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RESUMEN

La presente investigacion titulada: “Evaluacion del efecto de tres agentes biologicos y
tres dosis de aplicacion frente a escoba de bruja (Moniliophthora perniciosa) de cacao en el
distrito de Echarati — La Convencion — Cusco”, tuvo como objetivo evaluar el efecto de tres
agentes biologicos (Trichoderma virens, Bacillus subtilis y Melaleuca alternifolia) en tres
dosis frente a escoba de bruja, en condiciones in vitro como in vivo. La investigacion se
desarrollé en dos fases: fase in vitro, bajo un Disefio Completamente al Azar (DCA), y una
fase in vivo, realizada en campo (sector Calcapampa, distrito de Echarati) bajo un Disefio de
Bloques Completamente al Azar (DBCA) con arreglo factorial 3 x 4 (tres agentes biologicos
x tres dosis y un testigo), con tres repeticiones. Las evaluaciones de campo se efectuaron
durante ocho meses, registrandose el numero de brotes con hipertrofia y calculandose el
(ABCPE). Los resultados en condiciones in vitro evidenciaron capacidad antagénica.
Melaleuca alternifolia y Bacillus subtilis lograron inhibir (100 %) el crecimiento micelial del
patogeno, mientras que Trichoderma virens mostrd una inhibicidn parcial, con 22.33 mm frente
a 71.5 mm del testigo. En condiciones de campo, Trichoderma virens en dosis alta (15 g/L)
present6 el valor promedio de 0.33 brotes hipertrofiados por planta al octavo mes, contrastando
con el testigo que alcanzo 10.4 brotes. Asimismo, Melaleuca alternifolia en dosis media (5
ml/L) registr6 el valor mas bajo del ABCPE, superando al testigo. Se concluye que existio
efecto positivo de los agentes bioldgicos frente a Moniliophthora perniciosa en cacao.

Palabras clave: Moniliophthora, Trichoderma, Bacillus, Melaleuca, In vitro.
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INTRODUCCION

El hongo Moniliophthora perniciosa ha sido identificado como el agente etiologico
responsable de la enfermedad conocida como "escoba de bruja” en el cultivo del cacao
(Theobroma cacao L.), una de las patologias mas devastadoras que afecta esta especie (Aime
& Phillips-Mora, 2005). Junto con Moniliophthora roreri'y especies del género Phytophthora,
este patdgeno constituye una de las amenazas mas significativas para la sostenibilidad de la
industria cacaotera a escala global (Bowers et al., 2001; Ploetz, 2016). Su presencia ha sido
confirmada en numerosas regiones productoras de cacao en América del Sur, en ciertas zonas
de Centroamérica y en algunas islas del Caribe (Bowers et al., 2001), permaneciendo ain
ausente en paises de Africa occidental y el sudeste asiatico, territorios que concentran més del
80 % de la produccion mundial del grano (Diaz et al., 2020; Meinhardt et al., 2008).

Los primeros registros de esta enfermedad se remontan al periodo comprendido entre
1785 y 1787, cuando el naturalista Alexandre Rodrigues Ferreira describi6 su sintomatologia
en la Amazonia brasilefia, denominéndola en ese entonces como "lagartdo"” (Meinhardt et al.,
2008). Estas observaciones fueron realizadas en las proximidades de los rios Branco, Negro y
Solimdes (Silva, 1987). No obstante, no fue sino hasta el afio 1915 que el patégeno fue descrito
formalmente bajo el nombre de Marasmius perniciosus (Stahel). Posteriormente, fue
reclasificado dentro del género Crinipellis como Crinipellis perniciosa, designacion que duro
hasta el 2005, cuando estudios taxondémicos mas avanzados permitieron ubicarlo correctamente
en el género Moniliophthora (Aime & Phillips-Mora, 2005). Durante varios afios, la presencia
de M. perniciosa pas6 desapercibida; sin embargo, con la expansion de los cultivos de cacao,
su diseminacion se aceler6 dramaticamente, afectando a diversos paises del continente
americano y provocando pérdidas millonarias en produccion de grano (Bowers ef al., 2001).
Se estima que, a nivel global, esta enfermedad ocasioné pérdidas de aproximadamente 150 000

toneladas en el 2001, cifra que se elevo a 380 000 toneladas para 2012 (Ploetz, 2016). Un caso



emblematico es el de Ecuador, que durante buena parte del siglo XIX fue el mayor productor
mundial de cacao. No obstante, la aparicion de M. roreri en 1916, seguida de M. perniciosa en
1917, marco6 un punto de inflexion que derivo en la pérdida de dicha supremacia. Similarmente,
en Brasil, la irrupcion de M. perniciosa en el estado de Bahia a finales de la década de 1980
redujo la produccion en un 70 %, pasando de 378 000 toneladas en 1990 a menos de 120 000
toneladas en 1999 (Gray, 2001). Impactos similares han sido reportados en paises como
"Colombia, Perti, Venezuela, Bolivia, Panamd, Guyana, Surinam, Trinidad y Tobago, entre
otros" (Bowers et al., 2001; Pérez-Vicente, 2018; Ploetz, 2016).

Si bien el conocimiento cientifico sobre este patdgeno ha avanzado significativamente
en los ultimos afios, en paises como el Perti aun persisten vacios de investigacion,
particularmente en el desarrollo y evaluacion de estrategias de manejo biologico. Cabe destacar
que Peru ocupa actualmente el octavo lugar entre los principales productores de cacao en el
mundo, es el segundo en produccion de cacao orgédnico y uno de los lideres en exportacion de
cacao fino y de aroma (MIDAGRI, 2020). Sin embargo, este reconocimiento contrasta con la
alta vulnerabilidad del cultivo frente a enfermedades como la "escoba de bruja”. En el &mbito
local, especificamente en la provincia de La Convencion, no se cuenta con estudios
experimentales concluyentes que aborden la eficacia de agentes bioldgicos frente a M.
perniciosa. La investigacion se ejecutd en una parcela de cacao instalada con los clones CCN-
51, Chuncho y VRAE-99, materiales representativos de la zona de estudio, lo que permitid
evaluar el comportamiento de los tratamientos bajo condiciones reales de campo. En este
contexto, se plantea la siguiente investigacion titulada: "Evaluacion del efecto de tres agentes
biologicos y tres dosis de aplicacion frente a “escoba de bruja” (Moniliophthora perniciosa)
de cacao en condiciones de campo en el distrito de Echarati — La Convencion — Cusco”.

El autor



I. PROBLEMA OBJETO DE INVESTIGACION

1.1.  Identificacion del problema objeto de investigacion.

El cacao (Theobroma cacao L.) constituye uno de los cultivos de mayor importancia
econdémica y social en La Convencion, considerado el sustento principal de numerosas familias
rurales y simbolo del desarrollo agricola regional. Sin embargo, su sostenibilidad se encuentra
amenazada por la incidencia de enfermedades fungicas que comprometen los oérganos
vegetativos y reproductivos de la planta; ello altera su fisiologia, reduce el rendimiento y
ocasiona severas pérdidas econdmicas, afectando los sistemas productivos locales. Entre las
enfermedades que limitan su productividad destacan Moniliophthora roreri (moniliasis),
Rosellinia spp. (pie negro) y Moniliophthora perniciosa (escoba de bruja), siendo esta tltima
la mas destructiva por su capacidad de infectar brotes, cojinetes florales y frutos, provocando
deformaciones, necrosis y debilitamiento progresivo del arbol. Aunque los productores han
incorporado practicas culturales como la poda sanitaria y la eliminaciéon manual de tejidos
afectados, estas medidas resultan insuficientes para contener la propagacion de la enfermedad
ni reducir su impacto econdmico.

Y aqui es donde surge el problema objeto a investigar: la persistencia de la escoba de
bruja en las plantaciones de cacao del distrito de Echarati evidencia la necesidad urgente de
identificar alternativas sostenibles de control que sean eficaces, seguras y adaptadas a las
condiciones locales. En este contexto, los agentes bioldgicos antagonistas, como Trichoderma
virens, Bacillus subtilis y extractos naturales de Melaleuca alternifolia, representan opciones
prometedoras, para reducir la dependencia de productos quimicos. No obstante, aun no se
dispone de investigaciones experimentales que evaluen comparativamente su efectividad bajo
condiciones in vitro € in vivo. Esta brecha de conocimiento limita la aplicacion de estrategias
de manejo integrado de enfermedades y la adopcion de tecnologias bioldgicas sostenibles,

indispensables para fortalecer la resiliencia y competitividad del sistema cacaotero local.



1.2. Planteamiento del problema.
1.2.1. Problema general.

(Cual sera el efecto de tres agentes biologicos y tres dosis de aplicacion frente a la
escoba de bruja (Moniliophthora perniciosa) de cacao (Theobroma cacao L.) en condiciones
in vitro e in vivo en el distrito de Echarati — La Convencion — Cusco?

1.2.2. Problemas especificos.
— ¢ Cual sera el efecto de tres agentes biologicos y tres dosis de aplicacion frente a “escoba
de bruja” Moniliophthora perniciosa en condiciones “in vitro” (laboratorio)?
— (Cual sera el efecto de tres agentes biologicos y tres dosis de aplicacion frente a “escoba

de bruja” Moniliophthora perniciosa en condiciones in vivo (en campo)?



II. OBJETIVOS Y JUSTIFICACION

2.1. Objetivos

2.1.1.  Objetivo general
Evaluar el efecto de tres agentes biologicos y tres dosis de aplicacion frente a escoba
de bruja (Moniliophthora perniciosa) del cacao (Theobroma cacao L.) en condiciones in vitro

e in vivo en el distrito de Echarati — La Convencion — Cusco.

2.1.2.  Objetivos especificos
— Determinar el efecto de tres agentes bioldgicos y tres dosis de aplicacion frente a
“escoba de bruja” Moniliophthora perniciosa en condiciones “in vitro” (laboratorio).
— Determinar el efecto de tres agentes bioldgicos y tres dosis de aplicacion frente a

“escoba de bruja” Moniliophthora perniciosa en condiciones in vivo (en campo).

2.2.  Justificacion de la investigacion

El hongo Moniliophthora perniciosa, agente causal de la enfermedad escoba de bruja,
representa una limitante para la produccion de cacao en La Convencidn. Su notable capacidad
infectiva, observada en diversos pisos altitudinales del distrito de Echarati, genera dafios
severos en brotes, cojinetes florales y frutos, provocando pérdidas de rendimiento que afectan
la sostenibilidad econdémica de los productores. Esta situacion resalta la urgencia de establecer
estrategias de control efectivas y sostenibles, capaces de reducir la incidencia de la enfermedad
sin comprometer la estabilidad ecologica del sistema productivo. A pesar de los avances
logrados en el manejo cultural y quimico, la informacion cientifica sobre el uso de agentes
biologicos en el control de M. perniciosa sigue siendo escasa. Este vacio de conocimiento
limita la formulacion de programas de manejo integrado con enfoque ecoldgico, razén por la
cual resulta indispensable evaluar a agentes biologicos como Trichoderma virens, Bacillus
subtilis y Melaleuca alternifolia, aplicados en diferentes concentraciones. En consecuencia, la

presente investigacion se sustenta en cuatro enfoques fundamentales:



Econémico: En la provincia de La Convencion, la persistencia de enfermedades fingicas como
la escoba de bruja ha generado una disminucion constante en la rentabilidad del cultivo de
cacao, obligando a los productores a recurrir a agroquimicos costosos que elevan el gasto
operativo. La introduccion de agentes biologicos eficientes permitira disminuir dichos costos,
mejorar la productividad y asegurar un manejo mas rentable y sostenible del cultivo,
fortaleciendo la economia de los pequenios productores.

Social: El control biologico del cacao no solo implica una mejora técnica, sino también un
avance social. La adopcion de practicas basadas en microorganismos benéficos promovera la
autonomia tecnoldgica de las comunidades rurales, mejorando la seguridad laboral y
reduciendo la exposicion a productos toxicos. Ademas, el fortalecimiento del sector cacaotero
incidird positivamente en la cohesion social y el bienestar de las familias agricultoras del
distrito de Echarati.

Ambiental: El uso intensivo de productos quimicos ha provocado la degradacion del suelo, la
contaminacion de fuentes hidricas y la afectacion de organismos benéficos. Frente a ello, el
empleo de biocontroladores representa una alternativa ecoldgicamente segura, que favorece la
recuperacion del equilibrio biologico, mejora la salud del suelo y contribuye a la conservacion
de los ecosistemas asociados al cultivo de cacao.

Cientifico: Desde la perspectiva cientifica, esta investigacion busca generar conocimiento
solido sobre la efectividad de Trichoderma virens, Bacillus subtilis y Melaleuca alternifolia
frente a Moniliophthora perniciosa, evaluando su comportamiento tanto in vitro como in vivo.
Los resultados obtenidos aportardn evidencia empirica valiosa para la comprension de los
mecanismos de antagonismo y biocontrol, fortaleciendo la base tedrica sobre interacciones
patdégeno—antagonista. Asimismo, estos hallazgos servirdn como referencia para futuras
investigaciones en fitopatologia tropical y en el disefio de programas de manejo integrado

adaptados a las condiciones agroecoldgicas de la Amazonia cusqueiia.



III. HIPOTESIS

3.1. Hipotesis general
Cuando se aplica los tres agentes bioldgicos y tres dosis en plantaciones de cacao, la
incidencia de Moniliophthora perniciosa es menor, mientras que los rendimientos son mayores
comparados al testigo.
3.2.  Hipétesis especificas
— La aplicacion de tres agentes biologicos y tres dosis inhibiran significativamente a
“escoba de bruja” (Moniliophthora perniciosa) en condiciones “in vitro” (laboratorio).
— El efecto de tres agentes biologicos y tres dosis de aplicacion inhibirdn el crecimiento

de “escoba de bruja” (Moniliophthora perniciosa) en condiciones in vivo (en campo).



IV. MARCO TEORICO

4.1. Antecedentes de la investigacion

4.1.1. Internacional

Acosta y Villa (2016), en su estudio titulado “Evaluacion de Trichoderma spp. como
control biologico en una plantacion a pequenia escala de cacao”, realizado Antioquia
(Colombia), evaluaron la eficacia de un control biolégico de bajo costo basado en el uso de
Trichoderma spp. frente a la enfermedad causada por Moniliophthora roreri en sistemas
cacaoteros de pequefia escala. El experimento se condujo en tres lotes que incluyeron un total
de diecisiete arboles del clon CCN-51, bajo un disefio comparativo con tres tratamientos:
control bioldgico (lixiviado de cascaras de mazorcas sanas enriquecido con Trichoderma spp.
nativo), inductor de resistencia quimica (fosfito de potasio, KsPOs) y control sin aplicacion.
Aunque no se observaron diferencias estadisticas significativas entre tratamientos, el control
bioldgico mostrd valores medios superiores respecto al testigo, alcanzando una fraccion de
mazorca sana del 66 % frente al 43 % del control y un rendimiento promedio de 0,30 kg arbol ™,
triplicando el valor obtenido en el tratamiento sin aplicacion. Los autores concluyen que
Trichoderma spp., gracias a su accion antagonica combinada (micoparasitismo, secrecion de
enzimas liticas y produccion de metabolitos antifingicos), constituye una alternativa técnica y
econdomicamente viable para el manejo de Moniliophthora roreri en sistemas de cacao de baja
escala productiva.

Villamil et al (2018), en su investigacion titulada “Aplicacion de antagonistas
microbianos para el control biologico de Moniliophthora roreri Cif & Par en Theobroma
cacao L. bajo condiciones de campo”, desarrollada en la finca Corozales, Boyacé (Colombia),
evaluaron la eficacia de dos aislamientos autoctonos de Trichoderma sp. y uno de Bacillus sp.
en el control de la moniliasis del cacao. El experimento se establecid bajo un Disefio

Completamente al Azar (DCA) con cuatro tratamientos, cuatro repeticiones y cuatro frutos por



repeticion: T1 (Trichoderma sp. HS), T2 (Trichoderma sp. H20), T3 (Bacillus sp. B3) y T4
(testigo sin aplicacion). Se midieron la incidencia y severidad de la enfermedad durante seis
semanas. El tratamiento T2 (Trichoderma sp. H20) presentd la menor severidad externa
(reduccion del 28 % respecto al testigo) y el menor dafo interno (77,5 % frente a 96,5 % del
control), ademas del valor mas bajo del Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad
(1707 frente a 2435). Los autores concluyen que los aislados nativos de Trichoderma sp. y
Bacillus sp. poseen un alto potencial como agentes biocontroladores de M. roreri en
condiciones de campo, destacando Trichoderma sp. H20 por su mayor eficacia en la reduccion
de la severidad externa e interna del patdgeno.

Guzman (2024), en su tesis titulada “Influencia de estrategias de manejo para escoba
de bruja (Moniliophthora perniciosa) patogeno foliar en cacao (Theobroma cacao L.),
Naranjal — Guayas”, desarrollada en canton Naranjal, Ecuador, evaluo la efectividad de
distintas estrategias de manejo integrado para el control de Moniliophthora perniciosa en cacao
durante un periodo de seis meses (agosto 2023 — enero 2024). El estudio se realizo bajo un
Disefio Cuadrado Latino (DCL) con cinco tratamientos y cinco repeticiones: T1 (aceite
ozonizado + poda fitosanitaria), T2 (Bacillus subtilis + poda fitosanitaria), T3 (Paecilomyces
lilacinus + poda fitosanitaria), T4 (solo poda fitosanitaria) y T5 (pyraclostrobin + metiram +
poda fitosanitaria). Se evaluaron variables de severidad, incidencia, eficacia y relacion
costo/beneficio. Los resultados mostraron que el TS5 obtuvo la menor severidad (22,20 %) y la
menor incidencia (47,8 %), seguido del T3 con la mayor eficacia biologica (72,32 %). En
cuanto al rendimiento, el T5 alcanz6 el valor més alto con 1769 kg ha™, siendo ademas el més
rentable, con una relacion beneficio/costo de 1,33. La autora concluye que la integracion de
métodos quimicos, bioldgicos y organicos mejora la eficacia del control de la escoba de bruja
y optimiza la rentabilidad del cultivo, demostrando la viabilidad técnica y econdmica del

manejo integrado de enfermedades en cacao.



4.1.2.  Nacional

Ramos (2022), en su tesis titulada “Diversidad genética de escoba de bruja
(Moniliophthora perniciosa) en el agroecosistema cacao de la provincia de Bagua, region
Amazonas”, desarrollada en los seis distritos de la provincia de Bagua (Copallin, La Peca, El
Parco, Bagua, Aramango e Imaza), evalu¢ la incidencia y diversidad genética del agente causal
de la escoba de bruja en sistemas de cacao. El estudio comprendié 44 unidades productivas, de
las cuales se obtuvieron 44 aislados de M. perniciosa para caracterizacion morfoldgica y 50
aislados para analisis molecular. Se efectud la caracterizacion macro y micromorfolégica en
medio PDA, junto con la secuenciacion de regiones del ADN ribosomal (ITS, LSU y SSU) y
el analisis de once marcadores microsatélites (SSR). Los resultados mostraron incidencia del
100 % en las unidades evaluadas, con mayor severidad en Aramango (97,5 %) y menor en El
Parco (10 %). Se identificaron nueve patrones de crecimiento micelial y presencia constante
de fibulas, confirmando la identidad del patogeno. El analisis SSR reveldo 19 genotipos
multilocus y polimorfismo alélico en seis marcadores, evidenciando diversidad genética entre
poblaciones. El autor concluye que M. perniciosa presenta estructura genética variable y
probable recombinacion sexual, lo que resalta la necesidad de estrategias de manejo basadas
en la comprension de su diversidad poblacional.

Perdomo (2014), en su tesis titulada “Control quimico y biologico de las principales
enfermedades en el cultivo de cacao (Theobroma cacao L.) en el sector Jacintillo, provincia
de Leoncio Prado”, desarrollada en la region Huéanuco, evaluo la eficacia comparativa de
tratamientos quimicos y biologicos frente a las enfermedades méas comunes del cacao:
moniliasis (Moniliophthora roreri), escoba de bruja (Moniliophthora perniciosa) y pudricion
parda (Phytophthora spp.). El estudio se realizé bajo un Disefio de Bloques Completamente al
Azar (DBCA) con cuatro bloques y cinco tratamientos: Trichoderma harzianum, 6xido cuproso

(Akuprox), tebuconazol (Folicur), aplicacion secuencial de 6xido cuproso y Trichoderma
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harzianum, y un testigo absoluto. Se efectuaron cuatro aplicaciones mensuales y practicas
culturales uniformes de poda y saneamiento. Los resultados demostraron que todos los
tratamientos superaron al testigo en el numero de frutos sanos; sin embargo, el tebuconazol
(Folicur) present6 la menor incidencia total (2,40 %) y el mayor rendimiento de almendra seca
(1250,8 kg ha"), diferenciandose estadisticamente del control. Asimismo, obtuvo el valor mas
bajo del Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad (ADCPE) y el mayor indice de
retorno econdmico (160,4 %). El autor concluye que el tebuconazol y Trichoderma harzianum
son alternativas efectivas y rentables para el manejo integrado de enfermedades en el cultivo

de cacao.

4.1.3. Regional

Huaman (2025) en su tesis titulada Eficacia de fungicidas en el control de escoba de
bruja (Moniliophthora perniciosa) en condiciones in vitro y campo, en cacao blanco
(Theobroma cacao L.), en Echarate - La Convencion — Cusco desarrollada en el distrito de
Echarati evalu6 el efecto de tres principios activos entre ellos Clorothalonil, Oxicloruro de
cobre y la combinacion Tebuconazole—Triadimenol para el control de escoba de bruja donde
el estudio realizado en condiciones in vitro, utilizando distintas concentraciones. Los hallazgos
revelaron que el Oxicloruro de cobre y la mezcla Tebuconazole—Triadimenol lograron una

inhibicion total (100%) del crecimiento micelial, independientemente de la dosis aplicada.

En las condiciones de campo, cuando se combind la poda fitosanitaria con la aplicacion
de Oxicloruro de cobre, se logréd reducir significativamente la presencia de brotes
hipertrofiados a solo 2.98%, mientras que en el grupo sin tratamiento (testigo) esta incidencia
fue de 22.18%. Estos resultados confirman que esta estrategia es altamente efectiva para

controlar la enfermedad conocida como escoba de bruja.
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4.2. Bases tedricas
4.2.1. Generalidades del cultivo de cacao

4.2.1.1. Origen y distribucion

Zarrillo et al. (2018) sostienen que el cacao (Theobroma cacao L.) tiene su origen en
la cuenca alta del Amazonas; region considerada el centro primario de diversificacion genética
de la especie; un espacio biogeografico que abarca zonas del oriente ecuatoriano, colombiano
y peruano, donde se hallaron evidencias arqueobotanicas con mas de 5 300 afios de antigiiedad.
Este hallazgo confirma la existencia temprana de poblaciones silvestres que dieron origen al
cacao cultivado actual.

Motamayor et al. (2002) explican que, aunque el cacao surgidé en Sudamérica, su
domesticacion se consolido en Mesoamérica; proceso que involucro la adaptacion del cultivo
por parte de pueblos precolombinos; quienes aprovecharon sus granos no solo como alimento,
sino también como simbolo ritual y medio de intercambio.

Powis et al. (2007) afirman que los olmecas fueron los primeros en elaborar bebidas
fermentadas de cacao; practica documentada en el sitio arqueoldgico El Manati, Veracruz;
mientras que Cyphers et al. (2013) sefialan que su uso persistié durante mas de treinta siglos,
expandiéndose hacia otras culturas mesoamericanas.
4.2.1.2. Clasificacion taxondmica

Cronquist (1986) menciona la clasificaciéon taxondémica del cacao de la siguiente

manecra:
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Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida
Subclase : Dilleniidae
Orden : Malvales
Familia : Sterculiaceae
Género : Theobroma
Especie : Theobroma cacao L.
Nombre vulgar  : Cacao

4.2.1.3. Caracteristicas botanicas
De acuerdo con la descripcion realizada por Leon (1968), el cultivo de cacao presenta
una serie de rasgos morfoestructurales particulares que permiten su identificacion y estudio.

— Planta de cacao: Esta especie perenne, de crecimiento arbdreo, alcanza generalmente
alturas que oscilan entre los 6 y 8 metros en condiciones Optimas. Desarrolla un sistema
radicular de tipo pivotante, conformado por una raiz principal profunda y un conjunto de
raices secundarias que favorecen la absorcion de nutrientes.

— Talle: El tallo del cacao se caracteriza por su condicion cauliflora, es decir, que las flores
y frutos emergen directamente del tronco o de ramas principales, un rasgo distintivo en
especies tropicales.

— Hojas: Las hojas son de gran tamafo, alternas, colgantes y con una morfologia
predominantemente eliptica. Presentan un cambio de coloracion conforme maduran, y su
forma varia desde lanceolada hasta casi ovalada, con venacion pinnada y una superficie
predominantemente lisa.

— Flor: El cacao posee flores hermafroditas, albergando en su estructura ambos 6rganos
sexuales. Su mecanismo de polinizacion es entomofilo, es decir, depende de insectos para

la transferencia del polen.
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— Fruto: Denominado comuinmente como mazorca, este Organo reproductivo presenta
caracteristicas variables que responden tanto a factores genéticos inherentes a la planta

como a practicas de manejo agrondmico empleadas durante su desarrollo.

Gréfico 1. Arbol de cacao (Theobroma cacao L.) en etapa productiva.

Fuente registro fotografico propio, Echarati, La Convencion, Cusco (2022)
4.2.1.4. Caracteristicas edafoclimaticas
Benito (1992) sefiala que el desarrollo vigoroso y saludable del cacao esta condicionado
por factores edéficos y climaticos especificos:

— Requerimientos del suelo: El cacao demanda suelos ricos en materia organica, con textura
predominantemente arcillosa y presencia de una capa humifera bien estructurada. Para
favorecer la fertilidad del suelo, se recomienda el uso de especies leguminosas que permitan
la fijacion bioldgica de nitrégeno, contribuyendo al equilibrio nutricional del sistema

radicular.
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— Condiciones climaticas: Este cultivo prospera en climas calidos y humedos, con
temperaturas medias anuales comprendidas entre 21 y 25 °C. Dicho rango térmico resulta
fundamental para estimular la floracion y fructificacion. Asimismo, se requiere de suelos
con buen drenaje y la implementacion de cortinas rompeviento, especialmente en zonas

expuestas o costeras, con el fin de minimizar el estrés mecéanico sobre la planta.

4.2.1.5. Tipos de cacao
Garecia (2000) propone que; existen tres grupos varietales ampliamente reconocidos de
cacao, cada uno con particularidades agrondmicas, genéticas y organolépticas distintivas:

— Cacao Forastero: Este grupo representa la base genética del 95 % de la produccion
mundial de cacao, debido a su notable resistencia a enfermedades y menor
requerimiento de cuidados. Se caracteriza por ofrecer un sabor estable, lo que lo
convierte en el preferido para la industria chocolatera convencional. Dentro de los
materiales mas difundidos se encuentra el clon CCN-51 (Coleccion Castro Naranjal
51), desarrollado en Ecuador, el cual destaca por su elevada productividad, amplia
adaptacion a diferentes condiciones ambientales y relativa tolerancia a enfermedades.
Este clon puede alcanzar rendimientos entre 1 300 y 1 800 kg de cacao seco por
hectarea, superando a muchos otros materiales comerciales, razon por la cual ha logrado
una amplia aceptacion y expansion en los paises productores de cacao de América
Latina.

— Cacao Criollo: También denominado cacao fino o aromatico, esta variedad es
apreciada por la complejidad y riqueza de sus compuestos aromaticos y de sabor. No
obstante, su cultivo requiere condiciones mas controladas, ya que presenta una menor
resistencia a enfermedades, lo cual limita su difusion y productividad. El Chuncho y el
VRAE-99 son dos ejemplos destacados de este tipo de cacao de fino aroma nativo del

Perti. E1 Chuncho es originario de La Convencidn, Cusco, y fue domesticado por las
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comunidades indigenas Matsigenka, destacaAndose por su aroma intenso, notas citricas,

frutas secas y alto contenido de manteca. EI VRAE-99 (también conocido como

"Ganso") es originario del distrito de Pichari, VRAEM, Cusco, y es valorado por su

sabor suave, notas afrutadas, baja acidez y resistencia natural a la moniliasis.

— Cacao Trinitario: Resultado del cruzamiento entre las variedades Forastero y Criollo,
el cacao Trinitario fue desarrollado con el objetivo de combinar la resistencia genética
del primero con las cualidades sensoriales del segundo. De este modo, se ha convertido
en una alternativa valiosa para mercados especializados que demandan calidad
sensorial sin sacrificar la viabilidad agronomica.

4.2.1.6. Principales enfermedades del cacao

Purdy et al. (1998) indican que el cacao (Theobroma cacao L.) es un cultivo altamente
vulnerable a diversas enfermedades fitopatdogenas; muchas de ellas causadas por hongos,
bacterias, nematodos y virus; cuyo impacto varia de acuerdo con las condiciones climaticas, la
altitud y el manejo agrondomico del sistema productivo. Estas patologias, cuando no se
controlan oportunamente, pueden reducir drasticamente los rendimientos y comprometer la
calidad de los granos destinados a la industria chocolatera.

Evans et al. (2013) sostienen que una de las enfermedades mas extendidas y
destructivas es la moniliasis, causada por Moniliophthora roreri; patégeno que ataca los frutos
en cualquier fase de desarrollo. Los sintomas iniciales se manifiestan como manchas aceitosas,
deformaciones y abultamientos; posteriormente, la superficie del fruto adquiere una coloracion
marrén y desarrolla una capa pulverulenta blanca compuesta por conidias. En estados
avanzados, el hongo invade las semillas, provocando necrosis interna, pérdida de peso y
momificacion del fruto.

CABI (2016) refiere que otra enfermedad de gran importancia es la pudricion parda de

la mazorca, originada por Phytophthora palmivora; la cual genera manchas oscuras y bien
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definidas que se expanden rapidamente hasta cubrir toda la superficie de la mazorca. Bajo
condiciones de alta humedad, se observa la presencia de un micelio blanco y ralo sobre el fruto,
sefal inequivoca de la colonizacion del patogeno. Esta enfermedad ocasiona pérdidas severas
en cosechas y representa un riesgo latente en zonas tropicales de alta precipitacion.

Porras y Sanchez (1991) explican que la escoba de bruja, producida por
Moniliophthora perniciosa, es una de las patologias mas devastadoras del cacao. Este hongo
invade los brotes, las flores y los frutos, alterando su equilibrio hormonal y provocando
deformaciones caracteristicas. En infecciones severas, puede causar hasta el noventa por ciento
de pérdida de la produccion anual. Dada su complejidad bioldgica y su comportamiento
epidemioldgico, su andlisis detallado se abordara en un apartado independiente dentro de este
capitulo.

Purdy et al. (1998) mencionan que la pudricién negra de la raiz, provocada por
Rosellinia sp., afecta el cambium y los tejidos radiculares, generando descomposicion, clorosis
foliar y marchitamiento progresivo. Este hongo, propio de suelos con drenaje deficiente, se
dispersa mediante el agua superficial o por contacto entre raices, ocasionando focos de
infeccion que pueden expandirse rapidamente dentro de la plantacion.

4.2.2. Escoba de bruja (Moniliophthora perniciosa)

42.2.1. Clasificacion taxonomica

El Global Biodiversity Information Facility (GBIF, 2025) es una institucion
cientifica internacional que recopila y valida informacion biologica sobre especies de todo el
mundo, integrando datos taxonomicos provenientes de herbarios, colecciones flingicas y
secuencias moleculares, con el fin de asegurar la correcta identificacion y filiacion filogenética
de los organismos. De acuerdo con esta base de datos, la posicion sistematica de

Moniliophthora perniciosa se organiza de la siguiente manera:

17



Reino : Fungi
Filo : Basidiomycota
Clase : Agaricomycetes
Orden : Agaricales
Familia Marasmiaceae
Género : Moniliophthora H.C. Evans et al.
Especie :Moniliophthora perniciosa (Stahel) Aime & Phillips-Mora

GBIF (2025) describe que; el basionimo de esta especie corresponde a Marasmius
perniciosus Stahel (1920), posteriormente reclasificada como Crinipellis perniciosa (Stahel)
Singer y finalmente ubicada en el género Moniliophthora por Aime y Phillips-Mora (2006), a
partir de estudios filogenéticos basados en secuencias del ADN ribosomal. Esta especie
comparte estrecha relacion con Moniliophthora roreri, aunque se diferencia por su caracter
hemibiotrofico y su capacidad de colonizar tejidos meristematicos del cacao, originando la
enfermedad conocida como “escoba de bruja”.
4.2.2.2. Morfologia, ciclo biol6gico y epidemiologia del patégeno
4.2.2.2.1. Morfologia

Evans y Barreto (1996) explican que Moniliophthora perniciosa es un hongo
basidiomiceto perteneciente a la familia Marasmiaceae, caracterizado por producir micelio
hialino, septado y ramificado, con la presencia de fibulas o clamp connections, tipicas de los
basidiomicetos superiores. Los basidiocarpos, estructuras reproductivas visibles, adoptan una
morfologia semejante a pequefios paraguas de color pardo claro, con el himenio ubicado en la
superficie inferior del sombrero, donde se desarrollan las basidiosporas.

SENASICA (2022) sefiala que las basidiosporas son hialinas, elipticas, unicelulares y
de paredes delgadas, con dimensiones que oscilan entre 6 y 9 um de largo por 3 a 5 um de

ancho, las cuales germinan rdpidamente en condiciones de alta humedad relativa (superior al
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95 %) y temperaturas entre 22 y 28 °C, parametros que coinciden con las condiciones
predominantes en los cacaotales amazodnicos. Estas estructuras constituyen la principal fuente

de inoculo primario responsable del inicio de la infeccion.

4.2.2.2.2. Ciclo biolégico

Parra et al. (2008) sostienen que el ciclo de Moniliophthora perniciosa comprende dos
fases fisiologicas claramente diferenciadas: la fase biotrofica y la fase necrotrofica o
saprofitica. Durante la primera, el hongo penetra en los tejidos jovenes del hospedero (brotes,
cojines florales o frutos tiernos) mediante la germinacion de basidiosporas, colonizando
intercelularmente los espacios corticales sin causar necrosis inmediata. En esta etapa, actua
como un parasito obligado, induciendo una marcada alteracién hormonal en el tejido huésped
que genera hipertrofia e hiperplasia celular, lo que se manifiesta externamente como brotes
anormalmente hinchados o deformados.

Segun CAB International (2018), tras un periodo de incubacion de 3 a 14 semanas,
los tejidos infectados pierden viabilidad y el hongo cambia a su fase necrotrofica. En esta
segunda etapa, las hifas invaden las células muertas, originando los basidiocarpos sobre los
tejidos necrosados, principalmente en brotes secos o momificados, desde donde se liberan
nuevamente las basidiosporas, que son dispersadas por el viento, las salpicaduras de lluvia y el
contacto directo entre plantas. Este proceso perpetia el ciclo infeccioso, permitiendo que la

enfermedad se mantenga activa durante todo el afio en condiciones favorables.
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Figura 2.

Ciclo biologico de Moniliophthora perniciosa, agente causal de la escoba de bruja del

cacao.

Fuente: Tomado de SENASICA (2022) Carneiro, 2015
4.2.2.2.3. Epidemiologia

SENASICA (2022) afirma que la epidemiologia de la escoba de bruja estd
estrechamente condicionada por la interaccion entre el agente causal, el hospedero y las
variables ambientales, siendo las zonas de alta humedad y baja luminosidad las mas propicias

para la infeccion. La enfermedad se propaga con mayor intensidad en regiones donde las
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precipitaciones superan los 1 500 mm anuales, con temperaturas medias de 24-27 °C, lo que
facilita tanto la germinacion de basidiosporas como la prolongacion de la fase biotréfica.

Evans y Barreto (1996) detallan que la diseminacion se da principalmente por
corrientes de aire y lluvia, y que los focos de infeccion se concentran en la copa de los arboles,
donde los brotes secos permanecen adheridos, actuando como reservorios del indculo. Ademas,
las escobas vegetativas caidas al suelo no contribuyen significativamente a la epidemia, a
diferencia de las que permanecen en el dosel y contintan liberando esporas.

CAB International (2018) enfatiza que la enfermedad puede causar pérdidas de hasta
el 90 % de la produccion en cultivos sin manejo fitosanitario, afectando no solo la
productividad sino también la fisiologia del arbol, al reducir la capacidad fotosintética y alterar

la dindmica de crecimiento vegetativo y reproductivo.

4.2.2.3. Sintomasy efectos fisioldgicos

Evans y Barreto (1996) explican que los sintomas de la escoba de bruja del cacao se
manifiestan en casi todos los 6rganos de la planta (brotes, cojines florales, flores y frutos),
originando una amplia gama de alteraciones morfo-fisiologicas. El primer signo visible en los
brotes jovenes consiste en un engrosamiento anormal de los tejidos, consecuencia del
crecimiento desorganizado de las células corticales y medulares. Este fenomeno, conocido
como hipertrofia e hiperplasia, se debe a la alteracion de los balances hormonales endégenos,
particularmente del 4cido indolacético (AIA) y las citoquininas, lo que rompe la dominancia
apical e induce la emision de numerosas yemas laterales que confieren al brote su caracteristico
aspecto de “escoba”.

SENASICA (2022) senala que estas escobas pueden clasificarse en vegetativas y
reproductivas, dependiendo del tejido afectado. Las escobas vegetativas surgen a partir de
brotes jovenes, que muestran elongacion reducida, entrenudos cortos y hojas clordticas,

delgadas y deformadas. En contraste, las escobas reproductivas aparecen en los cojines florales,
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donde las flores infectadas se hipertrofian, pierden su capacidad de fecundacion y dan lugar a
estructuras aberrantes con aspecto de brotes secos. A medida que progresa la enfermedad, el
tejido hipertrofiado pierde turgencia, se necrosa y termina cubierto por un micelio blanquecino
que evoluciona hacia un color pardo oscuro.

CAB International (2018) sostiene que los efectos fisiologicos de M. perniciosa
trascienden los sintomas visibles, pues la infeccion interrumpe los procesos de translocacion
de asimilados y reduce la capacidad fotosintética de las hojas. La pérdida de dominancia apical,
combinada con el consumo de carbohidratos por el micelio biotrofico, debilita la estructura del
arbol y disminuye su rendimiento productivo hasta en un 90 %, especialmente en sistemas de
sombra densa y alta humedad relativa.

SENASICA (2022) concluye que, en ausencia de control, las escobas secas
permanecen adheridas por largos periodos, y sobre ellas se forman los basidiocarpos, desde los
cuales se liberan millones de basidiosporas que reinician el ciclo de infeccion. Este
comportamiento convierte a los tejidos necréticos en la principal fuente de indculo secundario,
asegurando la persistencia del patdgeno en el agroecosistema durante todo el afio.

Figura 3.

Basidiocarpos de Moniliophthora perniciosa en cojin floral hojas y frutos.

Fuente: Tomado de SENASICA (2022) en ficha técnica de Moniliophthora perniciosa
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4.2.2.4. Control biologico y fundamentos del antagonismo

Baker y Cook (1974) sostienen que el control bioldgico constituye una de las
estrategias mas sostenibles dentro del manejo integrado de enfermedades vegetales, al basarse
en el uso de microorganismos benéficos capaces de reducir la incidencia de patdogenos mediante
mecanismos ecoldgicos naturales, sin generar impactos negativos en el ambiente ni resistencia
en las poblaciones del agente causal. En el caso de la escoba de bruja del cacao (Moniliophthora
perniciosa), el control bioldgico se ha posicionado como una alternativa viable frente a los
fungicidas sintéticos, tradicionalmente empleados en las zonas productoras.

SENASICA (2022) explica que, entre los agentes mas prometedores, destacan los
hongos del género Trichoderma y las bacterias del género Bacillus, ampliamente estudiados
por su capacidad de competir, parasitar e inhibir el crecimiento de M. perniciosa a través de
distintos mecanismos fisioldgicos. Trichoderma virens, por ejemplo, ejerce su efecto por
micoparasitismo, enrollando sus hifas alrededor del micelio del patdégeno y liberando enzimas
hidroliticas (como quitinasas, glucanasas y proteasas) que degradan la pared celular (Harman
et al., 2004). Bacillus subtilis, en cambio, actia mediante antibiosis y competencia por
nutrientes, produciendo compuestos antimicoticos como iturinas y surfactinas, ademas de
inducir resistencia sistémica en el hospedero (Howell, 2003).

CAB International (2018) resalta que el uso de extractos vegetales, como los aceites
esenciales de Melaleuca alternifolia, complementa la accidn microbiana del biocontrol. Sus
metabolitos terpénicos, principalmente el terpinen-4-ol, alteran la integridad de la membrana
fungica e inhiben la sintesis de ergosterol, lo que refuerza el control de M. perniciosa en campo.

Bowers et al. (2001) afirman que, en los ultimos veinte afios, se han desarrollado
investigaciones adicionales que condujeron al aislamiento de nuevas especies de Trichoderma
con capacidad micoparasitica mas especializada. Entre ellas destaca Trichoderma stromaticum,

parésito natural del micelio y basidiocarpos de M. perniciosa. En Brasil, se han formulado
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productos comerciales basados en Trichoderma stromaticum para el manejo de la enfermedad;
sin embargo, los resultados han sido variables e inconsistentes, debido a la complejidad de las
interacciones entre el microclima del cacaotal y la supervivencia del hongo antagonista.
Actualmente, diversas instituciones de investigacion de Estados Unidos, Centro y Sudamérica
continuan optimizando la eficiencia y estabilidad bioldgica de Trichoderma stromaticum,
aunque hasta la fecha no se ha identificado un antagonista que actie con agresividad suficiente
en condiciones de campo tropical.

SENASICA (2022) enfatiza que el éxito del control bioloégico depende no solo de la
eficacia de los agentes empleados, sino también de su integraciéon dentro de un manejo
agroecologico sostenible, que considere la dindmica del indculo, las condiciones climaticas
locales y la compatibilidad de los microorganismos con las practicas agricolas del productor.
De esta manera, el control biologico representa un pilar fundamental en la busqueda de sistemas

cacaoteros mas resilientes y ambientalmente equilibrados.
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4.2.3.  Agentes bioldgicos evaluados
4.2.3.1. Trichoderma virens

4.2.3.1.1. Clasificacion taxonomia
El Global Biodiversity Information Facility GBIF (2025), organismo internacional
dedicado a la recopilacion y sistematizacion de datos bioldgicos, reconoce a Trichoderma
virens (J.H. Mill., Giddens & A.A. Foster) Arx como una especie fingica perteneciente al filo
Ascomycota, dentro de la clase Sordariomycetes, orden Hypocreales y familia Hypocreaceae.
En consecuencia, su posicion sistematica se organiza de la siguiente manera:
Reino : Fungi
Filo: : Ascomycota
Clase : Sordariomycetes
Orden : Hypocreales
Familia : Hypocreaceae
Género : Trichoderma Persoon ex Gray, 1801
Especie : Trichoderma virens (J.H. Mill., Giddens & A.A. Foster) Arx
GBIF (2025) sefiala que; la especie Trichoderma virens es reconocida por su alta
capacidad de adaptacion ecologica y su amplio rango de distribucién geografica, registrando
mas de mil ocurrencias bioldgicas a nivel global, con presencia documentada en regiones
tropicales y subtropicales de América, Asia, Africa y Oceania, donde se asocia frecuentemente

con suelos agricolas y rizosferas de multiples especies vegetales hospederas.

4.2.3.1.2. Caracteristicas morfologicas

Gomez (2014) describe que Trichoderma virens es un hongo filamentoso de
crecimiento vigoroso, caracterizado por la formacion de hifas septadas, finas y altamente
ramificadas, que colonizan tanto la superficie del suelo como la rizésfera de las plantas. Este

microorganismo desarrolla conidioforos erectos y ramificados, en cuyos é&pices se agrupan
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conidios unicelulares de color verde y textura lisa, responsables de su apariencia aterciopelada
en medios de cultivo. Asimismo, forma clamidosporas de pared gruesa, estructuras
especializadas que garantizan su persistencia bajo condiciones ambientales adversas,
permitiéndole sobrevivir largos periodos de latencia en ausencia del hospedero.

Gomez (2014) explica que el micelio de Trichoderma virens ejerce una funcion
micoparasitica activa, ya que sus hifas envuelven y penetran las de hongos fitopatdégenos, como
Fusarium spp., Rhizoctonia solani 'y Sclerotinia sclerotiorum, provocando la desintegracion de
sus paredes celulares mediante enzimas hidroliticas, entre ellas quitinasas y glucanasas. Este
proceso ocasiona la desorganizacion del citoplasma y la muerte del patégeno, reduciendo su
capacidad de infeccion y diseminacion.

Gomez (2014) destaca que T. virens se desarrolla dptimamente entre 10 y 30 °C, con
un rango de pH de 4 a 7, lo que explica su amplia adaptabilidad ecologica y eficacia en
diferentes condiciones agroclimdticas. En cultivo, su coloracidon verde intensa y su crecimiento
rapido son indicadores de pureza y viabilidad. Estas caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas
sustentan su uso como agente biocontrolador eficaz, capaz de integrarse en estrategias de

manejo sostenible de enfermedades fingicas en cultivos como el cacao, el café y las hortalizas.

4.2.3.1.3. Mecanismos de accion biocontroladora

Gomez (2014) explica que Trichoderma virens ejerce su accidon biocontroladora
mediante una combinacion de mecanismos directos e indirectos, que le permiten inhibir el
desarrollo de hongos fitopatdgenos y, al mismo tiempo, estimular el crecimiento de las plantas
hospedantes. Entre los mecanismos directos, destaca la competencia por espacio y nutrientes,
donde el hongo coloniza rdpidamente la rizosfera y los tejidos superficiales de la planta,
impidiendo el establecimiento de patégenos. Asimismo, presenta micoparasitismo, un proceso

en el cual las hifas de Trichoderma virens reconocen, enrollan y penetran las hifas del patégeno,

26



liberando enzimas hidroliticas como quitinasas, glucanasas y proteasas que degradan la pared
celular del microorganismo hospedero, provocando su lisis y muerte.

Infante et al. (2009) sostienen que este hongo también produce una amplia gama de
metabolitos secundarios antifungicos, entre ellos antibidticos naturales, compuestos volatiles y
toxinas de bajo peso molecular que alteran la permeabilidad de la membrana celular de los
patogenos. Estos metabolitos, junto con las enzimas extracelulares, confieren a Trichoderma
virens una elevada capacidad de supresion frente a especies como Fusarium oxysporum,
Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii y Moniliophthora perniciosa.

Goémez (2014) enfatiza que, de manera indirecta, Trichoderma virens actia como
promotor del crecimiento vegetal al inducir la resistencia sistémica del hospedero (ISR),
estimulando la produccion de fitoalexinas y compuestos fendlicos defensivos. Ademas, mejora
la absorcion de nutrientes minerales y la tolerancia al estrés hidrico, térmico o quimico. Estos
efectos fisioldgicos explican su éxito en programas de manejo integrado de enfermedades
(MIPE), donde el uso de Trichoderma virens representa una alternativa biotecnoldgica
sostenible frente a los fungicidas sintéticos tradicionales.
4.2.3.1.4. Aplicaciones en el manejo fitosanitario

Gomez Ramirez (2014) sefiala que 7richoderma virens constituye uno de los agentes
biocontroladores més empleados en programas de Manejo Integrado de Enfermedades (MIPE),
debido a su capacidad para colonizar rapidamente la rizosfera y competir eficazmente con
hongos fitopatdégenos del suelo. Su aplicaciéon ha demostrado resultados consistentes en la
reduccion de enfermedades ocasionadas por Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Fusarium
oxysporum y Moniliophthora perniciosa, siendo utilizado tanto en cultivos perennes como
cacao y café, como en cultivos horticolas de alta demanda comercial. En este contexto, la
aplicacion de Trichoderma virens contribuye a mantener la sanidad del suelo, a restaurar el

equilibrio microbiano y a reducir la dependencia del uso de fungicidas sintéticos.
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Infante et al. (2009) explican que Trichoderma virens puede aplicarse en diversas
formas, incluyendo el tratamiento de semillas, la inmersion de raices, la aspersion foliar o la
incorporacion directa al suelo mediante mezclas con materia organica, compost o sustratos de
vivero. Estas modalidades favorecen la colonizacion temprana de las raices y el establecimiento
de una barrera biologica protectora frente a los patégenos del suelo. Ademas, su accion se ve
potenciada cuando se combina con practicas agrondmicas adecuadas, como la fertilizacién
equilibrada y el manejo racional del riego, factores que mejoran la persistencia del
biocontrolador en el campo.

Gomez Ramirez (2014) afiade que el uso de Trichoderma virens no solo ejerce un
control bioldgico eficaz, sino que también estimula el crecimiento vegetal mediante la
produccion de reguladores naturales como acido indolacético y compuestos volatiles que
mejoran la absorcion de nutrientes y la tolerancia al estrés ambiental. En consecuencia, este
hongo se consolida como una herramienta estratégica en el manejo sostenible del cultivo de
cacao, al contribuir simultdneamente a la sanidad del ecosistema agricola y al fortalecimiento

fisiologico de las plantas.
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4.2.3.2. Bacillus subtilis

4.2.3.2.1. Clasificacion taxonomia

El Global Biodiversity Information Facility (GBIF, 2024), plataforma cientifica
internacional que centraliza datos taxonomicos y de biodiversidad bioldgica, reconoce a
Bacillus subtilis G como una especie aceptada dentro del dominio bacteriano. Esta clasificacion
se encuentra organizada de la siguiente manera:
Reino  : Bacteria

Filo : Firmicutes
Clase : Bacilli
Orden : Bacillales
Familia : Bacillaceae
Género : Bacillus Cohn, 1872
Especie : Bacillus subtilis G

Segun GBIF (2024), Bacillus subtilis es una bacteria Gram positiva, formadora de
endosporas, considerada una de las especies modelo més estudiadas dentro del género Bacillus
por su amplia distribucion, alta estabilidad genética y versatilidad ecoldgica. Su capacidad de
formar estructuras de resistencia le permite sobrevivir en condiciones ambientales extremas,
manteniendo su viabilidad en diversos ecosistemas terrestres y agricolas.
4.2.3.2.2. Propiedades bioldgicas

Gonzalez et al. (2022) explican que Bacillus subtilis es una bacteria Gram positiva, de
morfologia bacilar, movil por flagelos peritricos, catalasa positiva y capaz de desarrollarse
tanto en condiciones aerobias como anaerobias facultativas. Este microorganismo se
caracteriza por su extraordinaria adaptabilidad a una amplia gama de ambientes, prosperando
en un rango de pH entre 4.9 y 9.3, y temperaturas que oscilan de 10 a 48 °C, con un 6ptimo

fisiologico cercano a los 30 °C. Su rasgo mas distintivo es la formacion de endosporas,
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estructuras altamente resistentes que le permiten sobrevivir a condiciones extremas de
desecacion, radiacion y estrés quimico, garantizando su persistencia y viabilidad a largo plazo
en el suelo agricola.

Gonzalez et al. (2022) sostienen que Bacillus subtilis actia como una Rizobacteria
Promotora del Crecimiento Vegetal (PGPR), debido a sus mecanismos directos e indirectos de
beneficio sobre las plantas. En el primer caso, estimula la germinacion y el desarrollo radicular
mediante la produccion de fitohormonas como el acido indolacético y las citoquininas; ademas,
contribuye a la fijacion bioldgica de nitrogeno y a la solubilizacion de fosfatos y
micronutrientes del suelo, lo que mejora la nutricion vegetal y reduce la dependencia de
fertilizantes quimicos. Entre sus mecanismos indirectos, resalta su papel en la produccion de
metabolitos secundarios antimicrobianos, tales como lipopéptidos (iturinas, fengicinas y
surfactinas), compuestos volatiles y sideroforos, que inhiben el crecimiento de hongos
fitopatogenos como Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea'y Phytophthora
infestans.

Gonzalez et al. (2022) afirman que la presencia de B. subtilis en la rizosfera no solo
mejora la absorcidon de nutrientes, sino que también induce resistencia sistémica en las plantas
(ISR), fortaleciendo sus defensas frente a estreses bidticos y abidticos. Por su doble accion
(promotora y protectora), esta especie representa un componente esencial en los programas
modernos de manejo biotecnoldgico y sostenible de cultivos, consolidandose como una
alternativa ecologica al uso de pesticidas quimicos.
4.2.3.2.3. Mecanismos de antagonismo y modo de accion

Gonzalez et al. (2022) explican que Bacillus subtilis ejerce su accion biocontroladora
mediante un conjunto de mecanismos sinérgicos que actian sobre los patdgenos del suelo y la
superficie foliar. Entre los principales destacan la competencia por espacio y nutrientes, la

secrecion de metabolitos antimicrobianos, la produccion de enzimas liticas y la induccion de
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resistencia sistémica en las plantas (ISR). Estos mecanismos se activan de manera coordinada,
permitiendo al microorganismo colonizar con eficacia la rizésfera y establecer una barrera
microbiana que impide la germinacion de esporas y el crecimiento del micelio de hongos
fitopatdgenos.

Gonzalez et al. (2022) sostienen que uno de los mecanismos mas relevantes
corresponde a la sintesis de lipopéptidos bioactivos, entre ellos la iturina, la fengicina y la
surfactina, compuestos de bajo peso molecular que alteran la integridad estructural de la
membrana plasmatica de los hongos, provocando la pérdida del contenido citoplasmatico y la
muerte celular. A ello se suma la produccion de sider6foros, moléculas quelantes con alta
afinidad por el hierro, que limitan la disponibilidad de este elemento esencial para el
crecimiento de los patogenos. Paralelamente, Bacillus subtilis genera compuestos organicos
volatiles (VOCs) con efecto antifingico y antibacteriano, capaces de inhibir el desarrollo de
patogenos incluso a distancia, dentro del microambiente radicular.

Gonzalez et al. (2022) afiaden que Bacillus subtilis participa activamente en la
estimulacion del sistema de defensa vegetal, induciendo respuestas fisiologicas que fortalecen
la resistencia natural de la planta. Este proceso, conocido como resistencia sistémica inducida
(ISR), implica la activacion de genes relacionados con la sintesis de fitoalexinas, proteinas PR
y compuestos fendlicos de defensa. De esta manera, el microorganismo no solo actia como un
antagonista directo, sino también como un agente elicitor que prepara a la planta para responder
de forma mas eficiente ante futuros ataques de patdgenos.

Gonzalez et al. (2022) concluyen que los mecanismos de antagonismo de Bacillus
subtilis integran una estrategia de biocontrol multifuncional, que combina la inhibicion
quimica, la competencia ecologica y la activacion de defensas naturales, lo que explica su

eficacia y estabilidad como bioinoculante en sistemas agricolas sostenibles.
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4.2.3.2.4. Eficaciay uso en control biologico

Gonzalez et al. (2022) sefialan que Bacillus subtilis despliega su accion
biocontroladora mediante una combinacion de mecanismos complementarios que garantizan
una proteccion integral frente a patdgenos del suelo y tejidos vegetales. Entre estos destacan la
competencia por espacio y nutrientes, la sintesis de metabolitos antimicrobianos, la produccion
de enzimas hidroliticas (como quitinasas, glucanasas y proteasas) y la formacion de
biopeliculas protectoras que impiden la colonizacion de microorganismos patdgenos. Los
autores explican que este microorganismo produce lipopéptidos como iturina, fengicina y
surfactina, compuestos capaces de alterar la membrana plasmatica de hongos fitopatégenos,
provocando su desorganizacion estructural y, finalmente, la lisis celular.

Gonzalez et al. (2022) afirman que Bacillus subtilis actia como un inductor de
resistencia sistémica (ISR), estimulando en la planta la sintesis de fitoalexinas y proteinas
relacionadas con la defensa, lo que refuerza la capacidad de respuesta ante estreses bidticos.
Ademas, el microorganismo genera sideroforos que limitan la disponibilidad de hierro en la
rizésfera y produce compuestos organicos volatiles (VOCs) con accidon antifiingica,
permitiendo un control indirecto de patogenos a distancia. Gracias a esta interaccion ecoldgica
multifuncional, Bacillus subtilis se consolida como un bioagente eficaz en sistemas agricolas
sostenibles, combinando mecanismos quimicos, fisioldgicos y ecologicos para mantener la

sanidad del cultivo.
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4.2.3.3. Melaleuca alternifolia

4.2.3.3.1. Clasificacion taxonomia

El GBIF (2025) sefiala que Melaleuca alternifolia (Maiden & Betche) Cheel es una
especie vegetal perteneciente al reino Plantae, ampliamente reconocida por su valor medicinal
y fitosanitario. Su clasificacion taxondmica, aceptada en el Catalogue of Life, se estructura de
la siguiente manera:
Reino : Plantae

Filo : Tracheophyta
Clase : Magnoliopsida
Orden : Myrtales
Familia : Myrtaceae
Género : Melaleuca L.
Especie : Melaleuca alternifolia (Maiden & Betche) Cheel

Segun el GBIF (2025), esta especie es endémica de Australia. Su basdénimo
corresponde a Melaleuca linariifolia var. alternifolia Maiden & Betche, siendo reconocida
internacionalmente por ser la fuente natural del aceite esencial conocido como “aceite del arbol
del t€¢”, cuyas propiedades antimicrobianas y antifungicas han motivado su empleo en la
formulacion de biofungicidas agricolas.
4.2.3.3.2. Origen del extracto

Stockton (2010) sefiala que el biofungicida Timorex Gold® se formula a partir del
aceite esencial del arbol del t€¢ (Melaleuca alternifolia), una especie arbdrea originaria del
noreste de Australia, perteneciente a la familia Myrtaceae. Este arbol crece de manera natural
en zonas humedas y calidas de Nueva Gales del Sur y Queensland, donde se cultiva bajo
sistemas controlados destinados a la extraccion de aceites esenciales con fines farmacéuticos,

cosméticos y agricolas. El aceite se obtiene mediante destilacion por arrastre de vapor de las

33



hojas frescas, proceso que permite conservar intactas las fracciones volatiles ricas en
monoterpenos oxigenados, responsables de su reconocida actividad antimicrobiana.

Sipcam (2019) complementa que el extracto empleado en la formulacion comercial de
Timorex Gold® se produce bajo normas estrictas de sostenibilidad y trazabilidad, asegurando
una composicion estandarizada en sus principales compuestos activos (terpinen-4-ol, y-
terpineno, a-terpineol y 1,8-cineol), los cuales representan mas del 60 % del aceite total. Este
origen natural, sumado a su pureza y a la ausencia de residuos toxicos, permite que el producto
sea compatible con los programas de agricultura ecologica y manejo integrado de
enfermedades. De esta manera, Melaleuca alternifolia constituye la base botdnica de un
extracto con amplia aceptacion mundial, cuya eficacia se ha comprobado en cultivos tropicales

de alto valor como el cacao, el banano, el café¢ y diversos frutales.

4.2.3.3.3. Principios activos y mecanismo de accion

Stockton (2010) explica que el extracto natural del arbol del té (Melaleuca alternifolia),
principio activo de Timorex Gold®, estd constituido principalmente por monoterpenos
oxigenados tales como el terpinen-4-ol, y-terpineno, a-terpineol y 1,8-cineol, responsables de
su accion antifingica y antibacteriana. Estos compuestos poseen un modo de accion multisitio,
lo que significa que actan simultdneamente sobre diferentes estructuras celulares del
patdgeno, impidiendo la generacion de resistencia. Su principal efecto consiste en la alteracion
de la permeabilidad de la membrana celular de los hongos y bacterias, provocando la pérdida
del contenido citoplasmatico, la desorganizacion metabdlica y la muerte del microorganismo.
Ademés, el producto presenta una alta movilidad translaminar y efecto vapor, lo que favorece
su distribucion homogénea en la superficie foliar y garantiza una proteccion integral de los
tejidos vegetales, incluso en zonas de dificil acceso.

Carson y Riley (1995) complementan que los aceites esenciales de Melaleuca

alternifolia ejercen una accioén antifungica dependiente de la concentracion y del tipo de
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microorganismo afectado. Estos metabolitos naturales interfieren directamente en la sintesis de
ergosterol (componente esencial de la membrana celular fingica) y en la respiracion
mitocondrial, lo que bloquea los procesos energéticos vitales del patdégeno. Asimismo,
presentan una reconocida actividad antioxidante y antibacteriana, que contribuye a disminuir

el estrés fisioldgico en las plantas y a reforzar sus mecanismos naturales de defensa.

4.2.3.3.4. Caracteristicas segun ficha técnica

AgroKlinge S.A. (2022) indica que Timorex Gold® es un fungicida bioldgico de
amplio espectro formulado como concentrado emulsionable (EC), cuyo ingrediente activo
corresponde al aceite esencial de Melaleuca alternifolia en una concentracion de 222,5 g/L,
complementado con aditivos (77,5 g/L) que optimizan la estabilidad y penetracion del
producto. Este bioinsumo presenta aspecto liquido, color amarillo-marrdn y olor caracteristico,
con un pH de 9,0 a 9,3 y una densidad de 0,931 g/L a 22 °C. Se clasifica como ligeramente
toxico, no corrosivo, no explosivo y estable durante dos afios a temperatura inferior a 35 °C, lo
que garantiza su conservacion bajo condiciones adecuadas de almacenamiento.

Segtin la ficha técnica, Timorex Gold® actiia mediante multiples mecanismos de accion
sobre las células de hongos y bacterias fitopatdgenas, provocando la destruccion de la
membrana celular, el incremento de la permeabilidad, la pérdida de citoplasma y la inhibicion
de la respiracion mitocondrial y del transporte de iones. Este efecto fisioldgico interrumpe los
procesos vitales del patdgeno y detiene el crecimiento micelial, confiriéndole una accion tanto
preventiva como curativa. Ademas, el producto presenta excelente capacidad de penetracion
cuticular, alcanzando los tejidos del mesofilo vegetal sin causar fitotoxicidad en los cultivos
recomendados. Se aplica mediante pulverizacion con agua, utilizando volimenes adecuados
para lograr una cobertura uniforme y un control eficaz, preferentemente de manera preventiva

para evitar la proliferacion del patdgeno.
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Asimismo, Timorex Gold® se encuentra registrado ante el SENASA del Pert bajo el
n. PBUA 246-SENASA, siendo fabricado por Stockton Ltd. (Israel) e importado y distribuido
por AgroKlinge S.A. en Lima. Estas caracteristicas, junto con su origen natural, su baja
toxicidad y su alta eficacia antimicrobiana, consolidan a Timorex Gold® como una herramienta
segura y sustentable para el manejo fitosanitario de cultivos tropicales, donde contribuye al

control ecoldgico de enfermedades.
4.3. Marco conceptual

4.3.1. Inhibicion

IUPAC (1997) explican que “inhibicion” es la disminucion cuantificable de una
reaccion o proceso bioldgico tras la accion de un agente (inhibidor), concepto aplicable a la
reduccién del crecimiento micelial frente a tratamientos antifingicos.

Bliss (1934) precisan que, en ensayos de patologia vegetal, dicha disminucion puede
expresarse como porcentaje de inhibicion respecto del testigo, mediante relaciones como [ =
(C —T)/C x 100, ampliamente adoptadas en bioensayos de hongos.

4.3.2.  Antagonismo

Haidar et al. (2016) sefialan que “antagonismo” en control bioldgico describe la
interferencia de un microorganismo sobre otro patdgeno por competencia por recursos y sitio,
antibiosis (metabolitos inhibitorios) y/o parasitismo directo, constituyendo la base mecanistica
de muchos agentes microbianos.

4.3.3. Biocontrol

FAO-CIPF (2001, ISPM 5) afirman que el control biolégico emplea organismos vivos

(o sus productos) para suprimir poblaciones de plagas y patdégenos, definiendo formalmente

“agente de control bioldgico” y su uso dentro de marcos fitosanitarios internacionales.
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Kohl et al. (2025) complementan que los microbios biocontroladores actiian mediante
multiples modos (competencia, antibiosis, micoparasitismo ¢ induccion de defensas), y
subrayan la necesidad de evaluar su desempefo en condiciones de campo.

4.3.4. Invitro

NCBI (2023) indican que “in vitro” se refiere a procedimientos experimentales

realizados fuera del organismo vivo, tipicamente en matraces, placas o sistemas de cultivo

controlados, para medir respuestas bioldgicas de manera aislada.

43.5. Invivo

NCBI (2023) aclaran que “in vivo” comprende estudios efectuados dentro de
organismos vivos, donde las respuestas del hospedero y las interacciones ambientales influyen
en el resultado del tratamiento evaluado.
4.3.6. ABCPE

Simko y Piepho (2012) explican que el 4rea bajo la curva resume cuantitativamente la
intensidad temporal de una enfermedad a partir de evaluaciones seriadas, siendo métrica clave

en epidemiologia vegetal (y base del refinamiento AUDPS).
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V. DISENO DE LA INVESTIGACION

5.1. Tipo y enfoque de la investigacion
La presente investigacion es de tipo aplicada, experimental con un enfoque cuantitativo.
5.2. Ubicacion espacial

5.2.1.  Ubicacion politica

— Region : Cusco

— Provincia : La Convencion

— Distrito : Santa Ana (laboratorio UNIQ)
— Distrito : Echarati, Calcapampa (campo)

5.2.2.  Ubicacion geografica

— Latitud 1 12°76°89” Sur
— Longitud : 72°58720” Oeste
— Altitud : 971 m.s.n.m.

5.2.3.  Ubicacién hidrogréafica
— Vertiente : Atlantico
— Cuenca : Vilcanota
5.2.4.  Ubicacion ecoldgica
De acuerdo con la clasificacion de Holdridge, la zona corresponde a un bosque humedo
subtropical (bh—ST)
5.3.  Ubicacion temporal
El experimento se desarrollo en dos fases complementarias: in vitro, bajo condiciones
de laboratorio de la Universidad Intercultural de Quillabamba, e in vivo, en campo en el distrito

de Echarati sector de Calcapampa. El periodo total de ejecucion comprendio6 de julio de 2023
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a junio de 2024; la fase de laboratorio se realizé entre julio y agosto del 2023, y la fase de
campo de septiembre de 2023 a abril de 2024.
5.4. Materiales y metodologia
54.1. Materiales
5.4.1.1. Material biologico
— Aislamiento de Trichoderma virens
— Inoculo de Bacillus subtilis
— Aislamiento de Moniliophthora perniciosa
— Melaleuca alternifolia (Timorex gold ®)
5.4.1.2. Equipos de laboratorio
— Autoclave
— Cémara de flujo laminar
— Cocina eléctrica
— PHmetro
— Microscopio
— Equipo de dgua destilada
— Microondas
— Balanza eléctrica cap. de 2200g.
5.4.1.3. Insumos de laboratorio
— Agar, dextrosa
— Antibioticos (ampicilina, Gentamicina)
— Azul de lactofenol
5.4.1.4. Materiales de laboratorio

— Placas Petri de vidrio 90 mm de didmetro, placas Petri descartable de 83 mm
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— Mechero, bisturi, cuchillo, recipientes, ollas, materiales de limpieza
— Cinta parafilm, matraz de Erlenmeyer de 100 ml.
5.4.1.5. Equipos herramientas de campo
— Mochila asperjadora (20 litros)
— Vaso dosificador
— Etiquetas y cintas plasticas de identificacion
5.4.2. Metodologia
5.4.2.1. Faseinvitro

5.4.2.1.1. Diseiio experimental

La fase in vitro se condujo bajo un Diseflo Completamente al Azar (DCA), por cuanto
las condiciones de laboratorio ofrecieron homogeneidad ambiental y control absoluto de los
factores experimentales. Segiin Gomez y Gomez (1984), este disefio es el més adecuado cuando
las unidades experimentales son uniformes y los tratamientos se asignan aleatoriamente,
garantizando independencia de los errores y validez estadistica.

El DCA permitié evaluar la efectividad antagonista de tres agentes biologicos
(Trichoderma virens, Bacillus subtilis y Melaleuca alternifolia) frente a Moniliophthora
perniciosa. Cada tratamiento se repitio seis veces, considerando como unidad experimental una
placa Petri con medio PDA inoculada con el tratamiento correspondiente. Las mediciones se
realizaron cada 24 horas, registrando el didmetro de crecimiento micelial (mm) hasta el

cubrimiento total del testigo.
5.4.2.1.2. Procedimiento experimental

5.4.2.1.2.1. Recoleccién de muestras de Moniliophthora perniciosa
Para el aislamiento de Moniliophthora perniciosa, se recolectaron muestras de tejidos
infectados en plantaciones de cacao del sector Calcapampa, distrito de Echarati, provincia de

La Convencion. Se seleccionaron brotes apicales verdes con hipertrofia, correspondientes a la
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fase biotrofica del patogeno (Figura 3A), asi como brotes apicales necrdticos con formacion de
basidiocarpos (Figura 3C—D), caracteristicos de la fase saprofitica.

Las muestras fueron introducidas en bolsas de polipropileno brillante, rotuladas y
trasladadas al Laboratorio de Fitopatologia y Microbiologia de la Universidad Nacional
Intercultural de Quillabamba en cajas de tecnopor, asegurando condiciones adecuadas de
transporte y preservacion. Este procedimiento se realizd conforme a la metodologia descrita

por French (1980).

5.4.2.1.2.2. Aislamiento del patdgeno
El aislamiento de Moniliophthora perniciosa se realizd en el Laboratorio de

Fitopatologia y Microbiologia de la Universidad Nacional Intercultural de Quillabamba,

siguiendo la metodologia de descarga de basidiosporas descrita por French (1980).

1. Preparacion del medio de cultivo (PDA)
Para la elaboracion de un litro de medio Papa Dextrosa Agar (PDA) se utilizaron los
siguientes componentes: papa (250 g), dextrosa (16 g), agar (18 g) y cloranfenicol (250
mg). Las papas se lavaron, pelaron y cortaron en trozos pequeios, hervidas durante 15
minutos en un litro de agua. El extracto resultante se filtr6 y, en el filtrado, se incorporaron
la dextrosa y el agar. La mezcla se disolvid completamente mediante calentamiento en
horno microondas y se distribuy6 en frascos de vidrio (200 mL por unidad), los cuales
fueron esterilizados en autoclave a 121 °C durante 30 minutos.

2. Vertido y solidificacion del medio
En cabina de bioseguridad previamente desinfectada con radiacion ultravioleta, el medio
PDA tibio se suplementd con 100 mg de cloranfenicol por cada 200 mL, con el fin de
inhibir el crecimiento bacteriano. Posteriormente, se vertieron aproximadamente 20 mL de
medio por placa Petri descartable (82 mm), dejandose solidificar bajo condiciones

asépticas.
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Figura 4.

Recoleccion de muestras de Momiliophthora perniciosa.

Nota: A, Brote apical sano; B, Brote apical con hipertrofia; C, Brote apical con hipertrofia necrosado;
D, Produccion de basidiocarpo; E, Mazorcas con hipertrofia; F, Diseminacion de basidiosporas (indéculo

secundario).

3. Siembra de basidiocarpos y descarga de basidiosporas
Los basidiocarpos de M. perniciosa, semejantes a pequefias sombrillas de color rosado
(Figura 4A), fueron fijados con vaselina en la parte interna de la tapa de las placas Petri
que contenian el medio PDA solidificado (Figura 4B—C). Las placas se sellaron con cinta
parafilm y se mantuvieron a temperatura ambiente (25 + 2 °C) durante 24 horas. En este
lapso, las basidiosporas se depositaron sobre la superficie del medio, observandose como

un fino polvillo blanco.
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Finalmente, las colonias emergentes se repicaron a nuevas placas con PDA para su
purificacion, obteniéndose cultivos viables y libres de contaminantes, adecuados para los

ensayos de antagonismo.

5.4.2.1.2.3. Aislamiento de Trichoderma virens y Bacillus subtilis

Las cepas de Trichoderma virens y Bacillus subtilis empleadas en los ensayos in vitro
fueron obtenidas de la micoteca del laboratorio de fitopatologia y microbiologia de la
Universidad Nacional Intercultural de Quillabamba. ambas cepas habian sido previamente
preservadas bajo condiciones de refrigeracion (4 °C) para su uso experimental.

Para la reactivacion, los aislados se sembraron en medio Papa Dextrosa Agar (PDA)
esterilizado y se incubaron a 25 + 2 °C por un periodo de 5 a 7 dias, hasta observar un
crecimiento micelial activo en el caso de Trichoderma virens, y una pelicula bacteriana
uniforme en el caso de Bacillus subtilis. Los cultivos obtenidos se emplearon directamente en
las pruebas de antagonismo frente a Moniliophthora perniciosa, siguiendo los procedimientos

establecidos por French (1980).

5.4.2.1.2.4. Enfrentamiento dual entre antagonistas y patégeno

El enfrentamiento dual se realizo en placas petri con medio Papa Dextrosa Agar (PDA)
bajo condiciones controladas de laboratorio, siguiendo la metodologia propuesta por French
(1980). Este ensayo tuvo como finalidad establecer el radio de crecimiento micelial base de
Moniliophthora perniciosa, con el proposito de comparar posteriormente el efecto inhibitorio
ejercido por los agentes bioldgicos evaluados.

Para el caso de Trichoderma virens, se colocaron discos de micelio de 5 mm de
didmetro en lados opuestos de la placa, enfrentando al aislamiento del patégeno. Como
tratamiento testigo se utilizoé una placa con M. perniciosa sembrada frente a si misma (Figura
5A), mientras que las combinaciones Trichoderma virens x Moniliophthora perniciosa y

Trichoderma sp. < Moniliophthora perniciosa constituyeron los tratamientos de control
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biologico (Figura 5B). Las placas se incubaron a 25 + 2 °C y se midio el crecimiento radial
cada 24 horas hasta el cubrimiento total del testigo.

Para determinar la capacidad de control de trichoderma, se compar6 el radio de crecimiento
micelial en la inhibicidn del tratamiento de control (7. virens*M. perniciosa = 22.3 mm) con
el tratamiento testigo (M.perniciosa*™ M.perniciosa = 40.6 mm), donde la diferencia es de 18.3
mm de radio de crecimiento micelial ganado por 7. virens, equivalente a 0.21 0 21% de control,
conociendo que 40.6 mm de crecimiento micelial de M. pernciosa (testigo) es el 100 %. y
(Trichoderma sp* Moniliohthora perniciosa = 57.83 mm) donde M.perniciosa tuvo un mayor
crecimiento micelial.

En el caso de Bacillus subtilis, el enfrentamiento se efectud cubriendo la superficie del
medio PDA con una capa bacteriana activa, sobre la cual se colocaron discos de M. perniciosa
de 5 mm de didmetro (Figura 6A). El testigo consistid Unicamente en el crecimiento del
patogeno sobre PDA (Figura 6B). La ausencia de crecimiento micelial del patdogeno sobre la
superficie colonizada por Bacillus subtilis se consider6 como control total (100 %),
evidenciando su elevada accion inhibitoria.

En el enfrentamiento de Melaleuca alternifolia y Moniliophthora perniciosa se anadio
M. alternifolia a la dosis planteada en el medio de cultivo de PDA, luego se procedio al plaqueo
y esperar que solidifique. Seguidamente se procedio al rotulado de dos lineas perpendiculares
en la base con plumoén indeleble en la base de la placa (Figura 7, A), la evaluacion consistié en
medir el didmetro AB y CD, cada 24 horas, el experimento termina cuando el testigo llena
completamente la placa Petri. French (1980)

Los resultados de este ensayo permitieron establecer una referencia micelial inicial y
confirmar la eficacia biologica de los agentes evaluados, los cuales fueron posteriormente

aplicados en condiciones in vivo.
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Figura 5.

Aislamiento de Moniliophthora perniciosa

Nota: A, Descarga de basidiosporas; B y C, Descarga de basidiosporas en placa Petri con PDA; D,

Repique y purificacion.

Figura 6.

Enfrentamiento Trichoderma virens frente a Moniliophthora perniciosa

Nota: A, Moniliophthora perniciosa * Moniliophthora perniciosa (testigo); B, Trichoderma virens *

Moniliophthora perniciosa.
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Figura 7.

Enfrentamiento Bacillus subtilis frente a Moniliophthora perniciosa

Nota: A, Bacillus subtilis * Moniliophthora perniciosa; B, Moniliophtgora perniciosa (testigo).

Figura 8.

Medio envenenado con Melaleuca alternifolia para Moniliophthora perniciosa

Nota: A, 5 ml de Melaleuca alternifolia * Moniliophthora perniciosa; B, Moniliophthora perniciosa

(Testigo).
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5.4.2.1.2.5. Evaluacion del crecimiento micelial e inhibicion

La evaluacion del crecimiento micelial de Moniliophthora perniciosa se efectud en las
placas de enfrentamiento dual, con el proposito de establecer la linea de base micelial y
determinar el efecto inhibitorio de los agentes biologicos (7richoderma virens, Bacillus subtilis
y Melaleuca alternifolia). Las mediciones se realizaron cada 24 horas mediante observacion
microscopica directa, registrando el avance radial del micelio (mm) hasta el cubrimiento total
de la placa testigo. Este andlisis permitio establecer con precision la capacidad antagonista de
cada agente biologico frente al patdgeno, constituyendo la base para la interpretacion
comparativa de la eficacia en condiciones in vivo.
5.4.2.2. Faseinvivo
5.4.2.2.1. Diseiio experimental

La fase in vivo se desarrollo en una parcela de cacao instalada de 5 afios bajo un Disefio
de Bloques Completos al Azar (DBCA) con arreglo factorial 3x4, correspondiente a tres
agentes bioldgicos (variable independiente) y cuatro niveles de dosis (variable independiente)
frente a escoba de bruja que se evaluo el promedio del nimero de brotes hipertrofiados
(variable dependiente). Este disefio permitid controlar la variabilidad ambiental del campo
experimental y evaluar de manera simultanea el efecto principal y la interaccion entre ambos
factores. De acuerdo con Gomez y Gomez (1984), el DBCA es el disefio mas adecuado cuando
existen gradientes ambientales dentro del area experimental, ya que la distribucioén en bloques
homogéneos reduce el error experimental y mejora la precision estadistica de los resultados.

Cuadro 01 Cuadro de tratamientos y dosificacion

Agentes Mecanismos Dosis
Baja (D1) Media (D2) Alta(D3)
T. virens Micoparasitismo,
enzimas Sg/L 10g/L 15g/L
B. subtilis Antibiosis
(iturina) Sml/L 10ml/L 15ml/L
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M. alternifolia | Terpenos
antifungicos 2.5ml/L Sml/L 7ml/L

Los factores evaluados fueron los siguientes:
— Factor A: Agentes bioldgicos (Trichoderma virens, Bacillus subtilis y Melaleuca
alternifolia).
— Factor B: Dosis de aplicacion (D: = baja, D> = media, Ds = alta, y testigo sin aplicacion).
Cada combinacion factorial conformo un tratamiento, totalizando 12 tratamientos con

tres repeticiones, los cuales se distribuyeron aleatoriamente dentro de cada bloque.

5.4.2.2.2. Ejecucion experimental
5.4.2.2.2.1. Caracterizacion del campo experimental
El campo experimental se establecid en el sector de Calcapampa distrito de Echarati,
provincia de La Convencion, regién Cusco. El experimento se estructuré bajo un Disefio de
Bloques Completos al Azar (DBCA) con tres repeticiones (Bloques I, II y III), cada una
conformada por 12 parcelas experimentales (Figura 8.), que representaron las combinaciones
de los tratamientos del arreglo factorial 3x4. Las dimensiones del campo experimental fueron:
— Largo total: 108 m
— Ancho total: 105 m
— Area total: 11 340 m?
Cada bloque tuvo un area de 3 564 m?, dividido en 12 parcelas de 9 m x 33 m (297 m?).

Cada parcela cont6 con 17 plantas ttiles, con distanciamientos de tres por tres.
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Figura 9.

Distribucion de bloques y parcelas del campo experimental
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5.4.2.2.2.2. ldentificacion de tratamientos

Cada tratamiento estuvo constituido por 17 plantas de cacao dispuestas dentro de una
parcela experimental, las cuales fueron marcadas con cintas plésticas de color (1 m x 0.10 m)
para su identificacion durante las aplicaciones y evaluaciones de campo.

La codificacién de tratamientos correspondié a la combinacién factorial entre los
agentes bioldgicos y las dosis de aplicacion, mas el testigo sin tratamiento, de acuerdo con el
siguiente esquema:

— Trichoderma virens % Di: Verde oscuro.
— Trichoderma virens % D2: Verde limon.
— Trichoderma virens x Ds: Amarillo.

— Bacillus subtilis x Di: Rojo.

— Bacillus subtilis x D2: Anaranjado.

— Bacillus subtilis x Ds: Rosado.

— Melaleuca alternifolia < Di: Azul.

— Melaleuca alternifolia < Da: Celeste.
— Melaleuca alternifolia x Ds: Morado.
— Testigo (sin aplicacion): Blanco leche.

Cada color permitio la identificacion visual inmediata de los tratamientos en campo,
facilitando la ejecucion de las aplicaciones, el registro de datos y el control de errores durante
las evaluaciones. La distribucion aleatoria de estos tratamientos dentro de cada bloque se
muestra en la Figura 8, garantizando homogeneidad y rigurosidad experimental.
5.4.2.2.2.3. Masificacion y preparacion de inoculantes

La masificacion de los agentes biologicos se efectuo en el Laboratorio de Fitopatologia
y Microbiologia de la Universidad Nacional Intercultural de Quillabamba, siguiendo

protocolos microbiologicos estandarizados. Cada inoculante fue preparado de manera
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independiente, utilizando medios de cultivo especificos que favorecieron su crecimiento y
viabilidad para la aplicacién en campo.

En el caso de Trichoderma virens, la multiplicacion se realizdo en granos de arroz
precocido previamente esterilizados en autoclave a 121 °C durante 30 minutos. Posteriormente,
los granos se inocularon con fragmentos de micelio activo y se incubaron a temperatura
ambiente (25 = 2 °C) durante siete dias, hasta observar una colonizacion completa de color
verde caracteristico.

Para Bacillus subtilis, la masificacion se llevo a cabo en medio liquido elaborado a base
de extracto de papa (250 g/L) y dextrosa (15 g/L), el cual fue esterilizado bajo las mismas
condiciones. La inoculacion se efectud con una suspension bacteriana activa, manteniendo la
incubacion a temperatura ambiente durante 48 horas, hasta obtener una alta densidad celular.

Finalmente, Melaleuca alternifolia (Timorex Gold®) se utiliz6 como producto
formulado comercialmente, prepardndose diluciones homogéneas de acuerdo con las dosis
establecidas en el disefio experimental.

Los inoculantes obtenidos fueron trasladados al campo experimental en condiciones
asépticas, asegurando su integridad y efectividad biologica para las aplicaciones posteriores.
5.4.2.2.2.4. Aplicacion de tratamientos biologicos

La aplicacion de los agentes bioldgicos se efectué en campo utilizando una mochila
asperjadora de 20 litros de capacidad, procurando cubrir uniformemente toda la superficie de
las plantas (hojas, ramas, brotes y frutos). Cada producto se aplico seglin las dosis establecidas
en el disefio experimental, con intervalos mensuales entre aplicaciones.

1. Aplicacion de Trichoderma virens
El in6culo de Trichoderma virens se masificé en granos de arroz precocido, los cuales
fueron esterilizados en autoclave a 121 °C durante 30 minutos. Las dosis empleadas fueron

las siguientes:
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Dosis baja D1 5¢g/lL

Dosis media D2 10 g/L

Dosis alta D3 15 g/L

Para la preparacion, la cantidad correspondiente de granos colonizados se colocod en un
balde con 20 litros de agua limpia. Con guantes de jebe se frotaron manualmente los granos
hasta desmenuzarlos completamente, obteniendo una suspension de color verde
caracteristico. Luego, el contenido se colo y se transfiri6 a la mochila asperjadora para su
aplicacion. La aspersion se efectud sobre toda la planta, con el proposito de favorecer la
colonizacion del hongo antagonista y prevenir la proliferacion del indculo secundario de
Moniliophthora perniciosa.
2. Aplicacion de Bacillus subtilis

La masificacion del antagonista bacteriano se realizd en medio liquido esterilizado,
compuesto por extracto de papa (250 g/L) y dextrosa (15 g/L). Las dosis aplicadas fueron

las siguientes:

Dosis baja D1 Sml/L
Dosis media D2 10 ml/L
Dosis alta D3 15 ml/L

La aplicacion se efectudé mediante aspersion foliar, cubriendo la totalidad de la planta. El
objetivo fue promover la colonizacion bacteriana sobre el tejido del hospedero y ejercer un
efecto competitivo y antibiotico frente al patogeno.

3. Aplicacion de Melaleuca alternifolia (Timorex Gold®)
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El producto comercial Timorex Gold®, formulado a base de aceite esencial de Melaleuca
alternifolia, se aplicd en diluciones acuosas preparadas al momento de la aspersion,

conforme a las siguientes dosis:

Dosis baja D1 2.5ml/L
Dosis media D2 5 ml/L
Dosis alta D3 7 ml/L

La aplicacion se realizd de forma foliar, cubriendo homogéneamente toda la superficie
aérea de la planta. Las aspersiones se efectuaron en horas de menor radiacion solar (07:00—
09:00 a. m. y 16:00-18:00 p. m.), para maximizar la eficacia del tratamiento y reducir
pérdidas por evaporacion.

5.4.2.2.2.5. Frecuencia de aplicacion

Las aplicaciones de los tratamientos bioldgicos se realizaron con una frecuencia
mensual (cada 30 dias), durante un periodo total de ocho meses, comprendido entre septiembre
de 2023 y abril de 2024. Antes de cada aplicacion se efectud el registro del nimero de brotes
ortotropicos y plagiotropicos con hipertrofia, a fin de establecer la linea de base y evaluar la
respuesta de los tratamientos a lo largo del tiempo.

Cada aplicacion se ejecutd de manera uniforme en todas las plantas experimentales,
manteniendo un volumen de aspersion constante por unidad de area y siguiendo las mismas
condiciones ambientales (horas de baja radiacion solar y humedad relativa estable). Esta
periodicidad permiti6 asegurar la persistencia del efecto biocontrolador de los agentes
biologicos frente a Moniliophthora perniciosa y facilitar el seguimiento comparativo entre

tratamientos y dosis.
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5.4.2.3. Métodos de evaluacion

5.4.2.3.1. [Efecto de tres agentes con tres dosis (in vitro)

En la fase in vitro se evalud el efecto de tres agentes bioldgicos (Trichoderma virens,
Bacillus subtilis y Melaleuca alternifolia) sobre el crecimiento micelial de Moniliophthora
perniciosa.

La variable analizada fue el radio de crecimiento micelial (mm), medido desde el punto
de inoculacion hasta el borde de la colonia del patégeno, a intervalos de 24 horas. Las
mediciones se realizaron hasta alcanzar el cubrimiento total del testigo, considerando la
observacion final a las 144 o 168 horas después de la siembra (HDS), segtn el agente evaluado.

Las mediciones se efectuaron con apoyo de microscopio optico y utilizando una regla
micrométrica calibrada, registrandose los valores promedio por placa Petri (Anexos 2, 3 y 4).
Estos datos permitieron comparar el desarrollo micelial del patdégeno frente a los diferentes
tratamientos y establecer el potencial de inhibicion relativa de cada agente bioldgico bajo

condiciones controladas de laboratorio.

5.4.2.3.2. [Efecto de tres agentes con tres dosis (in vivo)

En la fase in vivo se evalud la efectividad de tres agentes biologicos (Trichoderma
virens, Bacillus subtilis y Melaleuca alternifolia) aplicados en tres dosis (baja, media y alta)
sobre la incidencia de la enfermedad “escoba de bruja” (Moniliophthora perniciosa) en plantas
adultas de cacao (Theobroma cacao L.).

Las evaluaciones se realizaron mensualmente durante ocho meses, registrandose en
cada parcela experimental el numero de brotes con hipertrofia (N°) por planta qtil,
distinguiendo brotes ortotropicos y plagiotropicos. Estos conteos se promediaron por

tratamiento y bloque, constituyendo la variable principal de respuesta.
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De manera complementaria, se determiné el Area Bajo la Curva del Progreso de la
Enfermedad (ABCPE), a fin de describir el comportamiento temporal de la epidemia y la
eficacia de los agentes biologicos en la reduccion del indculo.

Los valores menores de ABCPE indican una menor tasa de infeccion y, por tanto,
mayor eficacia biocontroladora del tratamiento. Las mediciones se realizaron siempre antes de
cada aplicacion, asegurando consistencia temporal en los registros y permitiendo una

interpretacion epidemiologica precisa.

5.4.2.4. Andlisis estadistico

5.4.2.4.1. Para la fase in vitro

Los datos obtenidos del crecimiento micelial de Moniliophthora perniciosa (mm)
fueron inicialmente organizados y depurados mediante Microsoft Excel 2019, con el fin de
calcular los valores promedios por tratamiento y preparar la base de datos para el analisis
estadistico.

Posteriormente, se aplicd un Analisis de Varianza (ANVA) bajo el modelo de Disefio
Completamente al Azar (DCA), con el propdsito de determinar la existencia de diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos evaluados. Cuando el ANVA mostro
significancia al nivel de p < 0.05, se procedi6 a la comparacion de medias mediante la prueba
de Tukey (a = 0.05), con el fin de establecer el tratamiento con mayor efecto antagonista sobre
el crecimiento micelial del patogeno.

Todo el procesamiento estadistico se efectud utilizando el paquete estadistico SAS
(Statistical Analysis System, version 9.4), garantizando precision en los calculos y validez en

la interpretacion de los resultados.
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5.4.2.4.2. Para la fase in vivo

Los datos registrados en campo relacionados con el numero de brotes hipertrofiados
(N°) y el Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad (ABCPE), fueron consolidados y
promediados inicialmente en Microsoft Excel 2019, para su posterior analisis estadistico.

Se aplicé un Analisis de Varianza (ANVA) correspondiente al Disefio de Bloques
Completamente al Azar (DBCA) con arreglo factorial (3x4), a fin de identificar efectos
principales y de interaccion entre los agentes bioldgicos (Trichoderma virens, Bacillus subtilis
y Melaleuca alternifolia) y las dosis de aplicacion (baja, media, alta y testigo).

En los casos donde el ANVA indico diferencias significativas (p < 0.05), se efectud la
comparacion de medias mediante la prueba de Tukey (o = 0.05) para determinar el tratamiento
mas eficaz en la reduccion de la incidencia y el progreso de Moniliophthora perniciosa.

El andlisis se realiz6 empleando el software SAS version 9.4, asegurando una adecuada
precision estadistica y consistencia metodologica en la interpretacion de los resultados

experimentales.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Efecto de tres agentes y tres dosis (in vitro)

6.1.1.  Aislamiento de Moniliophthora perniciosa por descarga de basiodiosporas

A los diez dias de incubacién en camara de microcultivo, el aislamiento de
Moniliophthora perniciosa presentd un micelio hialino, ramificado y de crecimiento lento, con
un didmetro que vario entre 1 y 3,8 um. Se observaron fibulas o clampas caracteristicas en las
hifas, cuya morfologia se asoci6 directamente con el grosor del micelio en el punto de
formacion. Estas estructuras son diagndsticas del género y confirman la identidad morfoldgica
del hongo (Figura 9).
Figura 10.

Estructuras microscopicas de Moniliophthora perniciosa

Nota: Observacion a los diez dias de incubacion en microcultivo (circulos rojos), donde se aprecian

fibulas o clampas caracteristicas del hongo.
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6.1.2. Evaluacion de la efectividad de Trichoderma sp, Bacillus subtilis y Melaleuca

alternifolia frente a Moniliohthora perniciosa

6.1.2.1. Enfrentamiento de Trichoderma virensy Trichoderma sp frente a Moniliophthora
perniciosa.

En el Anexo 2 y la Tabla 1, se muestran los resultados de la inhibicion de M. perniciosa
frente a Trichoderma virens y T. sp. a las 168 horas después de la siembra (HDS), con una
temperatura promedio de 25 °C. El patdgeno mostr6 un crecimiento micelial lento, motivo por
el cual se sembro inicialmente M. perniciosa y, al alcanzar la mitad de la placa, se procedi6 a
inocular las cepas de Trichoderma.

El contacto entre colonias permitid evidenciar que solo Trichoderma virens ejercio
inhibicion efectiva sobre el crecimiento del micelio del patogeno.

Tabla 1.

Crecimiento micelial de Moniliophthora perniciosa frente a Trichoderma spp. (mm).

Tratamiento Radio de crecimiento micelial (mm)
Horas después siembra 168

Placas Petri Pl P2 P3 P4 P5 P6
™V 60 59 62 60 60 63
TVxMP MP 23 24 21 23 23 20
T 25 23 27 24 25 27
TxMP MP 58 60 56 59 58 56
MP 43 43 42 43 42 41
MPxMP MP 40 40 41 40 41 42

Nota: Datos promedio obtenidos a las 168 HDS y 25 °C bajo condiciones in vitro.
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Tabla 2.
Analisis de variancia de la inhibicion micelial de Moniliophthora perniciosa (mm), al

enfrentarse a Trichoderma virens, Trichoderma sp, a las 168 HDS, 25 °C.

FUENTE DE F Pr>F
VARIACION G.L 5.C. CM- caLcuLaDO  0.05
Tratamiento 2 3782.1111 1891.0555  1031.4800  <.0001 *
Error 15 27.5000  1.8333
Total 17 3809.6111

CV(%) 3.36

El analisis de variancia (Tabla 2) nos indica que, la inhibicion de Moniliophthora
perniciosa fue diferente frente a Trichoderma virens y Trichoderma sp, por tanto, es
significativo estadisticamente a un nivel de significancia de 0.05, esto se debe a que
Trichoderma virens tuvo la capacidad de inhibir a Moniliophthora perniciosa por mico
parasitismo, que consiste en parasitar el micelio de Moniliophthora perniciosa y alimentarse
de las sustancias citoplasmaticas de sus hifas. El coeficiente de variabilidad resulto 3.36 %, el
cual indica que, el experimento se llevd bajo condiciones controladas y las evaluaciones
realizadas de medicion fueron precisas y exactas.

Tabla 3.
Prueba Tukey (0.05), de la inhibicion micelial de Moniliophthora perniciosa (mm), al

enfrentarse a Trichoderma virens, Trichoderma sp a las 168 HDS, 25 °C

Inhibicion (mm)

Tratamiento . Agrupamiento
promedio

Tv * Mp Trichoderma virens * Moniliohthora perniciosa 22.33 a

Mp*Mp  Moniliohthora perniciosa™ Moniliohthora perniciosa  40.66 b

T*Mp Trichoderma sp* Moniliohthora perniciosa 57.83 Cc

La comparacion de medias por Tukey (Tabla 3), nos muestra un agrupamiento en tres
grupos, donde Trichoderma virens es el mejor hongo antagonista, por su capacidad de inhibir

el crecimiento micelial de Moniliophthora perniciosa, a comparacion de Trichoderma sp, que
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fue inhibido por Moniliophthora perniciosa, por tanto, no presenta capacidad antagonica,
entonces se recomendaria para aplicacion en campo a Trichoderma virens.

Figura 11.

Grafica donde se observa la comparacion de medias entre Trichoderma virens *
Moniliohthora perniciosa, Moniliohthora perniciosa® Moniliohthora perniciosa y

Trichoderma sp* Moniliohthora perniciosa.
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En la (Figura 10) se observa el crecimiento micelial promedio de 22.33 mm de
Moniliohthora perniciosa al enfrentarse a Trichoderma virens, también se observa el
enfrentamiento de Moniliohthora perniciosa frente Moniliohthora perniciosa el cual es el
testigo del experimento y como tercer enfrentamiento se tiene a Trichoderma sp frente a
Moniliohthora perniciosa con un crecimiento micelial promedio de 57.83.
6.1.2.2. Inhibicién de Moniliophthora perniciosa con Melaleuca alternifolia y Bacillus

subtilis

En el anexo 4 y tabla 4, nos muestra los datos del didmetro de crecimiento micelial de
miniliophtora perniciosa frente a los inhibidores Melaleuca alternifolia y Bacillus subtilis,

donde se observd que, Melaleuca alternifolia inhibi6 completamente el crecimiento micelial
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de Moniliophthora perniciosa, debido a que, su aceite esencial presenta componentes como el
Timol, Carvacrol, Aldehido, Cindmico y Geraniol, los cuales presentan actividad antimicoética.
Bacillus subtilis es una bacteria antagonista, que también inhibi6 completamente a
Moniliophthora perniciosa, ya que su actividad biocontroladora se atribuye a la produccion de
metabolitos antimicoticos, como surfactina e iturina A, que tienen un amplio espectro de accion
contra patdgenos vegetales.

La inhibicion ha sido total al 100 % ya que los valores registrados corresponden a 0.
Por lo tanto, no corresponde hacer una prueba estadistica.
Tabla 4.
Crecimiento micelial en la inhibicion de Moniliophthora perniciosa (mm), al enfrentarse a

Melaleuca alternifolia en dosis (baja, media y alta) y Bacillus suptilis, a las 144 HDS, 25 °C

Tratamiento

Dias después siembra 144

Placas petri P1 P2 P3 P4 P5 P6
2.5 ml/L 0 0 0 0 0 0

Melaleuca alternifolia 5 ml/L 0 0 0 0 0 0
7 ml/L 0 0 0 0 0 0

Bacillus subtilis 0 0 0 0 0 0

Testigo 71 73 71 71 71 72

Figura 12.

Grdfico del efecto de la inhibicion de Bacillus suptilis y Melaleuca alternifolia y el testigo.
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Enla (Figura 11) se observa el promedio del crecimiento micelial en (mm) del patogeno
en estudio al enfrentarse a Bacillus suptilis y Melaleuca alternifolia en dosis (alta, media y
baja) donde los agentes bioldgicos inhibieron por completo el crecimiento micelial del
patogeno en estudio, mientras que, en testigo si se ha registrado crecimiento micelial.

En la presente investigacion, el aislamiento de Moniliophthora perniciosa se realizod
mediante la técnica de descarga de basidiosporas provenientes del basidiocarpo, lo que permitio
obtener colonias puras del hongo en condiciones de laboratorio. Esta metodologia contrasta
con la empleada por Ramos (2022) en su estudio sobre la diversidad genética de este patdgeno
en el ecosistema cacaotero de Bagua (Amazonas), donde optd por el aislamiento a partir de
tejidos infectados. En el presente trabajo, la identificacion del hongo se corrobor6 no solo por
el origen del aislamiento, sino también por la observacion microscopica de estructuras tipicas
como las fibulas (clamp connections), lo cual coincide con lo reportado por Fernandez (2018).

Las pruebas de antagonismo efectuadas con Trichoderma virens evidenciaron una
notable inhibicion del crecimiento micelial de M. perniciosa. El agente biocontrolador mostrd
una expansion progresiva que, en un periodo de 168 horas, invadié una porcion significativa
de la colonia del patogeno. Este efecto puede atribuirse, segin Bonilla (2006), a 1a produccion
de enzimas hidroliticas como quitinasas, B-glucanasas, celulasas y proteasas por parte de cepas
de Trichoderma spp., las cuales son fundamentales en su mecanismo de accidon antagonista.

Por su parte, Bacillus subtilis mostr6 un efecto inhibitorio del 100 % en la confrontacion
directa con M. perniciosa, logrando una supresion total del crecimiento micelial del hongo.
Estos resultados son consistentes con los obtenidos por Corrales (2012), quien report6d que B.
subtilis logr6 inhibir completamente el desarrollo de Fusarium spp. bajo condiciones similares
de enfrentamiento.

En el caso especifico de T. virens, se alcanzo6 una inhibicion promedio de 22.33 mm del

crecimiento de M. perniciosa, dato que guarda relacion con los hallazgos de Mortuza (1999),
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quien observo que T. harzianum presentd la mayor capacidad inhibitoria contra Lasiodiplodia
theobromae en pruebas in vitro, atribuida a la produccion de metabolitos antifingicos como la
gliotoxina, los cuales son conocidos por interferir en el desarrollo de diversos fitopatogenos.
En cuanto al tratamiento con Melaleuca alternifolia, este mostré una inhibicion total
del crecimiento micelial de M. perniciosa en las condiciones evaluadas. Resultados similares
fueron obtenidos por Antonov (1997), quien demostrd que el aceite esencial del arbol del t¢,
aplicado al 1 %, inhibia completamente la germinacién de conidias y reducia en un 92 % el
crecimiento del tubo germinativo de Botrytis cinerea. Asimismo, Yu (2015) explico que el
efecto antifungico del aceite se debe principalmente a los terpenos terpinen-4-ol y 1.8-cineol,
compuestos activos que alteran la integridad de la membrana celular y los organelos del hongo,

provocando su desestabilizacion estructural y funcional.
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6.2. Efecto de tres agentes y tres dosis (in vivo)
Tabla S.

Analisis de varianza del efecto de tres agentes biologicos y tres dosis sobre Moniliophthora

perniciosa perniciosa.

FUENTE DE VARIACION  G.L. S.C CM F Pr>F
T S CALCULADO 0.05

Tratamiento 11 4343055 39.4823 44.16 <.0001 *
Bloques 2 0.0355 0.0177 0.02 0.9803 ns
Agentes bioldgicos 2 16.4422  8.2211 8.22 0.0013 *
Dosis 3 416.9722 138.9907 15545 <.0001 *
Agentes biologicos*Dosis 6 0.8911 0.1485 0.17 0.9832 ns
Error 22 19.6711 0.8941
Total 35  454.0122
CV (%) 28.04

Nota: Resultados del ANVA del octavo mes, correspondiente al analisis temporal de la enfermedad.

CV =28.04 %.

En el anexo 4, se muestra el conteo de brotes con hipertrofia por arbol de cacao, el
analisis de variancia, se realizd con los datos promedios del ultimo mes de evaluacion (8vo
mes, anexo 6), donde la fuente de variacion a nivel de tratamientos (Tabla 7) es significativo a
un nivel de significancia de 0.05, porque los agentes bilogicos tuvieron la capacidad de
controlar a Moniliohthora perniciosa evitando la produccion de basidiocarpos.

Las fuentes de variacion a nivel de bloques son “no significativo” a un nivel de
significancia de 0.05, es decir que, la recoleccion del nimero de brotes hipertrofiados fue igual
en los tres bloques por lo tanto no existe significancia.

A nivel de agentes bioldgicos muestra que existe significancia a un nivel de 0.05, quiere
decir que, los tres agentes bioldgicos lograron diferentes cantidades de brotes hipertrofiados.

La fuente de variacion a nivel de dosis nos indica que existe una significancia a nivel
de 0.05, quiere decir que, las dosis en estudio presentaron diferentes niimeros de brotes
hipertrofiados por lo tanto a mayor cantidad de dosis, serd menor la produccion de brotes con

hipertrofia.
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La interaccion (Agente bioldgico*dosis), resulto “no significativo” a un nivel de

significancia de 0.05, ya que el numero de brotes hipertrofiados resulto ser similar a nivel de

la interaccion, es decir que, no influyeron en la epidemia de Moniliophthora perniciosa.

El coeficiente de variabilidad nos indica que los datos de la muestra son relativamente

homogéneos. Por lo tanto, la media es representativa.

Tabla 6.

Prueba Tukey de tratamientos, del efecto de tres agentes biologicos y tres dosis de en el

control Moniliophthora perniciosa.

N° De Brotes

Tratamiento con hipertrofia Agrupamiento
3 Trichoderma virens D3  Dosis alta (15 g/L) 0.33 a

2 Trichoderma virens D2  Dosis media (10 g/L)  0.66 a

(1) Melaleuca alternifolia D2  Dosis media (5 ml/L)  1.06 a

} Melaleuca alternifolia D3 Dosis alta (7 ml/L) 1.2 a

1 Trichoderma virens D1  Dosis baja (5 g/L) 1.2 a

9 Melaleuca alternifolia D1 Dosis baja (2.5 ml/L) 1.6 a

7  Bacillus subtilis D3  Dosis alta (15 ml/L) 1.73 a

6 Bacillus subtilis D2  Dosis media (10 ml/L) 2.06 a

5 Bacillus subtilis D1  Dosis baja (5 ml/L) 2.86 a

4  Trichoderma virens T 8.33 b
; Melaleuca alternifolia T 9 b
8  Bacillus subtilis T 10.4 b

Nota: Resultados del octavo mes de evaluacion, expresados como nimero promedio de brotes

hipertrofiados por planta.
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Figura 13.

Grafico donde se observa la comparacion de medias de los tratamientos
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A nivel de tratamientos la comparacion de medias por Tukey a un nivel de significancia

del 0.05%, nos muestra un agrupamiento en dos grupos debido ya que la epidemia tratada con

Trichoderma virens [Dosis alta (15 g/L)] logro un promedio de 0.33 brotes con hipertrofia en

el octavo mes (abril 2024) de evaluacion, en cambio al otro extremo, la epidemia del testigo

presento un promedio de 10.40 brotes con hipertrofia. Quiere decir que, a mayor dosis, menor

serd el namero de brotes hipertrofiados y Basidiocarpos.
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Tabla 7.

Prueba Tukey del factor A y B, del efecto de tres agentes biologicos y tres dosis en el control

de Moniliophthora perniciosa.

N° DE BROTES CON HIPERTROFIA

FACTORES PROMEDIO AGRUPAMIENTO
Trichoderma virens 2.63 a

Melaleuca alternifolia  3.21 a

Bacillus subtilis 4.26 b

Dosis alta 1.08 a

Dosis media 1.26 a

Dosis baja 1.88 a

Testigo 9.24 b

Nota: Resultados del octavo mes de evaluacion, expresados como numero promedio de brotes

hipertrofiados por planta.

El analisis de comparacion de medias por tukey a nivel de agentes bioldgicos muestra
que Trichoderma virens y Melaleuca alternifolia lograron menor producciéon de brotes
hipertrofiados a diferencia de Bacillus suptilis, quiere decir que Trichoderma virens es el mejor
antagonista de Moniliophthora perniciosa a nivel de agentes bioldgicos y como segundo mejor
agente biologico llega a ser Melaleuca alternifolia.

A nivel de Dosis, la dosis alta fue quien logro el menor nimero de brotes hipertrofiados
a comparacion con el testigo (Tabla 9), debido a que el N° de brotes con hipertrofia oscilo entre
[ (dosis alta = 1.08), (dosis media = 1.26), (dosis baja = 1.88), (testigo = 9.24)], quiere decir
que la cantidad de inoculo de los agentes biologicos influye en la tasa de epidemia de
Moniliophthora perniciosa, por tanto, a mayor inoculo de Trichoderma virens, habra menor

NP° de brotes con hipertrofia.
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6.2.1.1. Interaccion de agentes biologicos con las dosis
Tabla 8.
Analisis de variancia del efecto de tres agentes biologicos y tres dosis en el control de

Moniliophthora perniciosa.

INTERACCIONES G.L. S.C CM F Pr=F
CALCULADO 0.05

Trichoderma virens en dosis 3 131.1066 43.7022 48.88 <.0001 *
Bacillus subtilis en dosis 3 152.5066 50.8355 56.85 <.0001 *
Melaleuca alternifolia en dosis 3 134.25  44.7500 50.05 <.0001 *
Dosis baja en Agentes biologicos 2 4.54 22711 2.54 0.1017 ns
Dosis media en Agentes bioldgicos 2 3.12 1.5600 1.74 0.1980 ns
Dosis alta en Agentes biologicos 2 2.9955 1.4977 1.68 0.2103 ns
Testigo en Agentes bioldgicos 2 6.6755  3.3377 3.73 0.0402 *

Nota: Resultados del octavo mes; se observa ausencia de interaccidon significativa entre

factores.

En el andlisis de varianza a nivel de la interaccion Agentes biologicos*Dosis de la
(Tabla 7) muestra que no existe significancia ya que en la (figura 13) no existe interaccion.
Figura 14.

Interaccion entre Agentes biologicos y Dosis, donde no existe una interaccion.
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Grafico donde se observan los tratamientos y el promedio del nimero de brotes con
hipertrofia donde no existe una interaccion entre agentes bioldgicos y dosis por lo tanto no
existe significancia.
6.2.1.2. Area bajo la curva de progreso de la enfermedad.

Tabla 9.
Area bajo la curva del progreso de la enfermedad por mes, del efecto de tres agentes

biologicos y tres dosis frente a Moniliophthora perniciosa.

Trichoderma virens Bacillus subtilis Malaleuca alternifolia Area
Afio 2023- Promedio
2024 TD1 TD2 TD3 TT BD1 BD2 BD3 BT MD1 MD2 MD3 MT |dela
enfermedad

Septiembre |286 320 314 318 (302 298 312 310 |166 126 128 159 |253.25
Octubre 210 218 211 299 (259 225 239 303 |262 192 194 316 |223.33
Noviembre 119 101 93 265 |201 137 151 281 |177 117 117 299 |134.77
Diciembre (87 74 64 251 |154 107 118 263 |139 89 85 285 |101.88

Enero 58 49 44 262 | 100 79 84 279 | 100 76 73 287 |73.66
Febrero 36 27 29 258 |63 50 51 281 |69 62 63 270 |50
Marzo 46 34 30 262 |82 63 58 303 |66 55 57 276 |54.55
Abril 51 35 25 265 |101 77 67 327 |63 47 51 285 |57.44
Total 893 858 810 2180|1262 1036 1080 2347 | 1042 764 768 2177 | 948.88

Nota: Evolucion mensual de Moniliophthora perniciosa durante ocho meses de evaluacion.

Las 12 epidemias iniciaron con un promedio de 253.25 de éarea bajo la curva del
progreso de la enfermedad, el cual correspondia a la primera evaluacion, transcurrido los ocho
meses de control de Moniliophthora perniciosa, la curva del progreso de la enfermedad
promedio disminuyo a 57.44, esto se debio a que los agentes bioldgicos inhibieron el indculo
secundario, por tanto, no se produce el indculo primario (basidiocarpo), para lo cual se empled
la siguiente formula.

Formula Area bajo la curva de progreso de la enfermedad.

12+11
2~ t1. ()
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Figura 15.
Efecto de Trichoderma virens, sobre el progreso de la enfermedad de Moniliophthora

perniciosa “escoba de bruja”, en ocho meses.

Progreso de la enfermedad (analisis temporal de la enfermedad en base a los
tratamientos aplicados = estudio de epidemia), la diferencia entre el testigo y las dosis es amplia
porque se ha iniciado con una alta tasa de la enfermedad, pasado los 8 meses de aplicacion se
logro reducir el inoculo inicial (basidiocarpos).

El 4rea bajo la curva del progreso de la enfermedad evaluando el efecto de Trichoderma
virens en el control de Moniliophthora perniciosa, demostr6d que el efecto antagdnico reporto
menos area ABCPE con 37 de area promedio de la enfermedad a los 8 meses, indicando tasas

de infeccion bajas. Sosteniendo que a menor ABCPE se tiene una menor tasa de infeccion.
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Figura 16.
Efecto de Bacillus suptilis, sobre el progreso de la enfermedad de Moniliophthora perniciosa

“escoba de bruja”, en ocho meses.

El é4rea bajo la curva del progreso de la enfermedad evaluando el efecto de Bacillus
subtilis en el control de Moniliophthora perniciosa, demostrd que el efecto antagoénico reporto
menos area ABCPE con 81.6 de area promedio de la enfermedad a los 8 meses, indicando tasas

de infeccion bajas. Sosteniendo que a menor ABCPE se tiene una menor tasa de infeccion.
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Figura 17.
Efecto de Melaleuca alternifolia, sobre el progreso de la enfermedad de Moniliophthora

perniciosa “‘escoba de bruja”, en ocho meses.

El 4rea bajo la curva del progreso de la enfermedad evaluando el efecto de Melaleuca
alternifolia en el control de Moniliophthora perniciosa, demostrd que el efecto antagdnico
reporto menos area ABCPE con 53.6 de area promedio de la enfermedad a los 8 meses,
indicando tasas de infeccion bajas. Sosteniendo que a menor ABCPE se tiene una menor tasa
de infeccion.

Los resultados obtenidos en condiciones de in vivo indicaron que las dosis altas de los
agentes biologicos evaluados fueron efectivas para reducir significativamente la progresion de
la enfermedad causada por Moniliophthora perniciosa. Esta respuesta coincide con lo descrito
por el CATIE (2010), donde se senala que el cultivo de cacao es altamente susceptible a la
escoba de bruja. Asimismo, los hallazgos son coherentes con lo indicado por Benito (2007),
quien, al evaluar cepas de T. viride, T. harzianum y T. hamatum, evidencié un comportamiento

antagonista frente a M. perniciosa, tanto en ensayos in vitro como in situ. En este contexto, es

72



importante subrayar que el control bioldgico no busca la erradicacion absoluta del patégeno,
sino mas bien la reduccion de su poblacion, lo cual conlleva a una disminucion progresiva de
la severidad de la enfermedad en campo.

En relacion con el Area Bajo la Curva del Progreso de la Enfermedad (ABCPE), los
valores obtenidos en esta investigacion fueron comparables con los reportados por Merchan
(2017). En su estudio sobre el efecto combinado de Trichoderma viride y Bacillus subtilis en
el control de la escoba de bruja, Merchan determin6 que los tratamientos con mayor actividad
antagonica correspondieron a los que presentaron menores areas ABCPE, alcanzando incluso
registros de 60 unidades. Esta tendencia sugiere que, a menor area bajo la curva, se observa
una menor tasa de infeccion y, por tanto, una mayor efectividad del tratamiento aplicado.

En conjunto, los resultados de esta investigacion confirman que el uso de agentes
bioldgicos, especialmente en dosis altas, representa una alternativa viable y sostenible para el
manejo integrado de Moniliophthora perniciosa, tanto en condiciones de laboratorio como en
parcelas productivas, contribuyendo al fortalecimiento de estrategias de control

ecologicamente responsables y técnicamente efectivas en el cultivo de cacao.
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VII. CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS

7.1. Conclusiones
El presente estudio, desarrollado en condiones in vitro e in vivo; en La Convencion,

permitid evaluar el efecto de tres agentes bioldgicos aplicados en tres dosis, frente al patdogeno

Moniliophthora perniciosa arribandose a las siguientes conclusiones:

1. Efecto in vitro
Al realizar la prueba de eficacia “in vitro” el tratamiento testigo cubri6 la superficie del
medio en 7 dias (83 mm) en cambio los agentes bioldgicos ejercieron una marcada accion
antagonica frente al crecimiento micelial de Moniliophthora perniciosa. Melaleuca
alternifolia (2.5, 5 y 7 ml/L) y Bacillus subtilis inhibieron completamente (100 %) el
desarrollo del patogeno, mientras que Trichoderma virens redujo su crecimiento a 22.33
mm frente a 40.66 mm del testigo. Estos resultados demuestran la eficacia de los agentes
bioldgicos, atribuida a su accion por micoparasitismo, competencia, antibiosis y liberacion
de compuestos antifungicos.

2. Efecto in vivo
La epidemia fumigada con Trichoderma virens, a dosis alta (15 g/L), inicio con 10.47
brotes con hipertrofia de inoculo inicial, y a ocho meses de control, pudo reducir el indculo
secundario a 0.33. Seguido por Melaleuca alternifolia a dosis media (5 ml/L), inicio con
8.40 brotes con hipertrofia de inoculo inicial, y a ocho meses de control, pudo reducir el
in6culo secundario a 1.07. Finalmente, Bacillus subtilis a dosis alta (15 ml/L), inicio con
10.40 brotes con hipertrofia de indculo inicial, y a ocho meses de control, pudo reducir el
in6culo secundario a 1.73. Estos resultados demuestran que los agentes biologicos
evaluados constituyen herramientas efectivas dentro de los programas de manejo integrado
de la escoba de bruja, representando alternativas sostenibles, ecolégicamente seguras y

adaptadas a las condiciones agroecoldgicas de la provincia de La Convencion.
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7.2.

1.

Sugerencias
Se recomienda emplear Trichoderma virens en dosis de 15 g/ como agente biologico
principal para el control de la escoba de bruja del cacao, debido a su elevada eficacia en la
reduccion del namero de brotes hipertrofiados y en el control del progreso temporal de la
enfermedad bajo condiciones de campo.
Se sugiere el uso complementario de extractos naturales de Melaleuca alternifolia en dosis
de 5 ml/L, por su comprobada capacidad inhibitoria in vitro y su efecto positivo en la
reduccion del ABCPE, lo que la convierte en una alternativa viable para sistemas de
produccion agroecologica y sostenible.
Se recomienda ampliar las evaluaciones experimentales en distintos pisos altitudinales y
zonas agroecoldgicas de la provincia de La Convencion y del VRAEM, con el fin de validar
la consistencia de los resultados y establecer protocolos técnicos adaptados a cada
condicidon ambiental.
Se propone incorporar los resultados de esta investigacion en los programas regionales de
manejo fitosanitario del cacao, promoviendo el uso de agentes bioldgicos como parte de
estrategias de manejo integrado, sostenibles y ambientalmente responsables, que reduzcan
la dependencia de fungicidas quimicos.
Se sugiere continuar con investigaciones complementarias que profundicen en los
mecanismos fisioldgicos y moleculares de antagonismo de Trichoderma virens, Bacillus
subtilis y Melaleuca alternifolia frente a Moniliophthora perniciosa, a fin de optimizar su

formulacion, persistencia y eficacia en condiciones tropicales de campo.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Los datos meteorologicos de setiembre 2022 a setiembre del 2023

Figura 18.

Curva de variacion de temperatura (°C). Datos proporcionados por Universidad Nacional

Intercultural de Quillabamba

Figura 19.

Curva de variacion de lluvia. Datos proporcionados por Universidad Nacional Intercultural

de Quillabamba.
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Figura 20.
Curva de variacion de humedad relativa (%). Datos proporcionados por Universidad

Nacional Intercultural de Quillabamba
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Anexo 2.

Medicion del radio de crecimiento micelial (mm) del enfrentamiento de Trichoderma spp frente a Moniliophthora perniciosa en la prueba in

Vitro
Tratamiento Radio de crecimiento micelial (mm)
Horas después siembra 48 72 96 120 144 168
Placas petri P1 P2 P3 P4 P5 P6/P1 P2 P3 P4 P5 P6|P1 P2 P3 P4 P5 P6|P1 P2 P3 P4 P5 P6|P1 P2 P3 P4 PS5 P6|P1 P2 P3 P4 P5 P6|P1 P2 P3 P4 P5 P6
TVx MP TV |8 7 6 9 8 6|14 16 18 15 16 16(24 25 24 22 26 25(30 34 32 34 33 32(34 44 41 44 42 40(45 48 50 49 48 48(60 59 62 60 60 63
MP (3 4 2 3 4 2(6 8 5 4 6 5|9 10 8 9 10 9|14 12 13 12 11 12|16 16 14 15 16 15(18 17 19 18 17 18(23 24 21 23 23 20
TxMP T 5 4 6 4 5 4|18 10 9 7 8 7|14 12 11 12 13 14|16 18 15 16 15 16|22 20 21 20 18 20|23 24 23 24 23 23|25 23 27 24 25 27
MP |6 7 8 7 6 8|15 14 16 14 15 14|23 21 22 22 21 23(30 28 26 27 26 28|36 36 35 34 35 34(40 42 44 42 43 42|58 60 56 59 58 56
TVXTV ™V (7 6 7 5 6 7|11 12 12 13 11 12|18 17 18 16 18 19|25 26 24 25 24 23|30 33 31 32 28 30(34 36 35 37 35 41|41 42 42 41 40 42
TV (8 7 6 7 6 410 11 13 12 12 11|17 16 19 16 17 18(24 25 23 26 25 22|32 31 32 33 30 30(35 36 36 35 36 42|42 41 41 42 43 41
MPxMP MP |4 5 3 5 4 3|16 8 7 6 8 7110 12 11 13 11 12(18 16 15 17 16 15|22 20 21 22 21 22(25 27 24 23 24 26|33 32 34 30 33 34
MP |3 4 4 4 5 415 6 8 7 8 8|11 13 12 12 12 13|17 18 17 18 19 18|20 22 21 20 22 22(26 26 25 27 24 24|30 33 33 32 32 33
TV:Trichoderma virens MP: Moniliophthora perniciosa T: Trichoderma sp Diametro de placa petri: 83 mm
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Anexo 3.
Medicion del diametro de crecimiento micelial (mm) del Enfrentamiento de Bacillus subtilis frente a Moniliophthora perniciosa y medio

envenenado con Melaleuca alternifolia para Moniliophthora perniciosa en la prueba in vitro

Tratamiento Diametro de crecimiento micelial (mm)

Horas después siembra 4 48 n 96 120 144 168
Placas petri Pl P2 P3 P4 PS P6|Pl P2 P3 P4 P5 P6|P1 P2 P3 P4 PS5 P6|Pl P2 P3 P4 PS5 P6|Pl P2 P3 P4 PS5 P6[Pl P2 P3 P4 PS P6|Pl P2 P3 P4 P5 P6
25l AB 600 00 0{0 0 O0OOTO0CTO0C|0OO0OTO0OCTO0OCTOTO0O[O0OOTO0OTO0OTO0OCTO0O|]0O0OTO0CTO0OTO0OTO0C[0OO0OTO0CTO0CTO0OO0O[0 0 0 0 0 0
N § CD 600 00 o0{0 0O0OOTO0OCTO0C|0OO0OTO0OCTO0OCTO0OTO0O[O0OOTO0OTO0OTO0OCTO0O|]0O0CTO0CO0OTO0OTO0C[O0OO0OTO0CTO0CTO0OTO0O[0 OO0 0 0 0
§ ?*S\ Sl AB 6000000 0O0OOTO0OCCO0C|0OO0OTO0OCTO0OCTOTO0O[OOTO0OTO0OTO0OCTO0O|]0O0CTO0CO0OTO0OTO0C[OOTO0CTO0CTO0OTO0O[0 OO0 O0 0 O
% % CD 0600 00 0{0 0 OO O0TO0C|0OO0OTO0OTO0OCTO0OTO0O[OOTO0OTO0CTO0OCTO0O|]0OO0OTO0CTO0OTO0OO0C[OO0OO0OTO0CTO0OO0O[0 0 0 0 0 0
g § 7 il AB 600 00 0{0 0 O0OOTO0OCTO0C|0OO0OTO0OCTO0OCOTO0O[0OOTO0OTO0OTO0OCTO0O|]0OO0OTO0CO0OTO0OTO0C[0OOTO0CTO0CTO0OO0O[0 OO0 0 0 0
CD 600 00 0{0 0O0OOTO0OCTO0OC|0OO0OTO0OCTO0OCOTO0O[O0OOTO0OTO0OTO0OCTO0O|]0O0CTO0CO0OTO0OTO0C[O0OOTO0CTO0CTO0OTO0O[0 OO0 O0 0 0
Bucillus subtils AB oo 0 00 O0f0 O0OO0OTO0OOTO0O)]OCOTOTODTODTO[O OTO0OCTOTOTCO0OCOCOTOTOTO0OTO]0O OTO0OCOO0OCTO0O[O O 0 0 0 0
CD 0600 00 0{0 0 O0OO0OO0TO0C|0OO0OTO0OTO0OCO0OTO0O[OOTO0OTO0OCTO0OCTO0O|]0OO0OTO0CTO0OTO0OTO0C[0OO0OO0CTO0CTO0OO0O[0 0 00 0 0
Tesiz AB 10 12 13 11 12 11|24 20 22 23 25 24(35 36 33 36 37 36|46 48 45 44 48 46|61 63 62 60 62 60|72 74 71 70 72 728 8 8 8 8 8
CD 200 11 12 13 11025 2223 24 24 23(34 35 35 34 33 35(48 46 47 48 46 44|60 62 63 60 61 60[70 71 70 72 70 718 8 8 8§ 8 &
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Anexo 4.
Promedio de medicion del diametro de crecimiento micelial (mm) del Enfrentamiento de Bacillus subtilis frente a Moniliophthora perniciosa y

medio envenenado con Melaleuca alternifolia para Moniliophthora perniciosa.

Tratamiento Dimetro de crecimiento micelial (mm)
horas despues siembra U 4 7 % 120 14 168
Placas petri Pl P2 P3 P4 PS Po|Pl P2 P3 P4 PS5 PGPl P2 P3 P4 PS Po|Pl P2 P3 P4 P5 PG|PI P2 P} P4 PS5 Po|Pl P2 P3 P4 PS Po (Pl P2 P3 P4 PS Po
25ml {000 0 0 0f0 0000 O0Of{0CO0OCO0OO0O0O0O[0OCOO0OCO0OTO0OO0[000OCO0OCO0OO0]|0000O0OO0CI000000
Melaleuca alternifolia |5 milL 00000 0[00O0O0CO0CO0C[00O0CO0OCO0CCO0C[0O00C0CO0OCO0CI00TO0O0C0OCO0O[0CO0OTO0TO00O0O[0CO0C0T0T00
TmliL 00000 0[00O0O0C0CO0C[000CO0CO0CO0C[0O00CO0OCO0OCO0CI00TO0O0C0OO0O[0OC0OTO0TO00O0O[0CO0C0T0T00
Bacillus subtilis 00000 0[0 000000000000 O000CO0OCO0CI00TO0O0C0OO0O[0C0OT0TO00O0O[0CO0OC0T0T00
Testigo (10 12 105125 11{%5 2 DSBS US BI|USB5 3 35 35 35(47 47 46 46 47 4560565605 60 615 0|7 25057 71 75|88 8 8 8
Anexo 5.

Efecto de tres agentes biologicos y tres dosis en el analisis temporal de la epidemiologia de Moniliophthora perniciosa en la fase de campo

BLOQUE I
Factor A | Factor B Set-23 | Oct-23 | Nov-23 | Dic-23 | Ene-24 | Feb-24 | Mar-24 | Abr-24
N° de brotes con hipertrofia por arbol de cacao

N° de arboles 1 2 3 4 51 2 3 4 5[1 2 3 4 51 2 3 4 511 2 3 4 5|1 2 3 4 51 2 3 4 51 2 3 4 5

D1 7 5 7 6 8|5 2 3 4 3|4 1 2 3 2¢3 0 1 2 1f(1 2 2 2 11 1 1 O O[2 1 1 1 3|1 O O O 2

Trichoderma |D2 9 8§ 10 12 142 1 2 1 2|1 O 1 o 1{o o o o o0fo o0 2 2 1{f0 1 1 0 0|2 1 1 1 2|1 0 0 0 1
virens D3 8 17 19 0(]2 1 2 1 1|1 0 1 o o0fo o o o0 01 0 3 3 210 2 2 1 o0f1 1 1 1 270 O 0 O 1

T 1 9 11 8 10|11 8 9 10 12|10 7 8 9 11{9 6 7 8 1018 10 13 13 12|19 12 12 11 &8 (10 13 9 12 109 12 8 11 9

D1 10 9 11 11 135 4 5 4 64 3 4 3 5|13 2 3 2 4|3 2 2 2 1)1 1 1 0 O0)J6 3 5 2 3|5 2 4 1 2

Basillus D2 9 1416 3 5(3 3 4 2 4|2 2 3 1 31 1 2 0 2|2 2 3 3 2|1 2 2 1 0|4 2 3 1 3|3 1 2 0 2
subtilis D3 7 10 12 9 11(3 3 4 2 4|2 2 3 1 31 1 2 o0 2(4 2 2 2 1(1 1 1 0 0|4 5 3 4 2|3 4 2 3 1
T 9 12 14 8 10(8 11 12 7 13(7 10 11 6 1216 9 10 5 11|19 8 13 13 12| 7 12 12 11 6 (12 14 11 13 10|11 13 10 12 9

D1 10 1517 9 1114 1 2 3 2|3 0 1 2 12 o0 o0 1 02 2 1 1 01 0 O O Of1 2 1 1 1{0 1 O O O

Melaleuca (D2 8 7 9 4 6|2 3 4 1 1|1 2 3 o ofo 1 2 o0 o0fO0 1 3 3 2(0 2 2 1 O3 1 2 1 3|2 0 1 0 2
alternifolia |D3 4 5 7 4 64 3 4 3 2(3 2 3 2 12 1 2 1 o0f2 1 2 2 1{0 1 1 O O[2 3 1 2 3|1 2 O 1 2
T 9 12 14 6 &8[9 11 12 8 14(8 10 11 7 137 9 10 6 12(9 7 11 11 10f6 10 10 9 S5 |11 8 10 7 13|10 7 9 6 12
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Anexo 6.

Promedio del efecto de tres agentes biologicos y tres dosis en el andlisis temporal de la epidemiologia de Moniliophthora perniciosa

Factor A Factor B Set-23| Oct-23| Nov-23| Dic-23| Ene-24| Feb-24| Mar-24| Abr-24/prRoMEDIO

- DI |Dosis baja (5 g/L) 953 447 347 233 153 087 220 120 3.20
Trichoderma . .

Srons D2  |Dosismedia (10 g/L) | 1067 387 28 207 120 060 167  0.67 2.95
D3 |Dosisalta (15¢/L) | 1047 360 260 167 127 067 133 033 2.74
T Testigo 1060 933 833 840 907 813 933 833 8.94
DI  |Dosisbaja(SmlL) | 1007 720 620 407 260 160 387 287 4.81
Bacillus D2 |Dosis media (10 m/L)| 993 507 407 307 220  L13 307 207 3.83
subtilis D3 |Dosisalta (I5mlL) | 1040 553 453 333 227 113 273 1.73 3.96
T Testigo 1033 987 887 867 993 880 1140 1040 | 978
DI |Dosisbaja 2.5mlL)| 11.07 640 540 387 280 180 260 160 4.44
Melaleuca D2  |Dosismedia (5mlL)| 840 440 340 253 253 .60 207 107 3.25
alternifolia D3  |Dosisalta (7mlL) | 853 440 340 227 260 160 220 120 3.28
T Testigo 1060 1047 947 953 960 840  10.00  9.00 9.63
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Anexo 7.

Promedio del efecto de tres agentes biologicos y tres dosis en el andlisis temporal de la

epidemiologia de Moniliophthora perniciosa, del mes de diciembre (8vo mes).

Factor A | Factor B N° brotes con hipertrofia

Tratamiento y bloques I | 11 | 111

1 Trichoderma D1 D0s§ baja'(5 g/L) 0.60 1.80 1.20
2 virens D2 Dosis media (10 g/L) 0.40 1.00 0.60
3 D3 Dosis alta (15 g/L) 0.20 0.40 0.40
4 T 9.80 9.20 6.00
5 D1 Dosis baja (5 ml/L) 2.80 3.20 2.60
6 Bacillus subtilis D2 Dosis media (10 ml/L) 1.60 1.60 3.00
7 D3 Dosis alta (15 ml/L) 2.60 1.00 1.60
8 T 11.00 9.20 11.00
9 D1 Dosis baja (2.5 ml/L) 0.20 2.80 1.80
10 Melaleuca D2 Dosis media (5 ml/L) 1.00 1.00 1.20
11 alternifolia D3 Dosis alta (7 ml/L) 1.20 1.60 0.80
12 T 8.80 8.20 10.00

Anexo 8.

Promedio del numero de brotes hipertrofiados para el area bajo la curva del progreso de la

enfermedad

Trichoderma virens

Bacillus subtilis

Malaleuca alternifolia

Mes Dias
D1 | D2 D3 T

DI | D2 | D3 T

DI | D2 | D3 T

0 [0.00] 0.00 | 0.00 | 0.00

0.00 {0.00| 0.00 | 0.00

0.00 10.00]0.00] 0.00

Setiembre | 30 9.53]10.67|10.47(10.60

10.079.93]110.40)10.33

11.07 | 8.40 | 8.53 | 10.60

Octubre 60 [4.47] 3.87 | 3.60 | 9.33

7.20 |5.07| 5.53 | 9.87

6.40 14.4014.40]10.47

Noviembre| 90 [3.47| 2.87 | 2.60 | 8.33

6.20 14.07| 4.53 | 8.87

540 [3.40]3.40| 9.47

Diciembre | 120 [2.33| 2.07 | 1.67 | 8.40

4.07 13.07] 3.33 | 8.67

3.87 12.53]2.27| 9.53

Enero 150 |1.53] 1.20 | 1.27 | 9.07

2.60 [2.20] 2.27 | 9.93

2.80 12.53]2.60| 9.60

Febrero 180 |0.87] 0.60 | 0.67 | 8.13

1.60 |1.13] 1.13 | 8.80

1.80 [1.60]1.60| 8.40

Marzo 210 |2.20] 1.67 | 1.33 | 9.33

3.87 13.07] 2.73 | 11.40

2.60 [2.07]2.20]10.00

Abril 240 | 1.20] 0.67 | 0.33 | 8.33

2.87 12.07] 1.73 |10.40

1.60 |1.07|1.20] 9.00
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Anexo 9.

Area bajo la curva del progreso de la enfermedad de Moniliophthora perniciosa frente a
Trichoderma virens, Bacillus subtilis y Malaleuca alternifolia

Afio 2023 Trichoderma virens Bacillus subtilis Malaleuca alternifolia
TD1 TD2 TD3 TT |BDI BD2 BD3 BT |MD1 MD2 MD3 MT
Setiembre | 286 320 314 318 | 302 298 312 310 | 166 126 128 159
Octubre 210 218 211 299 | 259 225 239 303|262 192 194 316
Noviembre | 119 101 93 265 | 201 137 151 281 | 177 117 117 299
Diciembre 87 74 64 251 | 154 107 118 263 | 139 89 85 285

Enero 58 49 44 262 | 100 79 &4 279|100 76 73 287
Febrero 36 27 29 258 | 63 50 51 281 69 62 63 270
Marzo 46 34 30 262 | 8 63 58 303 | 66 55 57 276
Abril 51 35 25 265 | 101 77 67 327 | 63 47 51 285
Total 893 858 810 2180|1262 1036 1080 2347|1042 764 768 2177
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Anexo 10.
Registro fotografico
Fotografia 1.

Recoleccion de basidiocarpos

Fotografia 2.

Tejidos hipertrofiados necrosados con presencia de basidiocarpos
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Fotografia 3.

Aislamiento por descarga de basidiocarpos.

Fotografia 4.

Propagacion del patogeno para el enfrentamiento frente a los agentes de control biologicos.

Figura 5.

95



Fotografia 6.

Propagacion de Trichoderma viride en medio de cultivo de arroz.
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Fotografia 7.

Propagacion de Bacillus suptilis.

Fotografia 8.

Preparacion de agentes biologicos para la aplicacion en campo.
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Fotografia 9.

Encintado de arboles para su identificacion.
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Fotografia 10.

Remocion de brotes hipertrofiados.

99




Fotografia 11.

Aplicacion de agentes biologicos
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Anexo 8.

Ficha técnica de Timorex Golg .
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