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RESUMEN

Moniliophthora roreri es un hongo que causa una enfermedad Ilamada moniliasis, es uno de
los principales marcos limitrofes en lo que respecta a la produccion del cultivo de Cacao en
Ecuador y otros paises de Latinoamérica. Como objetivo se busca distintas opciones para
contrarrestar este hongo usando biocontroladores como es el hongo Trichoderma. Se
identificaron seis cepas del hongo Trichoderma spp. procedentes de la provincia de Santo
Domingo de los Tsachilas en tres diferentes fincas cacaoteras establecidas hace mas de 30 afios,
las cuales se evaluaron para determinar su poder antagénico contra M. roreri. Se desarrollaron
2 pruebas de antagonismo; la prueba dual y metabolitos difusibles. La evaluacion fue realizada
en cajas Petri con medio V8 modificado y discos de 5 mm de diametro previamente colonizado
por el fitopatdgeno. En la primera prueba, se emplea una modalidad de experimentos
totalmente aleatoria con trios de repeticiones por cada tratamiento, mientras que, en la segunda
prueba, también se realizé un modelo de experimentacion aleatorio al cien por ciento, con un
comportamiento factorial de 8x4 y tres repeticiones por tratamiento. En la prueba dual se pudo
establecer que durante las 120 horas de evaluacion si existi6 un efecto antagonico
estadisticamente significativo (p=0,05) en 5 de las 6 cepas de Trichoderma spp. frente a
Moniliophthora roreri y 3 de ellas obtuvieron un alto efecto antagonista en forma micelial
como metabdlica. En la prueba de metabolitos difusibles a las 360 horas se observé que a
concentraciones mas altas de metabolitos mejor es el efecto inhibitorio sobre Moniliophthora
roreri.

Palabras Clave: Moniliophthora roreri, biocontroladores, antagonismo, Trichoderma,

aislamiento de hongos, Moniliasis.



ABSTRACT

Moniliasis disease caused by the fungus Moniliophthora roreri, is one of the main constraints
in the production of Cocoa in Ecuador and other countries. As an objective, the search was
alternatives to neutralize this disease with biocontrollers. Six fungus strains were identified of
Trichoderma spp. from the province of Esmeraldas of 3 different farms of cacao established
more than 30 years ago, which were evaluated to determine their antagonistic power against
M. roreri. Two trials of antagonism were developed; Dual-plate test and diffuse metabolites.
The evaluation was carried out in Petri dishes with modified V8 medium and 5 mm diameter
discs previously colonized by the phytopathogen. In the first experiment, a completely
randomized experimental design was used with three replicates per treatment, while in the
second test a completely randomized experimental design was performed with 8x4 factorial
arrangement and three replicates per treatment. In the dual plate experiment was established
during the 120 hours that the antagonist effect had a statistically significant antagonistic effect
(P = 0,05) in 5 of the 6 strains of Trichoderma spp. against Moniliophthora roreri. And, 3
obtained a high antagonistic effect in mycelial form as metabolic. In the experiment of diffused
metabolites at 360 hours it could be observed that higher concentrations of metabolites better
are the inhibitory effect on Moniliophthora roreri.

Keywords: Moniliophthora roreri, Biocontrollers, antagonism, Trichoderma, isolation of

fungi, Moniliasis.
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INTRODUCCION

1.1 Cultivo de cacao en el Ecuador

El cacao (Theobroma cacao L) es un arbol de hoja perenne cultivada generalmente en
la franja geogréafica tropical himeda. Estudios recientes demuestran que el cacao tiene un
origen de hace 5 000 afios en la Alta Amazonia en paises actualmente conocidos como Bolivia,
Colombia, Ecuador, Pert y Venezuela (Anecacao, 2015). En Ecuador se cultiva dos tipos de
cacao, el nacional reconocido mundialmente por su aroma floral y de produccién exclusiva,
por otra parte, el cultivar CCN-51 de -caracteristicas de rendimiento para extraer
semielaborados, que son importantes para producir a gran escala chocolates, depende de
variedades y tipos de cacao, las mazorcas de estos pueden ser de color blanco, verde, amarillo

0 rojo. (ProEcuador, 2016).

En 2017 se registran 560.000 hectareas de cacao, distribuidas basicamente en las
provincias costeras y en las regiones occidentales de la Region Andina (FAOSTAT, 2017).
Para el afio 2016 las provincias de Los Rios, Manabi, Guayas y Esmeraldas fueron, en ese
orden, las zonas con mayor area sembrada en el Ecuador. Siendo la provincia de Guayas la de
mayor productividad y rendimiento de cacao representando un 28% del porcentaje nacional

(Anexo. A) (INEC-ESPAC, 2016)
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En el Ecuador las exportaciones de productos agricolas en enero del 2019 alcanzaron
una participacion del 61,1% de los ingresos no petroleros tradicionales dentro de la balanza
comercial. Entre los exponentes de esta actividad se encuentran el banano, camaroén, café,

cacao y atun (Anexo. B) (BCE, 2019).

El cacao es importante en la economia ecuatoriana al ser uno de los principales
productos agricolas de exportacion, ademas de generar empleos para los habitantes de sectores
rurales y urbanos (Sanchez & Garcés, 2012), se estima que aproximadamente 600.000 personas
participan directamente en toda la cadena cacaotera (Anecacao, 2014). Actualmente el cacao y
elaborados entre enero del 2017 y enero del 2019 representa un 5,7% de las exportaciones
totales, con un total de 24 mil toneladas métricas y 58.185 miles de ddlares americanos ($)

(Anexo. B) (BCE, 2019).
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1.2 Cultivo de cacao a nivel mundial

La produccién mundial de cacao para el afio 2017 fue liderada por el continente africano
con el 70,4% seguido por el continente americano con un 15,4% y finalmente Asia y Oceania
con el 14,2%. El mayor productor de cacao a nivel mundial es Costa de Marfil con una
produccion de 1581 mil toneladas de granos de cacao en el periodo 2015/2016 y se estimd que
para el periodo 2017/2018 se produzcan 1960 miles de toneladas. Por su parte, Ecuador posee
una produccion de 232 mil toneladas de granos de cacao en el periodo 2015/2016 y se estimé

que para el periodo 2017/2018 se produzcan 280 mil toneladas (ICCO, 2018).

1.3 Moniliasis (Moniliophthora roreri) en el cultivo de cacao (Theobroma

cacao)

1.3.1 Problema de Moniliasis

El cacao (Theobroma cacao) presenta varias enfermedades que pueden afectar el
cultivo, sin embargo, una de las mas importantes y con una capacidad de afectar la produccion
entre un 40 y 50% es la enfermedad conocida en Latinoamérica como moniliasis, vaina helada,
enfermedad de Quevedo o podredumbre-acuosa cuyo agente causal es el hongo
Moniliophthora roreri (Evans, 2002). La moniliasis se encuentra distribuida en 11 paises de
Latinoamérica y es capaz de afectar a especies silvestres y cultivadas de Theobroma (T. cacao

y T.grandiflorum) (Aime y Phillips-Mora, 2005; Phillips-Mora, 2007).
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En el Ecuador la enfermedad afecta a mazorcas en cualquier estado fisioldgico y se han
presentado pérdidas de la produccién que van en un rango entre 16 - 80% aproximadamente,
con medias anuales que oscilan entre el 20 - 22% anual (Enriquez, 2004). En Belice la
enfermedad fue descubierta en el 2004 con una incidencia de la enfermedad del 60% en
mazorcas. (Phillips-Mora, 2006). Por otra parte, en Honduras la enfermedad impact6
fuertemente a los agricultores, en 1997; producian 5.500 TM de grano de cacao, mientras que
en 1998 su produccion fue de 2.200 TM de grano como consecuencia de la llegada de la
moniliasis, es decir, un 60% menos de produccién. Ya para 2011 reportan una produccion de
1.000 TM (FHIA, 2012). En Colombia en el 2010 la enfermedad report6 perdidas de mazorca

del 70% y en casos extremos por continuas lluvias de hasta el 80% (FEDECACAO, 2011).

1.3.1 Ocurrencia de la enfermedad

El hongo Moniliophthora roreri fue reportado por primera vez en Ecuador en 1915 en
la region de Quevedo, provincia de Los Rios, por Rorer (1918). Por otra parte, un estudio
realizado por Phillips-Mora, Aime y Wilkinson (2007) explica que en el noroeste colombiano
fue la primera deteccion del patégeno, comprobando que el agente causal posee una alta
diversidad genética y es en donde la enfermedad ha sido conocida aproximadamente hace 200
afios. A partir de Colombia se dispersd a varios paises del continente, principalmente ha
América Central ingresando a Belice en el afio 2004 (Phillips-Mora et al., 2006) y a México en

2005 (Phillips-Mora et al., 2005).
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1.3.2 Sintomatologia

La moniliasis puede expresar sintomas internos y externos en las mazorcas o frutas en
todas sus etapas de desarrollo (Figura 1). El dafio en el interior del fruto causado por la
enfermedad generalmente es mas grave que el dafio en el exterior, causando la perdida de casi
todas las almendras. Tejidos como almendras, pulpa y exocarpo, al descomponerse se tornan
en una masa de una sustancia acuosa debido a su descomposicion, en algunos casos siendo las
almendras destruidas, dependiendo del tiempo de infeccion algunas almendras pueden o no ser
afectadas. En frutos menores a dos meses, la infeccion muestra pequefias protuberancias en la
superficie del fruto, luego presenta una mancha café que se extiende a lo largo del fruto, por
ultimo, aparece una felpa blanca conocida como el micelio del hongo y después de siete dias
emergen esporas de color crema (FHIA, 2003). Hasta las 10 semana de edad los frutos
pequefios presentan mayor susceptibilidad a la enfermedad (Amores et al., 2009). En frutos a
la mitad del desarrollo, la enfermedad forma puntos traslucidos, los cuales forman manchas
cafés, el borde es irregular y origina un color amarillo que avanza en la epidermis de la
mazorca, dias después en la mancha café aparece micelio el cual luego forma esporas, que se
encuentran por millones. En frutos que superan los tres meses de edad, la podredumbre no
sobrepasa el exocarpo pudiendo aprovecharse las almendras del interior de la mazorca

(Johnson et al., 2008).
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Figura. 1 Sintomas externos e internos de moniliasis.

En cuanto al dafio externo se caracteriza por pudricion, necrosis y deformacién de los
frutos, aunque frutos de dos meses y medio en adelante no presentarian sintomas externos;
mientras que el tejido interno estaria en descomposicion (Reuck, 1997), lo cual mata al fruto,
convirtiéndose en una tonalidad café, formando una pelusa de color crema y posteriormente

aparicion de esporas del hongo (Johnson et al, 2008).
1.3.3 Taxonomia

Moniliophthora roreri ha tenido varios cambios taxondmicos desde su primera
identificacion (Evans, 2002). Fue nombrado por R. Ciferri y Parodi en 1933 como: clase:
Deuteromiceto, orden: Hifales, género: Monilia y especie M. roreri (Phillips-Mora 2003).
Evans, Samson y Benny (1978) al examinar caracteres ultraestructurales de Monilia roreri
encontraron una estructura interna de micelio tipica de basidiomicetos describiendo de esta
manera un nuevo genero Moniliophthora identificado como basidiomiceto en estado asexual,

por otra parte, consideraron que toda la estructura de la superficie de la mazorca era un
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basidiocarpo enormemente modificado, basado en eventos meidticos durante la esporogénesis
(Evans, 2013). En el afio 2005 se dio una nueva clasificacion taxonémica: Phylum:
Basidiomycota, clase: Agaricomyceto, orden: Agaricales, familia: Marasmiaceae, género;

Moniliophthora, especie: M. roreri (Aime y Phillips-Mora).

1.3.4 Ciclo de la enfermedad

El ciclo de Moniliophthora roreri (Figura 2) inicia con los despojos de la cosecha
(frutos contaminados), después, las conidias se dispersan por factores abidticos como la lluvia
y el viento (Navarro y Mendoza, 2006). Por otra parte, debido al movimiento generado en
labores de cosechas las esporas son movilizadas en al aire, las cuales, bajo condiciones
propicias de humedad y temperatura, llegan a infectar los frutos recién formados (Amores et
al., 2009). En un estudio acerca de microambientes, Phillips-Mora (2006) concluye que la
mayor concentracion de esporas de Moniliophthora roreri se encuentra a 1 metro de altura de
los éarboles de cacao, las conidias depositadas en la mazorca mueren si existe
radiacién/desecacion o viven en presencia de agua; al germinar penetran directamente la
cascara del fruto. La penetracion de las conidias pasa a través de las estomas, reproduciéndose
entre las células del cortex, de esta manera se producen conidias dentro y fuera de los frutos

(Albuquerque et al., 2005).

Moniliophthora roreri presenta un periodo de incubacion largo antes de que se
presenten los sintomas. (Johnson et al., 2008). Este periodo puede ser de 4 a 8 semanas, y

depende de la susceptibilidad de arbol, condiciones climaticas, severidad del ataque y edad de
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las mazorcas (FHIA, 2003), no obstante, hay estudios que relatan que el periodo de incubacion

varia entre 30 a 70 dias (Cruz, 1993).

Cosecha

Tejidos del
hospedero
v colonizado Sobrevivencia
Penetraciony

colonizaciéon

Rescuos de cosecha
Fruto infectads mosyrando (mazurces contamnadas)

0% sgnos y sintomas o¢
enfermedad

Produce tounas Diseminacion
especiicas en las céhuas —~ TR, - "
del hospedero A Y? 2 /, ) \\
/ L Y AT Y T \
TS A ,

Realzada prncipaimente por & viento y
salpcaduras de lluvia (dertro de 2
mesima plants © hacw olras)

Frndos sanos

Figura. 2 Ciclo de la moniliasis causada por Moniliophthora roreri Fuente: FHIA. 2003

1.4 El hongo antagonista Trichoderma spp.

Trichoderma es un hongo filamentoso perteneciente al grupo de los ascomicetos, el cual
habita naturalmente en los suelos (forestales y agricolas) altos en materia orgéanica, por lo
general son encontrados en tejidos vegetales en descomposicion y madera. El crecimiento de

este hongo aumenta en mayor concentracion de raices, las cuales llegan a ser colonizadas por

microorganismos (Esparza, 2009).
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Actualmente se desarrollan numerosas investigaciones con Trichoderma spp. debido a
que este microorganismo es de gran interés biotecnolégico, por sus importantes caracteristicas
sirven para varias industrias como: alimenticia, textil, farmacéutica y agricola (Harman et al.,

1998).

Trichoderma generalmente es cultivada en laboratorio sobre medio PDA (Potato
Dextrosa Agar), en este medio forman colonias morfoldégicamente distintas, comenzando con
una forma lisa, generalmente al quinto dia forma micelio algodonoso color blanco verdoso, la
esporulacion presenta fotosensibilidad. La formacion de un micelio compacto por lo general
toma 7 dias. La temperatura 6ptima de crecimiento fluctda entre 25 - 30 °C (Harman et al.,

1998).
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JUSTIFICACION

En la presente investigacion busca encontrar alternativas bioldgicas para el control de
la moniliasis del cacao. El control de moniliasis por lo general se basa en el uso de fungicidas,
labores culturales, induccidn de resistencia y control bioldgico, la mayor cantidad de estudios
encontrados se refiere a métodos de control quimico, los cuales presentan varios aspectos
negativos entre ellos afectacion a la salud del agricultor, contaminacién del suelo, pudiendo ser

inaccesible para agricultores con escasos recursos econdmicos (INIAP, 2015).

El control biolégico es una alternativa viable y sustentable que permite el uso de
microorganismos y subproductos de microrganismos para contrarrestar el crecimiento y
establecimiento de fitopatdgenos, por ejemplo, el hongo M. roreri. El control bioldgico
mediante aplicacion de antagonistas microbianos esta clasificado como uno de los elementos
mas importantes en el manejo integrado de plagas (MIP) y enfermedades de plantas como una

alternativa sustentable al uso de pesticidas quimicos (Arguello, 2000).

En estudios realizados se ha comprobado que, mediante el uso de microrganismos
antagonistas mas métodos de control cultural frente a M. roreri., la produccion de mazorcas
infectadas llega a un 100% en terrenos abandonados, 78% en terrenos que tienen un manejo
cultural mejorado y un 36% en terrenos tratados con antagonistas. En cuanto a los rendimientos
aumentaron exponencialmente en un 300% y también se llegd a conocer que mediante el

control biolégico no solo se protege los frutos de nuevas infecciones, sino que también se
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previene el desarrollo y la reproduccion de este patdgeno (Krauss, 1998).

OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto antagonista de Trichoderma spp. sobre Moniliophthora roreri en pruebas in

vitro.

3.2 Objetivos especificos

e Obtener cepas de Trichoderma spp. de muestras de suelo y mazorca.

e Evaluar el efecto in vitro, tanto parasitismo como antibiosis, de ocho cepas de Trichoderma
spp. frente a Moniliophthora roreri

e Determinar el efecto inhibitorio in vitro de filtrados fungicos de ocho cepas de Trichoderma

spp. frente a Moniliophthora roreri.

3.3 Hipotesis

El efecto de Trichoderma spp. in vitro incide en el desarrollo del hongo Moniliophthora roreri.
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MATERIALES Y METODOS

4.1 Fase de campo

En la Provincia de Santo Domingo de los Tsachilas, cantén La Concordia, parroquia
Monterrey en tres fincas cacaoteras descritas en la Tabla 1. se tomaron muestras tanto de suelo
como de mazorcas de cultivos de cacao mayores a 30 afios de edad. En cada finca se tomaron
siete muestras de suelo rizosférico, diez mazorcas infectadas por moniliasis y cinco mazorcas
sanas. La parroquia de Monterrey se encuentra ubicada a 217 msnm presentando un clima

tropical y una temperatura promedio de 25,8 °C (Uve, 2015).

Tabla 1. Sitios de recoleccidon de muestras

Nombre Coordenadas
Provincia | Localizacion
de Finca Geogréficas
El Cisne Santo -0.032300, -
Monterrey
(A) Domingo 79.497125
La -0.022552, -
Santo
Virgencita Monterrey 79.478488
Domingo
(B)
Labrador Santo 0.119660, -
Monterrey
© Domingo 79.558536
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En el campo se consideraron lotes de 100 m? de cacao en cada finca, luego en dicho
lote se seleccionaron plantas con las mejores caracteristicas fenotipicas, despues en la rizosfera
de las plantas anteriormente seleccionados las muestras fueron extraidas profundizando de 20-
30 cm bajo el suelo. Cada una de las muestras estaban formadas por 4 diferentes submuestras
con un peso aproximado de 200 gramos obteniendo un total de 21 muestras, las cuales
posteriormente fueron homogenizadas de acuerdo a la metodologia de Ferraris (2000). Estas
muestras fueron selladas herméticamente en fundas con cierre plastico para luego ser

procesadas en el laboratorio de biotecnologia agricola y de alimentos.

En cuanto a la seleccion de mazorcas sanas de cacao se tomé en consideracion que se
encuentran proximas a mazorcas que presenten la infeccidn, y que se estén en un estado
fisioldgico para ser cosechado; se tomaron 15 muestras y su recoleccion fue en fundas con

cierre plastico grandes y no permitiendo su contacto con el suelo.

Para el aislamiento de Moniliophthora roreri se procedié a tomar muestras de mazorcas
de cacao infectados por el hongo, seleccionando frutos con mayores signos externos de la
presencia de este, se los recolect6 con el uso de guantes y su posterior traslado en fundas con
cierre plastico al laboratorio de Laboratorio de Biotecnologia Agricola y de Alimentos de la

Universidad San Francisco de Quito ubicada en Cumbaya.
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4.2 Fase de laboratorio

Se realiz6 el aislamiento de cepas de Trichoderma spp. obtenidas de suelo y mazorcas
en las diferentes fincas. Por otra parte, de mazorcas infectadas se aislo Moniliophthora roreri
para posteriores pruebas de antagonismo. Ambos procesos se llevaron a cabo en el Laboratorio
de Biotecnologia Agricola y de Alimentos de la Universidad San Francisco de Quito ubicada

en Cumbaya.

4.2.1 Aislamiento de Trichoderma spp.

Las muestras de tierra fueron sometidas al protocolo para cultivos de tierra mediante
diluciones seriadas, establecido en el Laboratorio de Biotecnologia Agricola y de Alimentos |
y Il de La Universidad San Francisco de Quito (Anexo C). Frascos con 90 ml de agua, junto
con tubos con 9 ml de agua, y otros materiales de laboratorio se sometieron a esterilizacion por
autoclave por 20 minutos a 121°C y 20 Ib. Una vez enfriados los materiales en los frascos que
contienen 90 ml de agua se agrega 10 gr de tierra y se agita durante 2 minutos. Se toma 1000
ul de la mezcla y se agrega en un contenedor tubular que contiene 9 ml de H20 destilada, se
mezcla bien y se realiza diluciones seriadas hasta alcanzar la concentracién de 10°. De las

diluciones 10° ,107 y 10° se extrajeron 100 pl de cada una y fueron sembradas
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individualmente en cajas Petri en las cuales contenian Medio Selectivo Trichoderma (TSM)

(Anexo D) (Elad, 1981).

Las mazorcas sanas fueron manipuladas de dos maneras para obtencion de
Trichoderma, primero se hizo lavado de mazorcas para obtencion de Trichoderma superficial,

y luego se realizd siembra de tejido del exocarpo para obtener Trichoderma endofita.

El protocolo para las muestras de cacao sano para la obtencion de Trichoderma
superficial se establecid de la siguiente manera: en primer lugar, se colocé una bandeja plastica,
e hisopos en luz UV de la cdmara de siembra durante media hora, después se procedio a sacar
los cacaos de su funda con cierre plastico y con 10 ml de H20 destilada esterilizada y una
jeringa se comenz0 a regar el cacao dejando caer el agua en la bandeja plastica, con los hisopos
se fregaba a la mazorca para obtener mayor cantidad de residuos. Con una pipeta se tomé6 100

ul de agua con residuos y se sembrd en las cajas Petri con TSM (Medio Selectivo Trichoderma).

La metodologia para encontrar Trichoderma endodfita fue cortar las mazorcas sanas
previamente sometidas al protocolo de lavado, con un cuchillo esterilizado, y obtener muestras
del exocarpo, posteriormente sometidas a un protocolo de desinfeccion (Anexo E) para ser

sembradas en cajas Petri en medio TSM (Medio Selectivo Trichoderma).

La dilucion de suelo y partes de exocarpo sembradas en cajas Petri con Trichoderma en

medio TSM fueron incubadas 15 dias a 28 °C.
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4.2.2 Cepas comerciales de Trichoderma

Se obtuvieron dos cepas de coleccion con el fin de ser integrados en las pruebas de

antagonismo. Dichas cepas fueron codificadas con las letras G y H respectivamente.

4.2.3 Aislamiento de Moniliophthora roreri.

Las mazorcas infectadas fueron cortadas por la mitad con un cuchillo esterilizado y se
extrajeron las semillas del fruto, después pasaron por un protocolo de desinfeccion (Anexo E).
donde el caracter de seleccidn de siembra fue aquellas que poseian micelio blanquecino en la

superficie, el medio utilizado para su crecimiento fue Medio V8 Modificado (Tabla 2).

Tabla 2. Medio de cultivo V8 modificado

Reactivos MEDIO 1 LITRO
Jugo V8 200 ml
Maltosa 20 gr.

Asparagina 1gr.
Extracto de Malta 10 gr.
CaCOs 30r.
Agar — Agar 15gr.

Fuente: Rechcigl, 1978
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4.2.4 Evaluacion in vitro del efecto antagonico de las cepas de Trichoderma sobre
el crecimiento de Moniliophthora roreri.

Para evaluar el efecto antagonista de Trichoderma sobre Moniliophthora roreri se

utiliza la técnica de prueba dual la cual se describe a continuacion.

El método requiere sembrar en cada extremo de una caja Petri, la cual contiene cultivo
V8 maoadificado, un cilindro de cinco milimetros de diametro del hongo antagonista y del
patdgeno. Las cajas Petri fueron incubadas con el disco patégeno por 360 horas a una
temperatura de 28°C, en ese momento se colocaron los discos del hongo antagonista en el
extremo correspondiente. Los datos que reflejan el crecimiento del patdgeno fueron registrados
cada 24 horas. Se realizé un control con tres repeticiones el cual se sembro en cajas Petri
cilindros de 5mm del patgeno y fueron incubadas a las mismas condiciones (Magdama, 2010).
En este experimento se realizaron 3 repeticiones y los valores se calcularon mediante la

proporcidn porcentual de inhibicion del ascenso micelial (PICM) segun la ecuacién:

R1—R2
Porcentaje de inhibicion del crecimiento radial = TxlOO

Tomando a R1 como el radio promediado del patdégeno control (Moniliophthora
roreri) (cm) y considerando a R2 como el radio promediado del patdgeno (cm) en el régimen

con cepas de Trichoderma.
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Anélisis Estadistico primer experimento

Factor en estudio

El factor en estudio que se considerd en este trabajo de investigacion son cepas de

Trichoderma spp. extraidas tanto de suelo rizosferico como de mazorcas sanas de cacao.

Tratamientos

Los tratamientos estaran constituidos por ocho cepas de Trichoderma.

Disefio experimental

El disefio experimental empleado para el primer experimento fue de disefio

completamente al azar (DCA) con un solo factor en estudio. Cuyo modelo matematico fue:

Yij=:u+7i+gij

Donde:

i: tratamientos

J: repeticiones

u:media general

7,: efecto del tratamiento

g+ efecto del error experimental
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El primer ensayo consta de 9 tratamientos con 3 repeticiones incluyendo un control y
un total de 27 unidades experimentales, para determinar las discrepancias en los datos

estadisticos entre cada tratamiento se ha empleado el test de DUNCAN.

4.2.5 Evaluacion de filtrados fangicos de cepas de Trichoderma spp. sobre el
crecimiento Moniliophthora roreri.

Trichoderma spp. se caracteriza por presentar propiedades antagonistas frente a
fitopatdgenos como lo es la produccion de metabolitos con actividad fungistatica y antibiotica.
Por ese motivo es de interés evaluar la consecuencia fungistatica que presentan las soluciones
de las cepas a distintas concentraciones (1%, 5%, 10%, 30%) en este caso sobre

Moniliophthora roreri (Magdama, 2010).

Obtencién de filtrado flngico

Para la obtencion de filtrado fungico se sembr6 discos de cinco milimetros de didametro
con el sacabocado No.5 de Trichoderma en frascos de vidrio Pyrex de 50 ml con medio PDB
(Potato Dextrose Broth). Estos frascos con Trichoderma se incubaron a una temperatura de

27°C durante siete dias en una cdmara con agitacion a 150 rpm.

Luego de los siete dias, se filtro tres veces con papel filtro previamente esterilizado en
autoclave y después con milipore de 22 um. El extracto se adicion6 en medios V8 modificado

a diferentes concentraciones (1%, 5%, 10%, 30%) en cajas Petri. Ya en el medio solidificado,
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se inoculd en el centro de la caja Petri un cilindro micelial de 5 mm de Moniliophthora roreri.
Las cajas Petri se incubaron durante 15 dias a una temperatura de 28°C. Se tomaron medidas

del crecimiento radial del fitopatdgeno cada 24 horas.

Para el control de este experimento se inoculé un disco micelial de M. roreri solo en
medio V8 modificado y fue incubado a las mismas condiciones (Magdama, 2010). Este
experimento se realizd con 3 repeticiones y el pardmetro a evaluar fue la proporcionalidad

porcentual de inhibicion del ascenso radial.

Andlisis Estadistico segundo experimento

Tratamientos

En el segundo experimento se tomaran 8 metabolitos extraidos de las cepas purificadas
en el experimento anterior, combinandolas con el medio de crecimiento para moniliasis, medio

V8 modificado en cuatro diferentes concentraciones.

Disefio Experimental

El disefio experimental empleado para el segundo experimento fue de modelado

totalmente aleatorio, cuyo factorial fue de 8x4. Cuyo modelo matematico es:
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Yl-j=,u+ai+bk+abik+8ijk

Donde:

i: Factor a (Metabolitos de ocho cepas de Trichoderma)
J: repeticiones u observaciones

k: Factor b (Diferentes concentraciones de metabolitos)
u:media general

a;: efecto del Factor A

b, efecto del Factor B

abik: Efecto de la interaccion A x B

&+ efecto del error experimental

El segundo ensayo consta de 8 tratamientos, 4 concentraciones, 3 repeticiones, con un
total de 96 unidades experimentales, para determinar las diferencias en los datos estadisticos

entre cada tratamiento se ha empleado el test de DUNCAN.
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RESULTADOS

5.1 Aislamiento e identificacion morfologica de cepas de Trichoderma spp. a

partir de muestras de suelo y de mazorcas de cacao

A partir de las muestras recolectadas se aislaron 6 cepas de Trichoderma, a través de la
metodologia TSM (Medio selectivo Trichoderma). De las cuales, tres cepas fueron extraidas
de las mazorcas sanas de cacao mediante el protocolo de lavado: una cepa de la mazorca de la
finca “Labrador” y dos cepas de la finca “El Cisne”; otra cepa extraida del exocarpo de la
mazorca de cacao sano (endoéfita) proveniente de la finca “El Cisne” y dos cepas extraidas de
suelo rizosférico que presenten un mayor poder antagénico en contra de M. roreri de las fincas

“La virgencita” y “El cisne” presentadas en la Tabla 3.

Tabla 3. Cepas de Trichoderma aisladas e identificadas en medio selectivo TSM

Muestra Localidad Origen de la muestra Cadigo
Finca Cultivos de tierra mediante disoluciones seriadas.

1
“La Virgencita”  Tierra Repeticion 4. A

Cultivos de tierra mediante disoluciones seriadas.
2 Finca “El Cisne”
Tierra Repeticion 3.

Lavado de mazorcas sanas. Repeticion 20
3 Finca “El Cisne”
Trichoderma 1.



Finca
4
“Labrador”
Finca
5
“Labrador”
6 Finca “El Cisne”
MicroTech
5
Ecuador
8 MicroTech
Ecuador

Lavado de mazorcas sanas. Repeticion 11

Lavado de mazorcas infectadas. Repeticion 26

Siembra de epidermis de mazorca de cacao sano

Trichoderma Comercial 1

Trichoderma Comercial 2
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Una vez establecido el material fungico obtenido en medio TSM se procedio a repicar

en medio PDA (Potato Dextrosa Agar) para su posterior incubacion durante 7 dias a 28 °C.

Las ocho cepas de Trichoderma spp. se incubaron en medio PDA para su observacion

macro y microscopica. A nivel macroscopico se observaron colonias de rapida formacion a

partir de las 48 horas en incubacion. Por otro lado, se presencié una formacién de penachos

blancos miceliales que constituian una red espesa dentro de la caja Petri. EI micelio

compactado cambio de coloracion de blanquecino a varias tonalidades de verde debido a la

esporulacion del hongo. Finalmente, se pudo determinar que las hifas septadas forman una

conglomeracion micelial aplanada, solida y con una forma anillada (Figura 3A) (Harman,

1998).
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A nivel microscopico se pudo observar conidiéforos en patrones de distribucién en
disposicion de piramide o cono, ahorquillados, no tabicados y verticilados (Figura 3B)
(Guigon, 2010). En la Figura 4 se presentan las seis cepas completamente aisladas mostrando

su morfologia descrita con anterioridad.

Figura. 3 Cepa Trichoderma A. lzquierda: Macroscépica, observese micelio. Derecha:
Microscépica a 100X
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Figura. 4 Fotografias macroscopicas y microscopias (100X) de cepas de Trichoderma :
A, B,C,D,E, F,GyH enmedio PDA

5.2 Aislamiento de Moniliophthora roreri.

A los 15 dias de sembradas las semillas de mazorcas infectadas de cacao en medio V8
modificado se obtuvo el crecimiento de M. roreri. En la Figura 5A es posible apreciar que a
nivel macroscopico el micelio puede alcanzar un espesor de 3mm. El micelio presenta una
forma afelpada y lanuda con una coloracion rosa en los primeros dias de crecimiento para luego
convertirse en un color arcilloso y crema. M. roreri se caracteriza por crecer de manera
eficiente en medio V8 con una tasa de crecimiento diaria de 1.3 a 6 mm cuya esporulacion
inicia a partir del sexto dia. Mientras que en medio agar crece de 8 a 12 mm después de dos

semanas de incubacién (Evans, 2002).

A nivel microscopico se puede observar hifas alargadas con paredes delgadas e
irregulares. Las hifas estdn formadas por conidiéforos de manera ramificada, y conidios

separables de color amarillento y marron en masa Figura 5B (Evans, 1978).
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Figura. 5 A) Moniliophthora roreri en medio V8 modificado macroscdpica B) Hifas de

Moniliophthora roreri a nivel microscopico 100X.

5.3 Evaluacion in vitro del efecto antagonico de las cepas de Trichoderma spp.

sobre el crecimiento de Moniliophthora roreri.

Al evaluar in vitro el efecto antagonista de las seis cepas de Trichoderma frente a
Moniliophthora roreri mas dos cepas reactivadas comerciales. Se pudo determinar que siete
de estas cepas de Trichoderma influyen sobre el ascenso in vitro de Moniliophthora roreri
como se puede observar en la Figura 6. El desarrollo del fitopatégeno redujo su crecimiento
en un intervalo del 40 al 70% en contraste con el control (Tabla 4), datos los cuales se

consiguieron a raiz de la ecuacion de la proporcion porcentual de crecimiento radial.
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A los 15 dias de crecimiento de M. roreri se agregaron los discos con Trichoderma
como se puede observar en la Figura 6A. Al cabo de cinco dias se observa como Trichoderma
influye sobre el crecimiento de M. roreri rodedndolo completamente como se puede apreciar

en la Figura 6B.

Primer dia de siembra de Trichoderma 360 horas despues de la siembra

Figura. 6 A) Cultivo dual de cepa de Trichoderma G vs Moniliophthora
roreri izquierda Moniliophthora roreri derecha Trichoderma G

Una vez realizado el estudio de las estadisticas a las 120 horas de crecimientos
correspondientes a las 8 cepas de Trichoderma spp. sobre el crecimiento de Moniliophthora
roreri. Se determind la formacién de 3 rangos estadisticos, las cepas C, F, A, D disminuyeron
su crecimiento entre un 42,94% al 29,52%, comparado con el control que refleja un 100% de

crecimiento.
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Tabla 4. Porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial de Moniliphthora roreri por
accion de cepas de Trichoderma spp.

Porcentaje del crecimiento Micelial (%)

be
bc c
t C
36.14
CONTROL E H G B C F A D

Por otra parte, la cepa de Trichoderma E no revelo un efecto antagdnico
estadisticamente significativo frente al fitopatdgeno, esta cepa inhibio el crecimiento radial en
un 1,48% (Tabla 4). En el ANOVA (Anexo. G) se pudo determinar que si existe diferencia
significativa entre cada uno de los tratamientos. La constante de variacion (CV) fue arrojado
con un valor porcentual del 23,9% demostrando que existe un efecto del componente genético

de las diferentes cepas de Trichoderma que se refleja en este coeficiente.
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5.4 Cineética de crecimiento de Moniliophthora roreri. bajo influencia de

cepas de Trichoderma spp.

La cinética de crecimiento de cepas de M. roreri es influenciada directamente debido a
la accion de las cepas de Trichoderma spp. El fitopatdgeno en presencia de Trichoderma spp.
presentd una tasa de crecimiento radial de 0,094 cm/dia, considerada baja en comparada con
el tratamiento control que refleja una tasa de ascenso radial de 0,196 cm/dia. Las curvas de
crecimiento micelial en (cm) se muestran en la Tabla 5, donde se puede apreciar la cinética de
crecimiento de M. roreri. frente la influencia de cepas de Trichoderma spp.

Tabla 5. Cinética de crecimiento de Moniliophthora roreri bajo la influencia de ocho
cepas de Trichoderma spp.

CINETICA DEL CRECIMIENTO DE Moniliphthora roreri

1.2000
1.0000
0.8000
0.6000

0.4000

0.2000

0.0000

DIAMETRO DEL CRECIIMIENTO RADIAL
DE Moniliphthora roreri

24 48 72 96 120
HORA

=@=l =@=( Control ==@==(C ==@=F B e==@u=/) e=@u=]) «=@=F
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Cuando las cepas de Trichoderma spp. interactian frente a M. roreri se observaron
distintos mecanismos de accién que actuaron de forma directa en el crecimiento del
fitopatdgeno. Se considera que algunas especies de Trichoderma spp. tienen la posibilidad de
crecer sobre colonias del fitopatégeno. Trichoderma spp. al entrar en contacto con el
fitopatogeno, se enreda por medio de las hifas atrapado por las relaciones existentes entre las
uniones de &tomos de la capa celular del antagonista y patdgeno, en algunos casos
posteriormente expulsa enzimas y uniones de atomos (antibidticos) las cuales degeneran a la
capa celular para de esta manera entrar a las jifas del antagonista (Harman, 2004). Este efecto
descrito con anterioridad es conocido como Micoparasitismo y se pudo visualizar

macroscopicamente en 6 cepas de Trichoderma spp. de las 8 cepas estudiadas.

En algunas cepas de Trichoderma spp. es caracteristica la produccion de metabolitos
que actdan con un efecto antibidtico, que es liberada al medio, cuyo objetivo es el detener el
crecimiento de los fitopatogenos. A nivel macroscépico se observo que en las areas de relacion
de seis cepas de Trichoderma spp. con M. roreri, se encontraban franjas libres de esporulacion.
Se observd que en esta region del medio de cultivo V8 modificado existia una coloracién mas
oscura caracteristica del fendmeno de antibiosis (Sanchez, 2009). Es por ese motivo, que se
analiz6 la consecuencia fungistatica in vitro correspondiente a las 8 cepas de Trichoderma spp.

en un posterior experimento.
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5.5 Evaluacion de filtrados fungicos de cepas de Trichoderma spp. sobre el

crecimiento Moniliophthora roreri.

Al evaluar el crecimiento radial de Moniliophthora roreri. in vitro con contenido de
filtrados fungicos obtenidos de las 8 cepas de Trichoderma, a concentraciones del 30, 10,5y
1% en medio V8 modificado, se pudo determinar que 5 de las 8 cepas evaluadas presentaron
un porcentaje de inhibicién mayor al 50% a una concentracion del 10% y 4 de las 8 cepas
presentaron un porcentaje de inhibicion mayor al 50% a una concentracion del 30%. EI mejor

efecto inhibitorio se observa en la cepa B con un 67,33% de inhibicion. (Figura 7).

Figura. 7 Efecto de filtrado fangico. lIzquierda: Caja control de Moniliophthora roreri
Derecha: Cepa B vs Moniliophthora roreri
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Se evalud las concentraciones de metabolito (30, 10, 5, 1%) por cepa para ver si el
efecto es estadisticamente significativo frente al control. Se pudo observar que al 1% de
preparado fungico la cepa de mayor accidn inhibitoria fue la cepa de Trichoderma F, siendo
estadisticamente significativa comparada con el resto, al 5% de preparado fungico la mayor
accion inhibitoria se encuentra la cepa de Trichoderma A, sin embargo, no se presentan
discrepancias de alto nivel en la mayoria de los tratamientos, al 10% de preparado flngico las
cepas de mayor accion inhibitoria fueron Trichoderma A y Trichoderma D, siendo
estadisticamente significativas comparadas con el resto. Al 30% de preparado fungico la mayor
accion inhibitoria se encuentra la cepa de Trichoderma B, sin embargo, no existe diferencia

significativa entre la mayoria de tratamientos (Tabla 6).

Tabla 6. Efecto fungistatico de cuatro concentraciones de Trichoderma spp.
1% >%
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Finalmente, al efectuar la evaluacién de la informacion estadistica correspondiente a
los 15 dias de aumento de M. roreri. Sometido a influencia de filtrados fungicos, se logré
determinar la formacion de 9 rangos de significacion estadistica, de los cuales, los 10 mejores
resultados de inhibicién se muestran en la Tabla 7. Cuando M. roreri se desarrolla dentro del
rango de accion de las cepas Trichoderma B, A y F, ese crecimiento disminuye
significativamente a una concentracion del 30% en cada una de las cepas. La inhibicion del
patdgeno va desde un 59.33% a un 67,33% contrastado con un control que refleja un 0% de

inhibicién.

Tabla 7. Efecto antagonico de los mejores filtrados fungicos de Trichoderma a diferentes
concentraciones

55,33

B30% A30% F30% E30% D30% A10% D10% B10% G10% H30%
Cepas y concentracién de Trichoderma spp.



45

5.6 Cinética de crecimiento de Moniliophthora roreri por efecto de filtrados

fngicos de cepas de Trichoderma spp.

La accidn de los metabolitos de Trichoderma spp. actua directamente sobre la cinética
de crecimiento de las cepas de Moniliophthora roreri. El fitopatdgeno en presencia de
metabolitos presentd una tasa de crecimiento radial promedio de 0,20 cm/dia en
concentraciones del 1%, 0,17 cm/dia en concentraciones del 5%, 0,14 cm/dia en
concentraciones del 10% y 0,12 cm/dia en concentraciones del 30%, consideradas menores en
contraste con el tratamiento control que presentd una tasa de crecimiento radial del 0,22 cm/dia.
Las curvas de crecimiento micelial en (cm) se muestran en las Tablas 8 y 9, donde se puede
apreciar la cinética de crecimiento de Moniliophthora roreri. frente la influencia de metabolitos

de Trichoderma spp.

Tabla 8. Cinética de crecimiento de Moniliophthora roreri con cepas A, B, Cy D
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influencia de Filtrados fingicos de Trichoderma spp (C) nfluencia de Filtrados fungicos de Trichodermo spp (D)
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Tabla 9. Cinetica de crecimiento de Moniliophthora roreri cepas E, F, G, H

Cinética del crecimiento de Maniliphthora rorer! baje Cinética del crecimiento de Moniliphthora roreri bajo

influencia de Filtrados fongicos de Trichoderma spp (E) influencia de Filtrados fungicos de Trichoderma spp [F)
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En la Tabla 10 se puede observar el o los mecanismos de accidn que poseen las 8 cepas

de Trichoderma spp. evaluadas frente al fitopatogeno Moniliophthora roreri.
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Tabla 10. Determinacion de Micoparasitismo, Antibiosis y competencia de cepas de
Trichoderma vs Moniliophthora roreri

Cepa | Imagen Antibiosis | Competencia | Micoparasitismo
A X
B X
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DISCUSION

6.1 Aislamiento e identificacion morfoldgica de cepas de Trichoderma spp. a

partir de muestras de suelo y mazorcas.

Las metodologias usadas para aislar cepas de Trichoderma spp. permitié la separacion
de 6 cepas de Trichoderma de 21 especimenes de suelo, 40 mazorcas infectadas con
Moniliophthora roreri y 12 mazorcas sanas, las cuales fueron recolectadas en fincas con
arboles de cacao mayores a 40 afios. EI hongo Trichoderma spp. habita naturalmente en
diversos tipos de suelos, sobre todo en los que poseen abundante materia organica (Papavizas,
1985). Por ese motivo, las fincas productivas que poseen una buena fertilizacion y antigiiedad
en su establecimiento se convierten en fuente de varias especies de Trichoderma spp. cuya

probabilidad de aislamiento es mayor que en otros escenarios (Benitez, 2004).

Los aislamientos que se obtuvieron en esta investigacion presentaron caracteristicas
morfolégicas exclusivas del género Trichoderma spp. descritas por Harman, et al., (1998).
Estos autores afirman que, en medios de cultivo enriquecidos con nutrientes, el crecimiento de
estas cepas es veloz en forma de argollas. La coloracién de los micelios es generalmente
amarillo verdoso, debido a la esporulacion del hongo. Los conidi6foros poseen una distribucion
en forma conica o piramidal, levantados y fuertemente ramificados. En cuanto a los conidios
son agrupados en el conidiéforo tomando formas redondas, elipsoidales y ovoides de color

verde brillante.
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En un estudio realizado por Sosa, D., et al., (2010) afirman que existe una alta
diversidad de especies de Trichoderma spp. en suelos asociados a los agroecosistemas de cacao
en Venezuela, con 10 diferentes especies de 79 cepas aisladas, sin embargo, la diversidad baja
considerablemente cuando se aislaron cepas enddéfitas extraidas de tronco, fruto y flor, con 2
diferentes especies de 10 cepas aisladas. En esta investigacion se confirma ese estudio debido

a que se consiguio aislar una Trichoderma enddfita.

Por otro lado, en una investigacion realizada por Villamil, J (2012) logro extraer 10
diferentes microorganismos endofitos, de aislados de mazorcas de cacao, de los cuales solo 2
disminuyeron el crecimiento de M. roreri pertenecientes al género Trichoderma siendo los mas
efectivos, en este estudio la cepa Trichoderma endéfita F presentd caracteristicas interesantes
tanto en la evaluacién del efecto antagonista como en su filtrado fangico ubicandose entre las

mejores tres en ambos casos.

6.2 Evaluacion in vitro del efecto antagonico de las Cepas de Trichoderma

spp. sobre el crecimiento de Moniliophthora roreri.

En cuanto al analisis in vitro de la respuesta negativa de cepas de Trichoderma spp.
Acerca del crecimiento de M. roreri se puede comentar que categorias de Trichoderma spp.
poseen un alto nivel de efectos negativos sobre los patdgenos como Botrytis, Rhizoctonia, y
otros patdgenos de interés comercial (Hadar, 1992) por lo cual se es de interés probar su
actividad antagonista frente a M. roreri. Por otra parte, Trichoderma spp. posee una alta

capacidad reproductiva, adaptabilidad a condiciones adversas, a diferentes sustratos, y
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eficiencia en nutrientes ideal para futuros ensayos en campo sobre cacao (Benitez, 2004)

En una investigacion llevada a cabo por Hoyos, et. al., (2015) determinaron que el
antagonismo ex vitro de aislamientos de Trichoderma frente a M. roreri presentaron un menor
porcentaje de dafo en el fruto, tanto interna como externamente de un 100% que es el control
a un 75,5%. Estos datos se confirman con los altos valores que presentan las cepas de esta
investigacion en condiciones in vitro que al 30% presentan una inhibicion del crecimiento de

hasta el 67% con una media de inhibicion del 51%.

En el caso de la cepa de Trichoderma spp. E se pudo observar en el primer experimento
que no presenta capacidad antagonista frente al patdgeno Moniliophthora roreri. Es
probablemente debido a la variabilidad genética del género Trichoderma entre especies y
subespecies. Asi mismo, En un estudio realizado por Tovar (2008) obtuvo que 5 de las 6 cepas
de Trichoderma aisladas, produjeron un efecto antagonista positivo frente al patdégeno
Rhizoctonia solani, motivo por el cual para utilizar Trichoderma como controlador bioldgico

es necesario tomar en cuenta seleccion y especificidad de esta (Acevedo, 1988).
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6.3 Evaluacion de filtrados fangicos de cepas de Trichoderma spp. sobre el

crecimiento Moniliophthora roreri.

Al evaluar filtrados fangicos de cepas de Trichoderma spp. se pudo determinar que la
inhibicién del patdgeno esta entre 59.33% y 67,33% comparado con el control que refleja un
0% de inhibicién. Estos valores de inhibicidén son semejantes a los presentados en un estudio

realizado por Magdama (2010).

Al evaluar el efecto de filtrados fungicos que existe a concentraciones menores del 30%,
se determind que las concentraciones de filtrados estan estrechamente relacionadas con la
proporcidn porcentual de inhibicion del aumento radial de Moniliophthora roreri. Esto quiere
decir que a mayor concentracion de filtrados flngicos existird una reduccion en el crecimiento

de patogenos (Michel, 2011).

Magdama (2010) afirma que existe una tendencia cambiante sobre el efecto antagonico
de filtrados fangicos. Asi mismo, la produccion de metabolitos y enzimas por cepas
Trichoderma son variables segun un estudio, elaborado por Conney et. Al en 1997, el cual
afirma también que las cepas de Trichoderma dependiendo del estado de desarrollo producen
metabolitos. Esto indica que, a mas de las ocho cepas evaluadas en esta investigacion, existen

mas cepas que contengan un efecto inhibitorio sobre patbgenos mediante preparados fungicos.
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CONCLUSIONES

Se aisld e identificd funcionalmente seis cepas de Trichoderma spp. de 21 muestras de
suelo, 30 mazorcas de cacao infectadas con el hongo Moniliophthora roreri, y 15 mazorcas
sanas recolectadas en fincas productoras de cacao, en sembrios mayores a tres décadas en la

region costera de la Republica de Ecuador.

En el primer experimento siete de ocho cepas aisladas de Trichoderma spp. presentaron
la capacidad antagonista in vitro frente a Moniliophthora roreri. Las cepas de Trichoderma
spp. Ay D presentaron un bajo porcentaje de crecimiento micelial que fue entre 29% al 30%,
el resto presentd una media mayor de crecimiento que fue del 48%, a excepcidon de la cepa E

la cual no presentd efecto inhibitorio del crecimiento.

En el segundo experimento se pudo determinar que el mecanismo de antibiosis es
importante para control de Moniliophthora roreri. Sin embargo, existen otros mecanismos de
accion que podrian tener aquellas cepas que no actuaron de manera eficiente en antibiosis;

resaltando los distintos mecanismos de accion del género Trichoderma.

Se evalud la capacidad antagonista in vitro de filtrados fangicos de ocho cepas de
Trichoderma spp. frente a Moniliophthora roreri. Se determind que las cepas Trichoderma
spp. B, A'y. F, inhiben su crecimiento significativamente a una concentracion del 30%. Por
otra parte, siete de las ocho cepas aisladas a una concentracion del 30% presentan el mismo

nivel significativo de inhibicion del crecimiento del patégeno.
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ANEXOS

Anexo A: Estadisticas de cultivo de cacao en Ecuador

e Superficie e Rendimiento Porcentaje
Provincia l:use::'na da (ha) Produccion (Tm.) (Tm/ha) Na:lnnajl

Guayas 89.607 49.233 0.5 28%

Manabi 94.904 22.309 0,2 13%

Los Rios 96.200 41.187 04 23%
2016 | Esmeraldas 61.824 18.083 03 10%

Resto de

Provincias 111,722 46,739 0.4 26%

Total general 454,257 177.551 100%



Anexo B: Participacion porcentual de los principales productos de exportacion FOB
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Anexo C: Metodologia de aislamiento de Trichoderma de muestras obtenidas

de suelos.

1. Se deshidrato las muestras de tierra por un tiempo de 72 horas a una temperatura
aproximada a los 25°C sobre papel de diario.

2. Se empled la metodologia de diluciones en sucesion o en serie. Se determino la masa
de 1g de muestra de suelo, cuyo propésito fue posteriormente diluirse en 9 ml. de H20
destilada y esterilizada en un contenedor tubular de ensayo esterilizado (107) y
homogenizandose mediante una serie de movimientos intensos, haciendo uso de un
Voértex por un periodo de varios minutos. Posteriormente se extrajo 1 ml de la mezcla
y se introdujo en un cilindro con 9 ml. de H20 destilada y esterilizada (107).
Repitiéndose el algoritmo hasta el punto de conseguir una disoluciéon de 10°. Se
continud con el movimiento constantemente por un tiempo de 60 segundos empleando
un Vértex en cada una de las fases.

3. Seextrajo 0.1 ml de las mezclas escogidas (103, 105, 107, 107°), y se posiciono en la
zona central del area del punto intermedio electivo para Trichoderma (TSM).

4. El espécimen se desplegd por el area de la caja Petri con un instrumento triangular de
material polimero estéril. Se garantizé una expansion homogenizada por a través del
area central.

5. Se sello la caja Petri con material Parafilm, incubandose a una temperatura de 28°C en

un periodo de 360 horas.



Anexo D: Medio Selectivo Trichoderma (TSM)

Cantidad
Componente
(9/L)
Nitrato de Calcio tetra-hidratado 1,4
Nitrato de Potasio 0,26
Sulfato de Magnesio hepta-
0,26
hidratado
Fosfato de Potasio 0,12
Cloruro de Calcio di-hidratado 1
Acido Citrico 0,05
Sacarosa 2
Agar 20
Tween 20 ImL
Gentamicina 1 ampolleta
Captan 80 0,05
Rovral 50 0,05

Tomar en cuenta pH 6.5-7

Fuente: (Elad, 1981)



Anexo E: Protocolo de desinfeccion de material vegetal

Producto Tiempo
Hipoclorito de sodio (1%) | 1 minuto
Alcohol al 70% 1 minuto

Agua destilada estéril

1 minuto/repetido
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Anexo F: Anova de la Evaluacién in vitro del efecto antagonico de las Cepas

de Trichoderma spp. sobre el crecimiento de Moniliophthora roreri.

Fuentes de variacion | GL | Suma de Cuadrados | Cuadrados medios | F calculada| 0,5| 0,1

Total 26 20445,1716

Tratamientos 8 17267,0544 2158,3818 12,2245 2,66 | 4,03

Error Exp. 18 3178,1172 176,56207

SY= 7,6716

Sd= 6,2639

Cv= 23,8967%

Repeticiones
Numero  Tratamientos _
1 2 3 Y; Y;
1 RS 34,850 59,567 89,171 183,588 61,196
2 T4 59,764 59,359 44,095 163,218176 54,406
3 R201 57,161 38,583 33,072 128,815681 42,939
4 T.Endo 41,712 29,680 37,040 108,431557 36,144
5 TF3 40,261 51,445 49,106 140,811839 46,937
6 TE4 17,808 34,296 40,261 92,365163 30,788
7 R11 20,578 31,658 36,314 88,5499152 29,517
8 R26 102,889 87,060 105,597 295,546185 98,515
9 Control 112,243 82,679 105,078 300 100,000
TOTAL 1501,32621 55,6047
MEDIA GENERAL 55,6047
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Anexo G: Anova de Evaluacion de filtrados fangicos de cepas de

Trichoderma spp. sobre el crecimiento Moniliophthora roreri.

Fuentes GL SC CM F. Cal 0,05
Total 95 14141,66
Tratamientos 31 12853,66 414,63 | 20,6029353 1,63
Factor Cep 7 1325,41 189,34 | 9,40838509 2,75
Factor Con 3 10179,95 3393,32|168,611974 2,15
AxB 21 1348,30 64,20 | 3,19030366 1,73
EE 64 1288,00 20,13
(%) Ccv= 9,89
SY = 2,59
SD = 3,66
Repeticiones
Numero  Tratamientos
1 2 3 Y;

1 RS 34,850 59,567 89,171 183,588

2 T4 59,764 59,359 44,095 163,218176

3 R201 57,161 38,583 33,072 128,815681

4 T.Endo 41,712 29,680 37,040 108,431557

5 TF3 40,261 51,445 49,106 140,811839

6 TE4 17,808 34,296 40,261 92,365163

7 R11 20,578 31,658 36,314 88,5499152

8 R26 102,889 87,060 105,597 295,546185

9 Control 112,243 82,679 105,078 300

TOTAL 1501,32621
MEDIA GENERAL 55,6047

* %

Y;

61,196
54,406
42,939
36,144
46,937
30,788
29,517
98,515
100,000
55,6047
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