roreri,
izquierda Moniliophthora roreri derecha Trichoderma spp.

ANVERSO REVERSO
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PORCENTAJE DE INHIBICION

En la Tabla N ° 11, se presenta el andlisis de varianza al 5 %, para la variable del
porcentaje de inhibicion de cepas nativas de Trichoderma spp sobre Moniliophthora
roreri, en el cual se indica que hay diferencias existentes entre medias de los
tratamientos. Un 4.098% fue en el coeficiente de variabilidad.

Tabla N° 11: Andlisis de varianza (ANOVA) para la variable de porcentaje de

inhibicion.
F F tedrico
Fue_zntg_s de G.L. S.C. C.M. Significancia
variabilidad calculado 0.05
Entre tratamientos 9 15593.271591732.58573 837.5 2.04 *
Error experimental 60 124.12514 2.0875
Total 69 15717.39674 | C.V. = 4.098066%

La Tabla N ° 12 muestra el porcentaje de inhibicién de las cepas nativas Trichoderma
spp. sobre M. roreri. Se comprobd que hay diferencia significativa, se obtienen 8
grupos estadisticos en conformidad con la prueba de (Tukey; p <0.05). Entre los 10
tratamientos, formaron 7 grupos constituidos por las letras diferentes (de la A-G), y la
tasa de inhibicién varié de 51.07 % al 20.93 %; el octavo grupo representado por H
constituye (TO = testigo absoluto), y su porcentaje antibacteriano de 0 %.

El mayor de cada uno de los tratamientos reportados fue T7 con valores de 51.07 %,
gue constituye a la cepa (Th-7). Los demas tratamientos consiguen porcentajes de
inhibicién inferiores al 48,57 %. T2 es el mas bajo, lo que corresponde a una cepa

(Th-2) del 20,93%. (Grafica 5).
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Tabla N° 12: Inhibiciéon de Trichoderma spp. a Moniliophthora roreri

NIVEL DE
TRATAMIENTOS CEPAS Medias (%) SIGNIFICANCIA
Tuckey = 0.05
T7 Th-7 51.07 A
T4 Th-4 48.57 AB
T3 Th-3 46.42 BC
T8 Th-8 43.92 CD
T9 Th-9 41.78 D
T5 Th-5 375 E
T1 Th-1 35.71 E
T6 Th-6 25.05 F
T2 Th-2 20.93 G
TO Mr-A 0 H

Grafica 5. Porcentaje de inhibicién del crecimiento radial (PICR) de 9 tratamientos (TA),
correspondientes a cultivos duales.

Discusiones:

Con respecto al valor porcentual de inhibicion de Trichoderma spp. sobre M. roreri,
Ramirez (2017), sefial6 que cuando se utilizaron 11 aislamientos de Trichoderma, el
resultado que obtuvieron fue que el porcentaje del aislado CP24-6 fue el mas elevado,
57.27 %, y el mas bajo, el porcentaje perteneciente a este aislado fue 33.36 % CP11-

3 a su vez sefalo que el aislado de Trichoderma tuvo contacto micelial al tercer dia
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posterior al enfrentamiento. Mientras, Rojas (2013) obtuvo el 55,63% mas alto y el
1,7% mas bajo del efecto antibacteriano de Trichoderma sobre M. roreri y estos
resultados fueron mejores que los encontrados en esta investigacion, probablemente
puede deberse a que las condiciones de la prueba de desarrollo se establecieron a

una temperatura de 30 °C y sin dias de ventaja para el patdégeno.

Mientras, Tuquerres (2016), concluye que a través del cultivo dual los aislados del
género de Trichoderma frente a M. roreri, las cepas indican un porcentaje superior de
inhibicién en el crecimiento micelial incubados al 28° C, siendo en su quinto dia 29,
61% en el asilado de UEA-T3, continuado de UEA-T1, 29,01 de UEA-T2y 27, 27%
en cada caso, se evidencia que los resultados son menores con los resultados
logrados en relacion a este estudio, porque en el cuarto dia de evaluacion, el
porcentaje maximo de cepas (Th-7) fue del 51,07%, mientras que el porcentaje mas
bajo de cepas (Th-2) fue del 20,93%. Ello seria por el nivel de temperatura utilizado

en esta investigacion, el cual fue de 25 °C de incubacion.
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VIlI. CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS

7.1Conclusiones

v' Se aislé e identific6 mediante caracteristicas morfolégicas a Moniliophthora
roreri a partir de muestras de mazorca de cultivos de cacao (Theobroma cacao
L.) presentando caracteristicas macroscoépicas como: coloracion beige, textura
pulverulenta, formaciéon de anillos y centro puntiforme; también presento
caracteristicas microscopicas como: esporas globosas, sub globosas y
elipticas. Caracteristicas tipicas de Moniliophthora roreri

v El mejor medio de cultivo se obtuvo con el medio: Soja- agar en una
concentracion Alta de 500 gr con un indice de crecimiento de 90 mm, el
segundo medio fue Soja-agar con una concentracién Media de 250 gr con un
promedio de 80 mm y el tercer medio fue Malt Extracto Agar Base-agar con
una concentracién Baja de 30 gr con un promedio de 67mm.

v Se aisl6 e identifico mediante caracteristicas morfolégicas nueve cepas nativas
de Trichoderma spp. (Th-1, Th-2, Th-3, Th-4, Th-5, Th-6, Th-7, Th-8 y Th-9) de
muestras de suelo de cultivos de cacao (Theobroma cacao L.) del distrito de
Echarate presentando caracteristicas macroscépicas como: coloracion verde,
textura algodonosa, formacién de anillo; también presento caracteristicas
microscopicas como: clamidosporas, fialides, conidias y conidioforos.
Caracteristicas tipicas de Trichoderma spp.

v' Todos los Trichodermas spp. tuvieron un crecimiento micelial superior a
Moniliophthora roreri, por lo tanto, demuestra mejor uso de nutrientes.

v' Los aislados nativos Th-7, Th-4 y Th-3 con 51.07%, 48.57% y 46.42%
respectivamente son antagonistas con una alta capacidad de antagonismo,

competencia por espacio, micoparasitismo e inhibicion del crecimiento del

73



patdgeno Mr-A de Moniliophthora roreri, consiguientemente poseen el mayor

potencial de biocontrol de acuerdo con las pruebas a nivel de laboratorio.

7.2 Sugerencias

v

Realizar una prospeccion de todas las zonas cacaoteras sobre
microorganismos aislados de cultivos asociados con cacao.

Conservar la cepa del patégeno para su estudio de patogenicidad y
virulencia.

Conservar las cepas nativas para su estudio de enzimologia, para
determinar que enzimas participan en la degradacion de paredes celulares
del fitopatégeno.

Continuar la investigacion de Trichoderma en otras localidades y variaciones
de pisos ecoldgicos y de esta manera tener a disposicion diferentes aislados
y evaluar el comportamiento

Capacitar y poner en practica esta investigacién con los agricultores de las
distintas localidades de la provincia de La Convencion, y analizar con ellos

los rendimientos y el costo de produccién con el uso de Trichoderma.
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ANEXOS

Anexo 1 Recoleccion de muestras para el aislamiento del patégeno en el Distrito de
Echarate-Pan de azucar
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Anexo 2 Diagrama de la preparacién del agar-soja para 200 placas petri. A: Vertiendo
agua destilada. B: Pesando el PDA. C: Disolviendo los granulos de PDA. D: Tubos
con 20 ml de PDA. E: Esterilizado. F: Vertiendo PDA a las placas petri en la camara
de flujo laminar. G: Refrigeradora y H: Conservacion de las placas en la refrigeradora
a 8 °C. Todo este proceso de preparacion de medio de cultivo se realizd para la
instalacién de cada una de las variables (Inhibicion).
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Anexo 3 Diferentes medios de cultivo usados en el experimento “crecimiento micelial
de Moniliophthora roreri”
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Anexo 4 Evaluacion de crecimiento micelial en diferentes medios

12 Evaluacion 30-06-21 Primer dia de siembra.
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22 Evaluacion 05-06-21 cinco dias después de la siembra
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32 Evaluaciéon 07-07-21 diez dias después de la siembra.
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Anexo 5 Evaluacion de medios en diferentes concentraciones.

Evaluacion final 24/08/21 a los 12 dias después de la siembra.

°
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Anexo 6 Visita del asesor MSc. Luis Justino Lizarraga Valencia
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Anexo 7 Foto con la asesora PhD. Fanny Marquez Romero en el Laboratorio de la
Universidad Intercultural de Quillabamba.
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Anexo 8 Crecimiento por dia de Trichoderma spp.

SIEMBRA: Crecimiento radial (mm.) de Trichoderma spp.
06/09/2021 7/09/2021 8/09/2021 9/09/2021 7am 10/09/2021
P1|P2|P3|P4

A-B |14 [13 |13 30|24 (25 (24|23

C-D |14 13|13 30124 (25 (24 |24
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Anexo 9 Analisis de varianza (Anova) para desarrollo micelial de Trichoderma
spp.

The ANOVA Procedure
Dependent Variable: Y
Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Mode1 8 4626.583333 578.32297 3762.58 <.0001
Error 45 6.916667 0.153704
Corrected Total 53 4633.500000

R=-Square Coeff Var Root MSE T Mean

0.998507 0.513603 0.392051 f6.33333
Source DF finova 55 Mean Square F Value Pr > F
TRA i 4626.583333 h78.322917 3762.58 <.0001

Anexo 10 Tukey para desarrollo micelial de Trichoderma spp.

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Hean H TRA
A 90,0000 & th3
2 90.0000 6 th7
B 85.0000 6 th4
C 73.0000 & th3
E 73.0000 & ths
E 72,9167 & thi
D 72.0000 6 thi
E 69.8333 6 thb
F 61.2500 6 th2
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Anexo 11 Crecimiento radial de M. roreri en diferentes medios

Medios de Crecimiento radial (mm.) de Moniliophthora roreri

|

cultivo 30/06/2021 5/07/2021 7/07/2021
P1|P2|P3|P4|P5

JUGO V A-B (12 |12 |12 |12 (12

CACAO Cc-D |13 |12 |12 |10 |10

PDA A-B |15 |15 |16 |15 |16 |16 |46 |44 |47 (45 |46 (45 |63 (60 |57 (60 |61 |61
C-D |15 |15 |16 |15 |16 |16 |46 |45 |47 |46 (46 |45 [63 |60 |57 |61 |62 |61
SOJA A-B [18 |21 (21 |20 |21 |20 |55 |67 |68 [64 |65 (69 |86 (87 |86 |86 |85 |84
C-D |19 (21 |20 (20 |21 |20 |61 |68 |68 |64 [66 |69 [87 |85 (86 |85 |85 |85
MALTA A-B |14 |14 |16 |15 (15 |15 [52 |49 |58 |47 |44 |44 |63 |63 |73 |62 |60 |60
C-D |15 |15 |15 |15 |15 |15 |53 |51 (56 |48 |44 (44 |63 |63 (73 |62 |60 (60
VMA A-B [11 |10 |10 [10 |9 |9 [26 |24 |24 (25 |23 |23 (34 |32 |31 (33 |30 |29
C-D |11 |10 [10 |10 |10 (9 |26 |24 (24 |25 |23 (23 |33 |32 (31 |33 |30 |29

A-B |8 |8 |8 |9 |9 |9 (13 (12 (13 (13 (13 |15 |17 |16 |16 |17 |18 |19
V SACAROSA CB |8 |8 (8 |9 |9 (9 |13 |12 (13 |13 |13 (15 |17 |17 (16 |18 |19 (19
AVENA A-B [23 |24 |24 [25 |25 |25 |71 |72 |72 (73 |73 |73 [90 |90 |90 [90 |90 |90
C-D |24 |26 [25 |25 |25 [25 |72 |74 [70 |72 |73 [72 |90 |90 [90 |90 |90 [90
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Anexo 12 Analisis de Varianza (ANOVA) para crecimiento radial en diferentes
medios

The ANOVA Procedure
Dependent VYariable: Y

Sum of

Source DF Squares Mean Sguare F VYalue Pr > F
Mode 1 8 33239.59259 4154 .94907 877.12 <.0001
Error 45 213.16667 4.73704
Corrected Total 53 3345275926

R-Square Coeff Var Root MSE Y Mean

0.993628 4.378896 2.176474 49.70370
Source DF fAnova 55 Mean Sguare F VYalue Pr > F
TRA 8 33239.59259 4154 .94907 8r77.12 <.0001

Anexo 13 Tukey crecimiento radial en diferentes medios

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Hean N TRA
A 90.000 b fivena
2 86.500 b S0JA
B 63.500 6 HALTA
E 60.500 b PDA
[ 34,167 b jugo
D g 33.667 b SOBORALD
g g 31.500 b VHA
g 30.000 b extracto
E 17.500 & VEGETALE
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Anexo 14 Crecimiento en diferentes concentraciones

Crecimiento radial (mm.) de Moniliophthora Roreri

Medios de cultivo 16/08/2021 19/08/2021 22/08/2021 25/08/2021
PL| P2 |P3|Pa|P5|P6|P7|PL]|P2|P3|P4 P5|P6|P7|P1|P2|P3|P4|P5|P6]|P7|P1|[P2|[P3|P4|P5]|P6|P7

_ 32 |32 |30 [35]35 45 |45 |45 |50 | 60

QUAKER ALTO AB |10 |10 |10 |10 |10 55|55 |53 |60 |70
cD |10 [10 |10 |10 (10 32 |32 |30 [35(35 45 (45 45 (50 |60 55|55 |53 |60 |70
A-B 30 |30 |30 [30]33 45 |45 | 45 |45 | 50

QUAKER MEDIO 13 |13 [13 |13 |13 55|55 |55 |55 |60
C-D 13 [13 113 [13 |13 30 |30 |30 |30]33 45 |45 |45 (45 |50 55 (55 |55 |55 |60
_ 15 |15 [15 [15]|15 35(35(35(35]35

QUAKER BAJO AB [5 [5 |5 |5 |5 45 |45 |45 |45 |45
cD |5 5 5 5 5 15 |15 |15 [15(15 3535|3535 |35 45 |45 |45 | 45 |45

VAN A-B [10 |10 [10 |10 |10 67 |70 |67 |65 [67
C-B |10 [10 |10 [10 [10 25 |27 125 [23]25 47150 |47 145 |47 67 |70 |67 |65 |67
) 22 |22 |22 [20(20 40 [40 |40 (35|35

L AB [9 |9 [9 |9 |9 50 |50 |50 |45 [45
C-B |9 9 9 9 9 22 |22 |22 |[20]20 40 |40 [40 |35 |35 50 |50 |50 |45 |45
) 15 [15 |20 |20 (20

MALTA BAJO AB [5 |5 [5 |5 |5 26 (26 {3030 |30 33|33 |40 |40 [40
cD [5 [5 |5 |5 |5 15 |15 (20 20|20 26 |26 |30 |30 (30 3333 |40 |40 |40
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Anexo 15 Ficha de evaluacion del porcentaje de inhibicion de las cepas nativas de Trichoderma spp sobre la Moniliophthora Roreri

De la p4gina 95 a la pagina 100 del texto.

FICHA DE EVALUACION DE PORCENTAJE DE INHIBICION
EVALUADOR: Edit Huamani Miranda
LUGAR: Universidad Intercultural de Quillabamba
EVALUACIONES % PROMEDIO DE
DIA [DIA[DIA| DIA4 | DIA5 | INHIBICION POR TOTAL
TRATAMIENTO | CODIGO |[REPETICIONES| 1 | 2 | 3 | (12hr) | (12hr) REPETICIONES
Mx-1 X
. el q 11.1| 25 | 30 40 45 3
Mx-1 X
o el 5 11.1| 25 | 30 40 45 0
Mx-1 x
- el 5 11.1| 25 | 30 40 45 0
Mx-1 x
- el p 11.1| 25 | 30 40 45 0 0
Mx-1 x
. et - 11.1| 25 | 30 40 45 0
Mx-1 X
. et 5 11.1| 25 | 30 40 45 0
Mx-1 X
o el - 11.1| 25 | 30 40 45 .
Th 1 x
T1 Mx-1 1 10 18|20 26 35 85.714286
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T1 Mx-1 10 | 18 | 20 26 35
Th1Xx
T1 Mx-1 10 | 18 | 20 26 35
Th1Xx
T1 Mx-1 10 | 18 | 20 26 35
Th1x
T1 Mx-1 10 [ 18 | 20 26 35
Th1x
T1 Mx-1 10 | 18 | 20 25 37.5
Th1x
T1 Mx-1 10 | 18 | 20 25 37.5
Th 2 x
T2 Mx-1 9 17 | 21 24 36 20
Th 2 x
T2 Mx-1 8 |16 |21 24 35 22.2
Th 2 x
T2 Mx-1 9 17 | 21 24 37 17.7
Tl 2 20.928571
T2 Mx-1 8 | 17 | 22 24 35 22.2 '
Th 2 x
T2 Mx-1 8 |17 | 21 24 35 22.2
Th 2 x
T2 Mx-1 8 | 17 | 22 24 36 20
Th 2 x
T2 Mx-1 9 |18 |21 24 35 22.2
Th 3 X
T3 Mx-1 10 | 13 | 15 21 47.5 e
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T3 Mx-1 10 | 13 | 15 21 47.5
Th 3 X

T3 Mx-1 10 | 13 | 15 23 42.5
Th 3 X

T3 Mx-1 10 | 13 | 15 21 47.5
Th 3 x

T3 Mx-1 10 | 13 | 15 22 45
Th 3 x

T3 Mx-1 10 | 13 | 15 21 47.5
Th 3 x

T3 Mx-1 10 | 13 | 15 21 47.5
Th 4 x

Th4 Mx-1 9 | 13| 15 20 50
Th 4 x

Th4 Mx-1 9 | 13| 15 20 50
Th 4 x

Th4 Mx-1 9 |13 | 15 21 47.5
Th 4 x

Th4 Mx-1 9 |13 | 15 21 47.5 B2
Th 4 x

Th4 Mx-1 9 |13 | 15 20 50
Th 4 x

Th4 Mx-1 9 |13 | 15 21 47.5
Th 4 x

Th4 Mx-1 9 |13 | 15 21 47.5
Th 5 x

T5 Mx-1 10 | 13 | 15 25 37.5 s
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T5 Mx-1 10 | 13 | 15 25 37.5
Th5x

T5 Mx-1 10 | 13 | 15 25 37.5
Th5x

T5 Mx-1 10 | 13 | 15 25 37.5
Th 5 X

T5 Mx-1 10 | 13 | 15 25 37.5
Th5x

T5 Mx-1 10 | 13 | 15 25 37.5
Th5x

T5 Mx-1 10 | 13 | 15 25 37.5
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43.9

Th 9 x

T9 Mx-1 1 11 13|15 | 23 42.5 41.8
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T9 Mx-1 11 [ 13 | 15 25 37.5
Th 9 x

T9 Mx-1 11 | 13 | 15 23 42.5
Th 9 x

T9 Mx-1 11 | 13 | 15 23 42.5
Th 9 x

T9 Mx-1 11 | 13 | 15 23 42.5
Th 9 x

T9 Mx-1 11 | 13 | 15 23 42.5
Th 9 x

T9 Mx-1 11 | 13 | 15 23 42.5
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Anexo 16 Andlisis de Varianza (ANOVA) para porcentaje de inhibicion

The ANOVA Procedure
Pependent Var iable: ¥

Sun of

Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Hodel a 15592 . 27159 17a2.58573 837 .50 <0001
Error BO 124.12514 2_0RBTS
Corrected Total (=] 15717 .39674

Fi-Sauare Coeff Var Hoot HSE T Mean

©.992103 4. 098066 1.438316 25.09743
Bource DF Anova B8 Mean Bguare F Value Pr > F
TR a 15593, 27153 1732.58573 837.50 <.0001

Anexo 17 Tukey para porcentaje de inhibicién.

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N TRA
fi 51.0714 7 7
B 2 48.5714 7 T4
g C 45.4286 7 T3
D E 43.9286 7 T8
g 41,7857 7 T3
E 37,5000 7 5
E 35.7143 7 T
F 75,0457 7 T6
G 20,9286 7 T2
H 0.0000 7 To
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