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Resumen

La produccion de cacao en Bolivia esta siendo amenazada por Moniliophthora roreri, un
hongo altamente agresivo que ataca a las mazorcas del cacao acabando totalmente con la
produccion. A pesar de los esfuerzos por tratar de combatirla, la produccion reduce en un
buen porcentaje, ante esta problematica como parte del manejo integrado de la enfermedad se
propuso encontrar un hongo antagonista que le haga frente en campo, proponiéndose a
Trichoderma sp. del cual se sabe que es un excelente controlador de enfermedades de suelo
principalmente. En los ultimos tiempos se lo viene empleando para control de enfermedades
foliares, planteandose el objetivo de verificar la capacidad antagonista de T. harziarum y T.
viride en una prueba dual bajo un disefio DCA, el mejor antagonista sera probado en una
parcela de campo en un DBA bajo los tratamientos de 200 y 300 gr. de Trichoderma con un
testigo para ver coOmo se comporta en campo para el control de M. roreri. Habiéndose
realizado la prueba dual, se ha verificado que el mejor antagonista es T. harziarum por tener
un porcentaje de inhibicion de crecimiento de micelio del (PICM) 58.60 %, asi mismo en la
escala de Bell lo clasifica en un nivel de 1, invadiendo el micelio de M. roreri ocupando asi
todo el espacio de la caja Petri, siendo elegido para la aplicacion en campo. La prueba de
campo se realizé entre los meses de diciembre a marzo en donde se aplico Trichoderma
harziarum cada 15 dias, los tratamientos fueron Testigo (T1), aplicacion de 300 gr de
Trichoderma fresca (T2), y 200 gr de Trichoderma fresca (T3), bajo un DBA, la evaluacién
nos muestra que el tratamiento (T2) con 300 gr fue el que logré6 mejores resultados para el
control de la enfermedad, reduciendo la incidencia en un 6 % con relacién al testigo y la
severidad en 10.87 % con relacion al testigo, lo que demuestra que puede ser empleado para
control de la enfermedad. Realizando la comparacién entre ambas metodologias donde la
prueba de laboratorio confrontacion dual controla al 100 % de la enfermedad, en campo las
condiciones meteoroldgicas hicieron que solamente pueda controlarlo parcialmente, se
recomienda realizar aspersiones también al suelo para poder controlar la fuente de in6culo y

alcanzar mayores niveles de control final.






Evaluacion de la capacidad antagonista de dos tipos de Trichoderma frente
al hongo fitopatdégeno Moniliophthora roreri en el cultivo del cacao

(Theobroma cacao)

1. INTRODUCCION GENERAL

Bolivia cuenta con importantes poblaciones de cacao (Teobroma cacao) a lo largo de la
Cuenca amazénica, se establece que hasta el afio 2007 se estimaba la existencia de 12.115 ha
de cacao silvestre en Bolivia, 2.275 ha del cacao amazénico boliviano cultivado y 6.360 ha de
cacao hibrido cultivado o convencional (Espinoza, Olivera Manuel, & Ledezma, 2014).

Un caso especial y radicalmente distinto, es el de Alto Beni del departamento de La Paz,
donde, junto con la colonizacion (impulsado por el instituto nacional de colonizacion) y luego
un conjunto de actores publicos y privados, de manera permanente y constante desde los afios
60 desarrollaron el cultivo del cacao hasta convertirse en la region con mayor capacidad
productiva de cacao en Bolivia, con mayor volumen cosechado y un record de exportacion
sobresaliente. La consolidacion territorial de esta especializacion estad muy relacionada a un
actor que le dio continuidad a la gestion técnica y econémica del cacao, la central de
cooperativas “El Ceibo” (Bazoberry Ch, Salazar Carrasco, & Centro de Investigacion y

Promocion del Campesinado (Bolivia), 2008).

De la misma manera se puede decir que la region productora en las provincias Caranavi y sud
Yungas es la que aporta con la mayor cantidad de grano, representando en 75% de la
produccion total. No obstante, en la reciente campafia se verifica un descenso de la
produccion nacional de cacao de 25.9 % respecto al periodo 2011 -2012. De acuerdo a la
percepcion de los actores, principalmente de las organizaciones de productores y las
instituciones de apoyo, los factores que incidieron en el descenso de la produccion fueron: en
La Paz, particularmente en la provincia Caranavi, la enfermedad conocida como Moniliasis,
producida por el hongo Moniliophthora roreri, que durante la gestion 2013 afectdé un
promedio de 53% de las plantaciones, con rangos de 30-70% de afectacion de acuerdo al area

de colonizacion (Espinoza et al., 2014).

Por lo mencionado una de las enfermedades mas destructivas en el cultivo del cacao es la

ocasionada por Moniliophthora roreri (moniliasis), que juntamente con la Moniliophthora



perniciosa (Escoba de bruja) ocasionan innumerables perdidas en el cultivo, las especies de
Trichoderma tienen una gran actividad antagonista sobre estos patdgenos. Durante los ultimos
afios, varios investigadores y algunas empresas han mostrado gran interés en estudiar el

potencial de Trichoderma como controlador bioldgico de patdgenos.

La necesidad de controlar estas enfermedades llegd a la utilizacion extensiva de compuestos
quimicos, provocando la emergencia de patdgenos resistentes a fungicidas y el deterioro de la
salud de productores y consumidores, lo que ha promovido la busqueda de alternativas viables
que garanticen una mayor sostenibilidad en la produccion agricola, minimizando el impacto

sobre el medio ambiente.

El control de esta enfermedad deberia realizarse de forma organica (sin la aplicacion de
productos quimicos), debido a la fragilidad de los ecosistemas donde se encuentran estas
plantaciones, ya que este tipo de produccién es muy valorada en paises de Europa, Asia y en
los Estados Unidos (Rotz et al., 2007).

CAPITULO 1
1.1. Antecedentes

En la demanda de cacao se compone de alimentos y cosmética. En el mercado nacional el
consumo de alimentos es el uso predominante. Ademas, la demanda de chocolates e insumos
de cacao depende de la tecnologia de elaboracion y la capacidad de produccion de las
industrias. Las empresas con plantas de procesamiento demandan principalmente cacao en
grano; mientras que las empresas artesanales demandan cobertura o licor de cacao (Espinoza
etal., 2014).

La Moniliasis es un hongo fitopatdgeno que ataca la mazorca del cacao siendo uno de los
principales factores limitantes causando pérdidas mayores al 30%, pero que en muchas
localidades alcanzan el 100%. Los efectos devastadores han causado el abandono de miles de
hectareas durante un periodo de casi 200 afios. La reciente aparicion y agresividad mostrada
por el hongo en los dos extremos longitudinales de distribucion (México y Pert) indica que

esta es muy intensa y expansiva (Phillips, 2012).

Las especies del genero Trichoderma son los antagonistas mas utilizados para el control de

enfermedades de plantas producidos por hongos, debido a su ubicuidad, a su facilidad para ser



aisladas y cultivadas, su crecimiento rapido en un gran nimero de sustratos ya que no atacan a

plantas superiores (Ezziyyani, Sanchez, Ahmed, Requena, & Emilia, 2004).
1.2. Planteamiento del problema

La moniliasis, causada por el hongo Moniliophthora roreri, es la enfermedad mas severa del
cacao. Desde su aparicion en 1978, los rendimientos y la produccion han bajado en forma
preocupante. Muchas fincas han sido abandonadas y los agricultores reportan pérdidas de
hasta el 100%. Ademas de la monilia, otro hongo denominado mazorca negra (causado por
Phytophthora spp., Principalmente Phythopthora palmivora), es una enfermedad importante

de este cultivo (Krauss et al., 2003).

Economicamente, la enfermedad ocasiona pérdidas en el rendimiento de acuerdo con las
condiciones ambientales, el manejo del cultivo, las medidas de control que se apliquen y las
variedades cultivadas. En plantaciones ubicadas en zonas humedas, con poca tecnificacion y
sin control, es frecuente observar pérdidas superiores al 90%. Sin embargo, bajo condiciones
culturales oOptimas de manejo, control y germoplasma mejorado los dafios disminuyen
considerablemente, y esta situacién genera una alternativa para el desarrollo del cacao en
areas infectadas con alta humedad (PRODUCE, 2006).

Los bajos rendimientos registrados en los ultimos afios en alto Beni, se deben principalmente
a la alta incidencia de la Moniliasis, la misma que al no poderse controlar eficazmente con la
utilizacion de agroquimicos por ser una zona de produccion organica, la falta del tiempo de
los productores hace que no se realicen los controles adecuados, por lo que la enfermedad

cada afio es mas agresiva y los rendimientos cada vez mas bajos.
1.3. Justificacion

Segun Uquillas (2004), sefiala que el convenio CABI-CATIE ha realizado trabajos sobre el
control biolégico de monilia utilizando principalmente microorganismos antagonistas como el
hongo Trichoderma ssp., que ha tenido resultados prometedores ademas de una reduccion en
el gasto econdmico en comparacion con el método quimico, lo que hace necesario realizar
estudios que nos permitan entender estos factores y crean la posibilidad de desarrollar nuevas
formulaciones en el manejo de estos antagonistas que permitan mejorar la eficiencia en el

control de esta enfermedad.



Por otra parte, las paredes celulares de los fitopatdgenos Sclerotium rolfsii (Sacc), Rhizoctonia
solani (Kuhn) y Pythium sp. estdn en su mayoria compuestos de 1,3-glucanos y quitina, y
algunos como los Oomycetes (ejemplo, Pythium sp.) que poseen los 1,3-glucanos, también
contienen celulosa en lugar de quitina, lo que explica la importancia de estas enzimas en la
capacidad antagonica de Trichoderma y por lo tanto en su utilidad como bioplaguicida (Cruz,
2007).

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

e Evaluar la capacidad antagonista “in vitro” de dos aislamientos de

Trichoderma frente a los hongos fitopatdgenos Moniliophthora roreri.

1.4.2. Objetivos especificos

e Verificar la capacidad antagonista de dos aislamientos de Trichoderma sobre
los fitopatdgenos Moniliophthora roreri bajo condiciones “in vitro™.

e Evaluar en condiciones de campo (in vivo) la capacidad antagonista de la
Trichoderma mas eficiente sobre el hongo patdgeno Moniliophthora roreri.

e Comparar los resultados obtenidos en las pruebas de antagonismo “in vivo” con

resultados obtenidos en condiciones “in vitro”.

1.4.3. Hipdtesis

La capacidad antagonista de dos aislamientos de Trichoderma no tienen control sobre los
agentes fitopatogenos Moniliophthora roreri.

CAPITULO 2
2. Marco Tedrico
2.1. Importancia del cacao en Bolivia

El cacao (Theobroma cacao L.) es un arbol perenne nativo del trépico americano; fue
domesticado hace mas de 2000 afios por poblaciones mesoamericanas, quienes cultivaron una

variedad de cacao de alta calidad aromatica denominado Criollo, probablemente originario de



la parte norte de Suramérica. Después de la colonizacion de los espafioles, para satisfacer el
incremento de la demanda europea, la produccion de la variedad Criollo se dispersé por

Surameérica y regiones del Caribe (Jaimes Suaréz & Aranzazu Hernandez, 2010).

De acuerdo con historia oficial, el cultivo del cacao en Bolivia data del siglo XVIII cuando
fue introducido en las misiones jesuitas como un componente importante unas actividades
econdmicas de la vida de las reducciones. A pesar o del existencia de condiciones
agroecologicas Optimas para el cultivo del cacao en una buena parte de la Cuenca amazonica
boliviana, el pais nunca fue un jugador importante en el mercado mundial de este rubro
(Bazoberry Ch et al., 2008).

Posteriormente en 1977, la cooperacion internacional inici6 su apoyo a la entonces
cooperativa El Ceibo en la region productora mas importante de cacao como el alto Beni,
igualmente se impulso en esos afios el cultivo de cacao en el tropico cochabambino. A partir
de los afios 90 se puede visibilizar la importante produccion del departamento del Beni, en
una variedad de cacao de origen silvestre. Paulatinamente se fueron conociendo iniciativas en
otros departamentos como el trépico cochabambino, en Riberalta, en Urubichd y Asencion de
Guarayos en Santa Cruz, EI Carmén de Emero en el Norte Pacefio, y Rurrenabaque, San

Ignacio de Moxos en Beni, entre otros (Espinoza et al., 2014).

Es recién en la segunda mitad del siglo xx que el gobierno de Bolivia, vuelve a considerar su
importancia y potencial en la economia campesina, este hecho se relaciona a la nueva
atencion que da el estado al desarrollo de las actividades agropecuarias y a los planes y

programas de colonizacion de distintas regiones de Bolivia (Bazoberry Ch et al., 2008).

En el departamento de La Paz, un todo con la colonizacion y luego un conjunto de actores
publicos y privados, de manera permanente y constante desde los afios 60 desarrollaron el
cultivo del cacao hasta convertirse en la region con mayor capacidad productiva de cacao en
Bolivia, con mayor volumen cosechado y con un record de exportacion sobresaliente
(Bazoberry Ch et al., 2008).

2.1.1. Parcela de cacao sin manejo.

Cuando a una plantacion de cacao no se le da el manejo agrondmico adecuado, el ambiente
que se desarrolla dentro del cacaotal es muy propio para la multiplicacion del hongo de la
Moniliasis. Las condiciones de arboles de cacao sin poda, con brotes, hijos o de chupones en

abundancia y al de libre crecimiento, contribuyen a mantener la humedad y oscuridad del
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ecosistema. Con arboles de sombra que rozan sus ramas y hojas con las del cacao, se impide
la penetracion de la luz solar y la circulacion del aire, de manera que la plantacion se
mantiene durante la mayor parte del dia en condiciones oscuras y humedas. También habra
malezas 0 montes que suben por los troncos de los arboles de cacao favoreciendo las
condiciones de alta humedad. Las ramas de un arbol de cacao se entrelazan con sus vecinos,
asi se continta la cantidad de crecimiento vegetativo (ramillas, ramas, hojas, chupones o
brotes) y no se estimulan al arbol a florecer y producir frutos, accion que se consigue al podar

(Fundacion Hondurefia de Investigacion Agricola (FHIA), 2003).
2.1.2. Parcela de cacao con manejo

En un cacaotal atendido regularmente con las practicas adecuadas, los arboles de cacao
pueden verse sin mayores dificultades desde cualquier parte de la plantacion. Las ramas en
cada arbol de cacao en grano, una distribucion y equilibrio adecuado, balanceado, sin brotes o
hijos en los troncos o al pie, ni en las ramas, tampoco se entrecruzan una sana con la otra, no
estardn chocando o rozandose ramas de cacao con los de los arboles de sombra. Estos arboles
de sombra también seran podados regularmente, para que cumplan su objetivo de proveer
sombra a los arboles de cacao pero no en exceso. En la plantacion podada regularmente, con
sombra regulada, libre de malezas y excesos de agua en el suelo, la incidencia de
enfermedades sera minima y esto llevard a una mayor cosecha de frutos maduros y sanos

(Fundacion Hondurefia de Investigacion Agricola (FHIA, 2003).
2.2. Enfermedades del cacao

El factor que mas limita la produccién de cacao es la presencia de enfermedades, entre las
cuales se destacan la monilia (Moniliophthora roreri) y la mazorca negra (Phytophthora sp.).
Alrededor de 40% de la produccion se ve afectada por monilia, sin embargo, algunas
condiciones que se relacionan con la zona Agroecologica donde se encuentre el cultivo, la
severidad del in6culo y el inadecuado manejo hacen que las pérdidas lleguen hasta 100%,
razén por la cual esta enfermedad es considerada como la mas prevalente y severa (Jaimes

Suaréz & Aranzazu Hernandez, 2010).
2.2.1. Moniliasis del cacao (Moniliophthora roreri (Cif y Par) Evans et al)

En Ecuador, la Moniliasis del cacao fue descrita por primera vez en el afio de 1916 por J. B.
Rorer. La region de Quevedo en Ecuador, sur America es considerada como el centro de

origen de esta enfermedad (Fundacion Hondurefia de Investigacion Agricola (FHIA), 2003).
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Segun los resultados de estudios moleculares, mediante y el polimorfismo de la longitud de
fragmentos amplificados (AFLP), perfiles ISSR y datos de secuencias ITS, indican que existe
gran diversidad genética de Moniliophthora roreri en Colombia; también evidencian que alli
es donde se pudo originar la enfermedad, en vez de Ecuador (Phillips-Mora et al., 2007;

Phillips y Wilkinson, 2007); mencionado por (Jaimes Suaréz & Aranzazu Hernandez, 2010).
2.2.1.1. Agente causal

El agente causal de la Moniliasis del cacao fue originalmente descrito por Ciferri y Parodi
(1993), la CYPICA mencionandolo como monillia roreri; sin embargo, Evans et al (2007)
observaron caracteristicas miceliales de Basidiomicetes por lo que decidieron crear un nuevo
nombre para denominar la especie con el nombre de Moniliophthora roreri. Mediante
técnicas moleculares confirm6 que el hongo es un basidiomicete situdndola al orden
Agaricales. Posteriormente, confirmaron la ubicacion de M. roreri dentro de la familia
Tricholomateceae (Phillips-Mora 2007).

La clasificacion taxondémica de M. roreri propuesta por (ITIS 2015a), es la siguiente:
Reino: Fungi
Filo: Basidiomycota
Clase: Agaricomycetes
Orden: Agaricales
Familia: Tricholomateceae
Género: Moniliophthora
Especie: Moniliophthora roreri

Moniliophthora roreri posee el micelio septado, con doliporos. Las esporas se producen en
cadenas con maduracion basipétala (Evans, 2007) y se desprenden facilmente del micelio, su
pared es gruesa y amarilla-palido o café cuando forman masas de esporas. Las esporas
principalmente son globosas y elipsoidales, las cuales presentan una proporcion aproximada

al 60% y 30% con un didmetro promedio de 9 um, respectivamente (Phillips-Mora 2007).



2.2.1.2. Epidemiologia

Las condiciones climéticas y la cantidad esporas libres son factores determinantes en el ciclo
de vida de M. roreri. El ciclo comienza con estacion seca, época en la que se encuentran la
mayor cantidad de esporas disponibles en el ambiente. Sin embargo, para que inicie la

infeccidn es necesario que existan condiciones de humedad.

En Colombia, se presentan condiciones favorables para la infeccion y desarrollo de la
monillia durante todo el afio, debido a la distribucién de las lluvias. Por tal razon, es
importante considerar el periodo entre cultivos, es decir, el periodo entre la cosecha y la

proxima floracion.

En Ecuador, el factor critico en el ciclo de la enfermedad es la marcada estacion seca y su
importancia para determinar como Moniliophthora roreri sobrevive entre cosechas y la

disponibilidad de puentes de indculo de la estacion humeda (Evans, 1981).

En investigaciones adelantadas por el ICA entre 1960 y 1980 sobre la etiologia,
epidemiologia y control de la Moniliasis, se resalta que los conidios s6lo germinaron en
presencia de una pelicula de agua, con mayor germinacién cerca de los 24 °C. En condiciones
de laboratorio, las esporas que provienen de micelio esporulante, conserva la viabilidad y
poder efectivo hasta 22 meses después de iniciar la esporulacion. Estos propagulos
almacenados y conservados en seco al 4,5 °C mantienen la viabilidad superior al 50% después
de diez meses (Merchan, 1981).

También se encontré que en condiciones de laboratorio, la germinacion de las esporas o
corren aproximadamente entre seis y ocho horas. La hifa infectiva del hongo penetra la
epidermis del fruto, desde la cual se propaga inter e intracelular mente a los tejidos
subepidermales y al excarpo. La infeccion continGa a los tejidos centrales, incluyendo las

semillas, e inicia el desarrollo de la necrosis desde la parte interna hacia la epidermis.

Externamente, la infeccion aparece como puntos aceitosos muy pequefios y circulares, los
cuales se convierten en lesiones (manchas) irregulares de color amarillo y marron. El proceso
desde la infeccién a la aparicion de la mancha tiene una duracion aproximada de 60+5 dias,
dependiendo de la susceptibilidad del clon de cacao. Entre 3 y 4 dias, se desarrolla el micelio
blanco sobre las lesiones y luego aparecen las esporas, las cuales confieren un color crema a

marron (Jaimes Suaréz & Aranzazu Hernandez, 2010).



2.2.1.3. Sintomatologia

Una de las caracteristicas del hongo Moniliophthora roreri es un largo periodo de incubacion,
este tiempo puede ser de 3 a 8 semanas. El tiempo varia segun la edad del fruto, la severidad
del ataque, la susceptibilidad del arbol y las condiciones de clima, principalmente la presencia
de lluvias. En los frutos tiernos, en dias lluviosos y calurosos, el periodo de incubacion se
acorta tres semanas (Fundacion Hondurefia de Investigacion Agricola (FHIA, 2003).

Podemos encontrar sintomas externos e internos en los frutos en todas las fases de su
desarrollo. El dafio externo es caracterizado por una necrosis, deformacion y pudricion en
mazorcas, aunque algunos frutos de 60 a 80 dias pueden completar su desarrollo sin sintomas
externos, pero con el tejido interno necrosado (Reuck, 1997). Esto conlleva a la muerte de
fruto, con un color café oscuro, para luego cubrirse de una “felpa” de color crema, que son las
esporas del hongo. El dafio interno causado por la enfermedad puede ser méas grave que el
externo, pudiendo llegar a perderse casi toda las almendras sin importar la edad del fruto
(Sanchez Mora & Garcés Fiallos, 2012).

Sobre los frutos jovenes se observan &reas de crecimiento anormal, formandose
protuberancias pronunciadas sobre la superficie de los frutos (gibas). Los sintomas externos
suelen estar completamente ausentes hasta la formacion de lesiones entre 45 y 90 dias después
de la penetracién del hongo. Segun Evans et al (1978) esta fase se podria considerar como la
fase biotrdfica del hongo, en cuanto a que la necrotica puede ser precedida por la maduracion
irregular o prematura, la aparicion lesiones irregulares de color chocolate o castafio oscuro,
gue van creciendo gradualmente hasta cubrir con rapidez toda la superficie del fruto (Jaimes

Suaréz & Aranzazu Hernandez, 2010).

En tejidos centrales, pulpa, semillas de algunas veces la cascara, forman una sola masa en
donde los tejidos son rodeados por una sustancia acuosa debido a la descomposicién de ellos,
siendo también las almendras destruidas total o parcialmente, dependiendo del tiempo de
infestacion de los frutos (1ICA, 2006).

Un sintoma adicional es la llamada madurez prematura, donde las mazorcas cambian de color
dando la apariencia de madurez en frutos que todavia estan inmaduros. En frutos infectados a
mitad de su desarrollo, la enfermedad aparece primero en forma de unos pequefios puntos
aceitosos (translucidos), en muy corto tiempo esos puntos se unen formando una mancha café,

el borde de la mancha es irregular y a veces produce un color amarillento en donde va



avanzando la enfermedad, a los pocos dias sobre la mancha café aparece el micelio y luego las
esporas que forman un grupo acumulado abundante de color crema, las esporas que
reproducen el hongo son tan abundantes en un centimetro cuadrado, se cuentan desde 7 a 43
millones, bastando s6lo una para iniciar la enfermedad (Johnson et al., 2008) y (Sanchez Mora
& Garcés Fiallos, 2012).

2.2.1.3. Ciclo de la enfermedad

La sobrevivencia del patdgeno empieza en los residuos de cosecha (mazorcas contaminantes).
Luego, las conidias son diseminadas por el viento y la lluvia, ocurriendo también
contaminacion de frutos o mazorcas con moniliasis de una plantacion a otra. Algo similar
menciona Albuquerque et al (2005), indicando que la diseminacion de las conidias es
realizada por el viento, viendo el agua de lluvia tener un papel importante en las infecciones a
corta distancia en la copa del cacao. Ademas, debido al movimiento producido por las labores
de cosecha, las esporas se movilizan en el aire y bajo condiciones propicias de humedad y
temperatura, infectan constantemente los frutos que recién estan formandose (Amores et al.,
2009a).

Las conidias se depositan sobre el fruto, que germinan con agua 0 mueren por la
radiacion/desecacion, pueden germinar y penetrar directamente a la cascara del fruto. Su
penetracion ocurre directamente a través de los estomas o directamente a través del tejido,
creciendo entre las células del cortex, produciendo conidias dentro y en la superficie de los
frutos (Albuquerque et al., 2005).

Una de las caracteristicas del patdégeno es un largo periodo de incubacién antes de aparecer
los sintomas (Johnson et al., 2008). El tiempo de infeccion puede ser de 3 a 8 semanas,
debiendo variar segun la edad del fruto, la severidad del ataque, la susceptibilidad del arbol y
las condiciones de clima, principalmente presencia de lluvias, mientras que en frutos tiernos,
en dias lluviosos y calurosos, el periodo de incubacién se acorta tres semanas (Fundacion
Hondurefia de Investigacion Agricola (FHIA), 2003).

2.2.2. Mazorca negra del cacao (Phytophthora palmivora Butler)

También llamada mancha negra de la mazorca o simplemente, mazorca negra. Esta
enfermedad es causada por el Oomycete del género Phytophthora, dentro del cual se
encuentran las siguientes especies como causantes de la enfermedad, P. Palmivora: para

Centro América, Sur América y Africa; P. megasperma, P. Parasitica, P. siringae y P. citri en
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sur América; P. megakarya en Africa, siendo esta especie la mas virulenta (Urdaneta G. &
Delgado A., 2007).

Ubicacion taxondémica de Phytophthora
Reino: Stramenopila
Phylum: Oomycota
Clase: Oomycetes
Orden : Peronosporales
Familia : Pythiaceae
Genero : Phytophthora
Especie : Palmivora)

Nombre técnico: Phytophthora palmivora Butler.
2.2.2.1. Epidemiologia

El inicio del proceso de infeccidén depende en gran medida de las condiciones ambientales, la
humedad relativa alta y las bajas temperaturas, caracteristicas de la época de lluvias, son

favorables para la liberacion de las zoosporas del esporangio y su dispersion.

Los vehiculos de dispersion de la enfermedad son: la salpicadura de lluvia que aprovecha el
inoculo presente en el suelo para afectar a las mazorcas mas cercanas; la escorrentia que
transporta en la corriente del agua las zoosporas simplemente la dispersion del patégeno hasta
dos metros y también el viento moviliza las zoosporas atrapadas en micro gotas de agua, las
cuales pueden ser transportadas hasta doce metros de distancia, las zoosporas responden a
estimulos generados por el hospedero y a los 20 y 30 minutos se enquistan en el material
vegetal. El proceso de infeccidn inicial después de esta etapa, las zoosporas pierden los
flagelos y germina, dando lugar a la formacion de la pipa infectiva, la cual al penetrar
directamente al tejido e invade los espacios intercelulares. En condiciones ambientales
favorables, esta etapa tiene una duracién aproximada de 48 horas (Jaimes Suaréz & Aranzazu
Hernandez, 2010).
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2.2.2.2 Sintomatologia

Pudricion de la mazorca: la mazorca negra, causada por especies de Phythopthora, inicia
sobre la superficie de la mazorca una mancha descolorida, sobre la que posteriormente se
desarrolla una lesion de color chocolate o negra con limites y bien definidos. En dos semanas,
estas empiezan a dispersar hasta alcanzar toda la superficie de la mazorca. Sobre las mazorcas
mayores a los tres meses de edad, las infecciones inician principalmente en la punta, o al final
del pedunculo que une a la mazorca. Los granos o almendras de las mazorcas enfermas
permanecen sin dafio por varios dias, después de iniciar la infeccion en la cascara. Esto
significa que la cosecha frecuente puede prevenir muchas pérdidas en la produccion (Jaimes
Suaréz & Aranzazu Hernandez, 2010).

Las infecciones ecuatoriales estan usualmente asociadas con el dafio por heridas de la
superficie de la mazorca, en ella se involucra la pudricion total del tejido carnoso como
también la pulpa y las semillas. Los frutos cercanos a la madures fisioldgica, con semillas no
muy grandes y sin contacto cercano con la cascara no presentan infeccion y pueden ser

cosechados y fermentados (Jaimes Suaréz & Aranzazu Hernandez, 2010).

El patdgeno aparece sobre la superficie de la mazorca como una pelusa blanquisima, sobre la
que se forma la masa de Esporangios. La mazorca finalmente se ennegrece y marchita y es

colonizada por hongos secundarios (McMahon y Purwantara, 2004).

Canceres: el cancer en el tallo se caracteriza por el desarrollo del area necrética marron en la
corteza, alrededor del tronco. Cuando se rasca la superficie de la corteza afectada, el tejido
expuesto se torna de acuoso a pegajoso y de un color opaco de gris parduzco a un color rojizo
claro. La necrosis no se extiende mas alla de la capa del cadmium. En el caso de un cancer
grande, éste puede rodear en circulo de tronco, causando la muerte subita del arbol
(McMahon y Purwantara, 2004).

2.2.2.3 Ciclo de vida

Phytophthora palmivora tiene cuatro tipos de esporas que pueden causar infeccion directa o
indirectamente: esporangios, zoosporas, clamidosporas y oosporas. Los esporangios son
producidos sobre frutas infectadas, hojas, tallos y raices, son capaces de germinar
directamente sobre la superficie de la planta o en el suelo, ellos también pueden germinar para
producir pequefias zoosporas que nadan en el agua entre los espacios del suelo o sobre la

superficie de la planta en la pelicula de agua liquida hasta que eventualmente entran en la

12



planta. Los esporangios y zoosporas pueden ser diseminados por el salpique provocado por la

lluvia, en aerosoles arrastrada por el viento y el agua del suelo.

Delgadas paredes rodeando las clamidosporas son producidas por el micelio en forma aislada;
ellas germinan bajo ciertas condiciones y forman esporangios. Oosporas son formadas cuando
en el acoplamiento estan presentes dos tipos de estructuras especializadas Ilamados anteridios
y oogonio de compatibilidad complementaria Al y A2, esta es la fase sexual que potencia la
capacidad patogénica de este organismo, porque produce un descendiente genéticamente
diferente, el cual podria ser capaz de vencer la resistencia del hospedero. EI Oomicete
Phytophthora como paréasito facultativo necesita una planta hospedera para vivir mejor, por lo
tanto, clamidosporas y oosporas son estructuras de supervivencia importantes, ellas son
capaces de vivir en el suelo o en el rastrojo en ausencia de plantas (Cruz Choque, Poma, &
Cadena, 2017).

2.2.3 Escoba de bruja del cacao (Moniliophthora perniciosa Stahel (Marin, 2000)

La escoba de bruja del cacao es una enfermedad endémica, originaria del valle alto del
amazonas. La enfermedad fue registrada por primera vez en 1785 con el nombre de lagarto
por el brasilefio Alexander Rodriguez, constituyendo posiblemente, el registro mas antiguo de
la enfermedad (Tovar, 1991) citado por(Cruz, 2007).

Causada por el hongo Moniliophthora perniciosa, cuya ubicacién taxonémica es la siguiente:
Reino: Hongos
Subreino: Dikarya
Division: Basidiomycota
Subdivision: Agaricomycotina
Clase: Agericomycetes
Orden: Agaricales
Familia: Marasmiaceae
Género: Moniliophthora

Especie: perniciosa
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2.2.3.1 Epidemiologia

El patosistema cacao — Moniliophthora perniciosa es dependiente y limitado por la humedad
atmosfeérica (lluvia, niebla, rocio y humedad relativa). La presencia o ausencia de cualquiera
de las condiciones ambientales afecta la fenologia del hospedero, la produccion de
basidiocarpos, la liberacion de basidiosporas, la dispersion, infeccion y la sincronia entre estos

eventos.

La temperatura segin da la tasa de desarrollo de la enfermedad, pero rara vez es un factor
limitante de su desarrollo; esta juega un papel importante en: a) el secado de las escobas, por
ende promueve la produccion de basidiocarpos; b) la evapotranspiracion, la cual induce estrés
por humedad y asfixia de los tejidos del hospedero, por ende incrementa el nimero y
sincronia de los sitios de infeccion; y ¢) la formacion de socio sobre el hospedero susceptible
proveen la humedad requerida para la germinacién de las basidiosporas y la subsecuente
infeccion (Purdy y Schmidt, 1996) mencionado por (Jaimes Suaréz & Aranzazu Hernandez,
2010).

Los basidiocarpos se forman sobre tejido necrética del dosel y tronco del cacao. La fuente
mas importante de estas estructuras son las escobas vegetativas necrotica en el dosel del arbol,
escobas podadas o caidas descubiertas por el lecho de un mulch sobre el suelo, sobre cojines
florales y mazorcas enfermas en el arbol o el suelo. Mientras que las escobas del dosel son la
fuente méas importante de basidiocarpos, otras fuentes pueden tenga significancia
epidemioldgica dependiendo del edad del arbol, los factores climaticos y las préacticas
fitosanitarias (Purdy y Schmidt, 1996) mencionado por (Jaimes Suaréz & Aranzazu
Hernandez, 2010).

Los basidiocarpos son producidos por Moniliophthora perniciosa en respuesta tanto a la
humedad como a la sequia. Durante periodos secos prolongados los basidiocarpos son pocos,
mientras que en periodos con amplia presencia de lluvias, se presentan durante todo el afio. En
campo, los basidiocarpos aparecen sobre las escobas a las cuatro u ocho semanas de lluvia
continua, pero también pueden aparecer antes dependiendo de la edad, la localizacion de la

escoba y el clima.

Las escobas vegetativas pueden producir docenas o cientos de basidiocarpos, y cada uno de
ellos puede producir desde cientos a miles de basidiosporas durante su periodo de viabilidad,
las que son dispersadas por el viento y la lluvia. Las basidiosporas son liberadas en
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abundancia entre las ocho pm y siete am, cuando la humedad es alta y la temperatura baja. La
temperatura éptima para la liberacion de las esporas es de 20° a 25° centigrados, pero los
basidiocarpos liberan Oosporas entre 10° 30° entre 2 - 8 dias. Cuando las esporas son
abundantes, el in6culo es un factor limitante de la epidemia, esto durante periodos secos
prolongados (Purdy y Schmidt, 1996) mencionado por (Jaimes Suaréz & Aranzazu
Hernandez, 2010).

2.2.3.2 Sintomatologia

Primario: hipertrofia en la base del hipocotilo. El desarrollo radicular de las plantas infectadas
es muy escaso en relacion con las plantas sanas. Secundarios: tristeza, clorosis y secamiento
foliar. Sintomas en yemas de plantulas consistentes en hipertrofia del brote principal y el
desarrollo de yemas axilares, también hipertrofia dos, proliferacion, agrandamiento y
persistencia de las estipulas en el &pice de las yemas, base del peciolo de las hojas
hipertrofiado. Sintomas en las yemas terminales de los arboles, escoba latigo, necrosis de
yema y ramas atrofiadas, escoba vegetativa de cojines florales y proliferacion de flores y
frutos chirimoyas, y frutos zanahoria (Marin, 2000) mencionado por (Cruz Choque et al.,
2017).

2.2.3.3 Ciclo de vida

Las basidiosporas que se producen en los basidiocarpos se diseminan sobre tejido
susceptibles, la penetracion ocurre a través de los estomas en un periodo de dos horas. La
infeccion de brotes causa sintomas de escobas vegetativas presentandose variacion en los
periodos de incubacion de acuerdo al periodo de la yema o el botdon. La infeccion en
inflorescencias puede afectar en flores individuales, si avanza, puede destruir todo el cojin

floral. El patdgeno es un hongo hemi unbiotrépico que se presentan dos formas:

a) Parasitico, creciendo intercelularmente caracterizado por un grueso micelio.
b) Saprofitico, con micelio delgado (multi nuclear) donde se producen basidiocarpos, el

micelio se reportan como morfoldgicamente variable.

Se determind que el micelio del hongo invade a lo largo de escobas maduras (Cruz, 2007).
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2.3 Trichoderma Persoon, Fries
Importancia

El género Trichoderma fue descrito por Persoon en 1974, posteriormente, Rifai hizo el primer
agrupamiento en especies de agregadas que es utilizada hasta el presente, a pesar de las
dificultades que se presentan para la identificacion de especies por este método, debido a la
cercania morfoldgica y la evolucién de las mismas. Son hongos sapréfitos del suelo y la
madera, de crecimiento muy rapido. Las especies de este género se encuentran ampliamente
distribuidas por todas las latitudes y se presenta naturalmente en diferentes ambientes,
especialmente en aquellos que contienen materia orgdnica o desechos vegetales en

descomposicion.

La accidon de Trichoderma como micd parasito natural se demostré por Weindling en 1932 y
su utilizacidon en experimentos de control bioldgico se implementé a partir de 1970, cuando se
incrementaron los estudios de campo para su uso en cultivos de hortalizas y ornamentales. No
obstante, la informacion sobre su empleo en la produccion agricola es insuficiente y dispersa
(Martinez, I, & Ii, 2013).

Los hongos del genero Trichoderma son activos contra una amplia gama de patogenos foliares
y del suelo econdmicamente importantes, y se utilizan exitosamente como bioplaguicidas en

aplicaciones tanto en casas de cultivo como campo (Gonzélez et al., 2011).

Las especies pertenecientes al género Trichoderma se caracterizan por ser hongos saprofitos,
que sobreviven en suelos con diferentes cantidades de materia organica, los cuales son
capaces de descomponerla y en determinadas condiciones pueden ser anaerdbicos
facultativos, lo que les permite mostrar una mayor plasticidad ecoldgica. Las especies de
Trichoderma se encuentran presentes en todas las latitudes desde las zonas Polares hasta la
Ecuatorial. Esta distribucion para amplia y su plasticidad ecoldgica estan estrechamente
relacionadas con la alta capacidad enzimatica que poseen para degradar sustratos, un
metabolismo versatil y resistencia a inhibidores microbianos (Infante, Martinez, Gonzales, &
Reyes, 2002).

El control de enfermedades fungicas y bacterianas de plantas no es el Unico uso que ha
recibido Trichoderma harziarum. También se han utilizado aislados de este hongo para
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controlar invertebrados patdgenos de la rizésfera de la planta como los nematodos (Sahebani
y Hadavi, 2008) y plagas foliares como los afidos (Ganassi et.al.., 2000). Trichoderma
harziarum también se ha empleado como promotor de crecimiento vegetal. Algunos
investigadores han sugerido que estos aislados producen compuestos que actian como
hormonas de crecimiento en la planta, mejorando de este modo la nutricion y, por tanto, el

crecimiento de la planta (Bailey y Lumsden, 1998).

El género Trichoderma es un excelente modelo para ser estudiado debido a su féacil
aislamiento y cultivo, rapido desarrollo en varios sustratos y por su condicién de controlador
bioldgico de una amplia gama de fitopatdgenos. Trichoderma se ubica taxondmicamente

segun Villegas mencionado por (Infante et al., 2002) en:
Reino: Fungi
Subreino: Dikarya
Divisién: Ascomycota
Subdivision: Pezizomycotina
Clase: Sordariomycetes
Subclase: Hypocreomycetidae
Orden: Hypocreales
Familia: Hypocreaceae
Género: Trichoderma Persoon, Fries
En la actualidad se han definido 256 especies de este género (Bissett et al., 2015)
2.3.1 Epidemiologia de Trichoderma

La mayoria de las colonias de Trichoderma en su inicio tienen color blanco, que se tornan
verde oscuro a amarillo, con esporulacion densa. EI micelio es ralo en su mayoria y vista al
microscopio es fino, los conidiosforos son ramificados, parecen un arbol pequefio. Los
mismos se presentan como penachos compactados que forman agregados un sistema de
ramas irregular de manera piramidal. Estos terminan en fialides donde se forman las esporas
asexuales o conidios, de gran importancia para la identificacion taxonomica a nivel de

especies. Los conidios aseguran las generaciones del hongo durante gran parte del periodo
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vegetativo de las plantas. Son haploides y su pared estd compuesta por quitina y glucanos.
Ademas de los conidioforos, esta se pueden producir sobre fialides que emergen directamente
del micelio (Infante et al., 2002).

La mayoria de las especies de Trichoderma presentan clamidosporas, las cuales pueden ser
intercalares y en ocasiones terminales. Las clamidosporas toleran condiciones ambientales
adversas, son estructuras de sobrevivencia y permiten que el hongo pueda perdurar a través
del tiempo. No obstante, las conidias de esporas recién formadas presentan méas del 75% de
germinacién, bajo condiciones dptimas de humedad (mayor a 75 %) y temperatura entre los
28 a 30 °C. Debido a esto se dice, que las especies de Trichoderma producen tres tipos de

propagulos: hifas, clamidosporas y conidios (Infante et al., 2002).
2.3.2 Ciclo de vida

Las especies de Trichoderma se caracterizan por presentar un rapido crecimiento, poseer una
gran capacidad de esporulacion y de adaptacion a un amplio rango de suelos agricolas. Los
aislados de Trichoderma son sensibles a diferentes condiciones abidticas medioambientales,
temperatura, humedad y nutrientes, si bien su gran adaptabilidad les permite sobrevivir en
gran cantidad de habitats. Estos hongos compiten bien en la rizésfera de la planta, como
enddfitos, siendo capaces de colonizar completamente la superficie radicular. Ademas,
penetran en el tejido de la raiz, normalmente hasta la primera o segunda capa de células y s6lo

los espacios intercelulares (Brotman et.al., 2010).

La relacién entre la temperatura y el desarrollo de Trichoderma, al parecer depende de la
especie y del propio aislamiento. Se conoce que Trichoderma pseudokoningii y Trichoderma
satumisporum toleran de 40 a 41 °C, las especies Trichoderma koningii y Trichoderma
hamatum 35 °C, Trichoderma viride y Trichoderma polysporum 31°C, mientras que

Trichoderma harziarum hasta 38 °C (Martinez et al., 2013).

La luz y su espectro influyen en el desarrollo de Trichoderma, fundamentalmente sobre la
esporulacion. Las colonias del hongo que se desarrollaron bajo condiciones de luz alterna
fueron blancas y algodonosas al inicio y después concéntricas, alternando una banda delgada
hialina con otra ancha de color verde oscuro, mientras que bajo la luz continua fueron

uniformemente de color verde oscuro.
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2.3.3 Mecanismos de accion de Trichoderma

En la accion biocontroladora de Trichoderma se han descrito en diferentes mecanismos de
accion que regulan el desarrollo de los hongos fitopatdgenos. Entre estos, los principales son
la competencia por el espacio y nutrientes, el micoparasitismo y la antibiosis, los que tiene
una accion directa frente el hongo fitopatogeno (Leal el, 2000) citado por (Infante et al.,
2002).

Ademas, se conoce que Trichoderma presenta otros mecanismos, cuya accién bio-reguladora
de forma indirecta. Entre estos se pueden mencionar los que incitan o inducen mecanismos
de defensa fisiologicos y bioguimicos como es la activacion en una planta de compuestos
relacionados con la resistencia, con la detoxificacion de toxinas excretadas por patégenos y la
desactivaciéon de encinas durante el proceso de infeccion; la solubilizacion de elementos
nutritivos, que en su forma original no son accesibles para las plantas. Tienen la capacidad
ademas, de crear un ambiente favorable al desarrollo radical lo que aumenta la tolerancia de la

planta al estrés (Infante et al., 2002).
2.3.3.1 Competencia

La competencia constituye un organismo de antagonismo muy importante. Se define como el
comportamiento desigual de dos 0 mas organismos ante un mismo seguimiento (sustrato,
nutrientes), siempre y cuando la utilizacion de este fue uno de los organismos que redujo la
cantidad o espacio disponible para los demés. Este tipo de antagonismo se ve favorecido por
las caracteristicas del agente de control bioldgico como la plasticidad ecoldgica, velocidad de
crecimiento, desarrollo y resistencia a fungicidas; y por factores externos como el tipo de
suelo, pH, temperatura y humedad (Ahmad y Baker, 1987; Klein y Eveleigh, 1998)
mencionado por (Mufioz Gonzales, 2015).

La presencia de Trichoderma en suelos agricolas y naturales en todo el mundo, es una
evidencia de que es un excelente competidor por espacio y recursos nutricionales, y de su
plasticidad ecoldgica. La competencia por nutrientes de Trichoderma es principalmente por
carbono, nitrato y hierro. De forma General, entre las cualidades que favorecen la
competencia de este antagonismo se encuentran, la alta velocidad de crecimiento que posee
gran parte de sus aislamientos y la secrecion de metabolitos de diferente naturaleza, que

frenan o eliminan a los competidores en el microambiente. Este modo de accion influye el
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bloquear el paso al patdgeno y resulta importante para la diseminacion del antagonista
(Martinez et al., 2013).

2.3.3.2 Micoparasitismo

El micoparasitismo es definido como una simbiosis antagonica entre organismos, en el que
generalmente estan implicadas enzimas extracelulares tales como quitinasas, célulasas, y que
se corresponden con la composicion y estructura de las paredes celulares de los hongos

parasitados (Infante et al., 2002).

El primer paso del micoparasitismo, consiste en que Trichoderma detecta el hongo hospedero
(patdgeno) y crece hacia él; la teledeteccion es al menos parcialmente debido al expresion
secuencial de encinas degradadoras de pared celular en su mayoria quitinazas, glucanasas y
proteasas (Harman et al., 2004) enseguida ocurre una difusion de estas enzimas asi como la
liberacion de oligdmeros de la pared celular del hongo hospedero y esos a sus vecinos en la
expresion de endoquitinazas fungitoxicas que se difunden y comienzan el ataque contra el

hongo de destino antes de que realmente se haga contacto (Mufioz Gonzales, 2015).

Diferentes interacciones hifales estan involucradas en el micoparasitismo, tales como:
enrollamiento, penetracion, vacuolizacion, granulacién, coagulacién, desintegracion vy lisis.
En el parasitismo a nivel microscdpico no todas estas interacciones son siempre observadas,
pues al parecer dependen del aislamiento de Trichoderma, del patégeno y de las condiciones
del medio ambiente (Martinez et al., 2013).

2.3.3.3 Antibiosis

La antibiosis es la accion directa de los antibioticos o metabolitos tdxicos producidos por un
microorganismo sobre otro sensible a estos. Algunos autores opinan que la antibiosis no debe
de ser el principal mecanismo de accion de un antagonista, ya que existe el riesgo de la
aparicion de cepas del patdgeno resistentes al antibidtico. En la practica uno de los

antecedentes ha sido el caso de la aparicion de cepas de Agrobacterium radiobacter

Beijerinck y Van Del-den (Campbell R, 1989).

Trichoderma spp. es una fuente rica de metabolitos secundarios volatiles y no volatiles,
generalmente los metabolitos volatiles inhiben el crecimiento de otros hongos sin hacer
contacto fisico, por ejemplo se ha detectado, una lactona volatil con aroma a coco,

probablemente 6 pentil-a-pirona (6PAP) que inhibe el crecimiento de Phytophthora
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nicotianae. Este metabolito volatil causo a nivel celular vacuolacién, granulacién,
coagulacion, desintegracion vy lisis. La 6 pentil-a-pirona (6PAP) producido por Trichoderma
spp., inhibe el crecimiento micelial de F. oxysporum y F. subglutinans y reduce su capacidad
reproductiva (Hernandez et al., 2011; Michel et al., 2004; Osorio et al., 2011; Stefanova et al.,
2009) citado por (Mufioz Gonzales, 2015).

2.3.3.4 Actividad litica

La lisis es el mecanismo en el cual intervienen las enzimas hidroliticas producidas por los
microorganismos antagonistas como factores biocontroladores. Se ha observado que
Trichoderma spp, produce celulasas, glucanasas y quitinasas que degradan “in vitro”la
celulosa de las paredes celulares de microorganismos oomycetes y la quitina B-1,3 glucanos
de las paredes celulares de microorganismos Deuteromicetes (Elad et al., 1982) mencionado
por (Tovar Castafio, 2008).

Desde un punto de vista practico se ha encontrado que los aislamientos de Trichoderma
eficaces en el control de patdgenos vegetales son capaces de producir glucanasas, quitinasas y

proteasas (Mufioz Gonzales, 2015).
2.3.3.5 Resistencia

Estudios recientes a niveles celular y molecular demostraron que algunas cepas de
Trichoderma pueden activar un mecanismo nativo de defensa de las plantas, conocido como
Induccion de Resistencia Sistémica (IRS). Esto supone que puedan controlar a patégenos
distantes del lugar donde se encuentran fisicamente el antagonista. Prueba de ello, fue que la
colonizacion de las raices de pepino con T. asperellum, indujo resistencia a Pseudomonas

syringae pv. lachrymans (Martinez, Barrios, Rovesti, & Santos, 2006).
2.3.3.6 Competencia por Nutrientes

La inanicion es la causa mas comun de muerte para microorganismos, la competencia por
nutrientes limitantes, resulta en un control biolégico de hongos fitopatdgenos, antagonistas y

mico paréasitos segun Chet et al., 1997 mencionado por (Tovar Castafio, 2008).

Ciertas especies de Trichoderma se han manipulado, para hacerlas mas competitivas en la
rizosfera, 1o que ha sido observado en mutantes — UV y por fusién de protoplasmas de
Trichoderma harziarum. Estas cepas han mostrado una mejor capacidad de biocontrol en

comparacion con cepas del tipo silvestre o cepas padres (Guazzone et al., 2010).
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CAPITULO 11

3.1 Localizacion
3.1.1 Aspectos generales

El trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia de la Estacion Experimental de
Sapecho (E.E.S.) y el laboratorio de Fitopatologia en La Paz , dependientes de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Mayor de San Andrés, Sapecho se ubica al Norte del
departamento de La Paz, en la region de Alto Beni (PDM, 2014).

3.1.2 Ubicacién geografica

La Estacion Experimental se encuentra en el area Il de la region de Alto Beni de la provincia
Sud Yungas localidad de Sapecho a 15°33” Latitud Sur y 67° 20’ Longitud Oeste, a 270 km
del departamento de La Paz y a una altitud de 400 msnm (SENAMHI, 2018).

3.1.3 Caracteristicas climaticas
3.1.3.1 Clima

El clima que presenta la zona, es tropical y subtropical, no obstante, es necesario mencionar
que las precipitaciones pluviales y vientos, cambian el clima; las altitudes oscilan desde 1,900
m.s.n.m. como la mé&xima elevacion y 405 m.s.n.m., como la minima altitud en las terrazas
aluviales y lugares de planicie. La precipitacion pluvial anual varia desde 1000 — 2500 mm y
la evaporizacion por transpiracion real se calcula entre 800 a 1200mm (SENAMI, 2018).

3.1.3.2 Temperatura

La temperatura media anual es de aproximada 25.8 °C en promedio, en el mes de septiembre
y los meses mas calurosos se registran de octubre a diciembre con temperaturas maximas en
promedio de 30,89 °C, mientras que los meses mas frios se registran de mayo a julio con
temperaturas mininas de 19,22°C en promedio (PDM, 2014).

3.1.4 Flora

Se clasifican las zonas agroecoldgicas, identificando los tipos de vegetacion que se presentan
en las diferentes areas, en funcion a los pisos altitudinales existentes, la flora es heterogénea y
mixta, con especies de arboles y arbustos, que se mantienen siempre verdes, donde se han
determinado dos zonas boscosas:

Bosque hiumedo montafioso.
Bosque nublado perhtimedo.

En la zona se nota la existencia de plantas medicinales y aromaticas, sirviendo como una
fuente de generacion de recursos economicos para los pobladores de las zonas y para las
personas con cualidades de medicina natural (PDM, 2014).
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Figura 1. Ubicacion Geografica
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3.1.5 Fauna

La fauna en la region es variada, se cuenta con algunas especies de mamiferos, entre los que
destacan el jaguar (Panthera onca), el marimono (Ateles paniscus), el pejichi (Priodontes
maximus), el manechi (Alouatta seniculus), el pato negro (Cairina moschata), la peta de rio
(Podocnemis unifilis), el caiman negro (Melanosuchus niger) y una rara especie del jucumari
(Tremarctus ornatus) (PDM, 2014).
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3.1.6 Suelos

Los suelos son variados y cambian bruscamente de acuerdo a la topografia, en las partes altas
se encuentran suelos rocosos superficiales con poca retencion de humedad; en las laderas,
valles, pie de monte y llanura existen suelos diversos de textura liviana, mediana y pesada
(PDM, 2014).

Asi también, presentan una variacion quimica de reaccion ligeramente acidos, neutros a
ligeramente alcalina. Tienen moderada capacidad de intercambio de cationes y alta saturacion
de bases. La fertilidad natural es muy variable, pero se puede generalizar que tienen fertilidad
moderada, con moderada presencia de potasio y fosforo y baja presencia de nitrégeno, con pH
que varia de ligera a moderadamente alcalinos (PH =6,3-7,8).

3.2 Materiales y métodos
3.2.1 Microorganismos

Se utiliz6 dos aislamientos de Trichoderma el cual fue suministrado por el cepario del
Departamento de Sanidad Vegetal de la Universidad — Estacién Experimental de Sapecho, y
un aislamiento procedente de aislamientos de cepas foraneas de Colombia.

Para las pruebas de antagonismo se evaluaron aislamientos del patégeno Moniliophthora
roreri suministrados por el laboratorio de Sanidad Vegetal de la Universidad Mayor de San
Andrés, Facultad de Agronomia de la Estacion Experimental de Sapecho.

3.2.2 Material vegetal

Para el desarrollo de las pruebas de antagonismo “in vivo” se utilizaran cultivares de Cacao
(Theobroma cacao) altamente susceptibles a los agentes patdgenos Moniliophthora roreri, los
cuales fueron debidamente identificados por el Ing. Casto Maldonado dentro de la Estacion
Experimental de Sapecho de la Universidad Mayor de San Andrés.

3.2.3 Elaboracién del banco de trabajo de aislamientos de Trichoderma spp

Con el fin de determinar la estabilidad de las cepas durante el estudio y el mantenimiento de
las condiciones iniciales, se realizd un banco de trabajo a partir de 2 aislamientos de
Trichoderma que se encuentran conservados. A partir de los aislamientos, se realizaron
repiques sobre agar papa dextrosa (PDA).

De cada uno de los aislamientos se prepar6 una suspension con una concentracion igual a 108
esporas/ml, en un volumen final de 10ml en PBS. Esta suspension se utilizd posteriormente
como in6culo 10% para la fermentacion discontinua de 24-48 horas, 100 rpm, y una
temperatura de 25°C en medio papa dextrosa agar, en un volumen efectivo de trabajo de 50
ml.

La evaluacion del crecimiento, viabilidad y evaluaciéon de cada una de las cepas, se realizé
mediante cultivo en placa, tincion con azul de lacto fenol y microcultivo.
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3.2.4 Preparacion del inoculo de aislamientos de Trichoderma.

Para evaluar el crecimiento libre de cada uno de los 3 aislamientos del antagonista, a partir de
los aislamientos crecidos en tubos de vidrio, se realizd un repique en cajas de PDA hasta
obtener un crecimiento radial de 90mm aproximadamente. Posteriormente se tomaron discos
de 0.5cm de diametro de zonas de crecimiento similares y seran sembradas sobre PDA
(Cundom, el al, 2003).

Para cada cepa de Trichoderma en estudio se tomaron por triplicado datos sobre el
crecimiento radial en mm a las 24, 48, 60y 72h.

3.2.5 Preparacion del indculo de Moniliophthora roreri

Para la preparacion del in6culo de Moniliophthora roreri se tuvieron en cuenta su crecimiento
en agar papa dextrosa durante 7 dias. EI micelio del hongo se resuspendié en agua destilada
esterilizada, hasta obtener 103 UFC/ml en PDA.

3.2.6 Prueba de antagonismo in-vitro

Previo al enfrentamiento del patégeno y el antagonista Trichoderma spp, se evalud el
crecimiento libre en el centro de la caja de Petri con agar PDA del patdgenos Moniliophthora
roreri y los dos aislamientos del antagonista Trichoderma spp. Se inocul6 por triplicado en
cada caso equidistante dos partes de Trichoderma y otras dos de Moniliopthera.

3.2.6.1 Elaboracion de la prueba de antagonismo

Para determinar la capacidad antagonista de los diferentes aislamientos de Trichoderma, sobre
el patdgeno Moniliopthera roreri, se aplico un disefio completamente al azar, con tres
repeticiones. La unidad experimental correspondié a una caja de Petri con agar PDA.

Para las pruebas de enfrentamiento se tomaran discos de 0,5cm de didmetro obtenidos a partir
de propagulos del patdgeno (crecimiento libre) y se sembraron en la superficie de las cajas de
Petri con PDA, a un centimetro del borde de la caja (Cundom, et al., 2003).

Este procedimiento se realizd por triplicado. Después de 24 horas de incubacién a una
temperatura de 28°C el patdgeno Moniliophthora roreri fue sembrado a 1cm del borde de la
caja 'y en oposicion un disco de 0,5cm de diametro del antagonista (Cundom, et al., 2003).

3.2.6.2 Medicion del ritmo de crecimiento del hongo

Primero se dibujé sobre el envés de la placa una cruz marcando el centro, luego se marca los
cuatro radios con una letra. Se inocula el hongo, se incuba hasta observar avance definitivo
del hongo y se marcd el punto de avance sobre los cuatro radios marcados en la placa, esto se
hizo cada vez que se realizd la medicion del incremento del hongo en crecimiento. El ritmo
promedio de crecimiento se calcula dividiendo el incremento total por el tiempo (French,
1980).
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Figura 2. Fondo de una placa con las marcas realizadas para observaciones de crecimiento

b

3.2.6.3 Evaluacion de la capacidad antagonista “in vitro”

En la prueba cuantitativa se empled la evaluacion del potencial inhibitorio micelial. Se
calcularon los valores para el porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial (PICM) segun
la formula:

Mb - Ma
PICM = *100
Mb

Donde:
Ma = Micelio del fitopatdgeno inhibido
Mb = Micelio del fitopatdégeno con crecimiento libre

En la prueba cualitativa se compararon las cepas teniendo en cuenta la capacidad antagonica,

de acuerdo con la escala propuesta por BELL y colaboradores citado por Pérez (2004),
mencionado por (Suarez & Cabrales, 2008).
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Cuadro 1: Escala propuesta por Bell y colaboradores

Nivel de
antagonismo

CUALIFICACION

1

El antagonista crece totalmente sobre el
fitopatogeno.

El antagonista crece sobre las 2/3 partes de la
caja de cultivo, inhibiendo el crecimiento y
desarrollo del fitopatdgeno.

El antagonista y el fitopatdgeno ocupan
espacios iguales en la caja de -cultivo,
observandose que no hay competencia entre
ellos.

El fitopatdgeno crece sobre las 2/3 partes de
la caja de cultivo, inhibiendo el crecimiento y
desarrollo del antagonista.

El fitopatdgeno crece totalmente sobre el
antagonista.

3.2.7 Prueba de antagonismo in-vivo

Esta prueba se llevara a cabo bajo condiciones de campo en donde se identificaran cultivares
susceptibles al ataque de Moniliophthora roreri los cuales seran marbeteados. Se utilizara el

mejor aislamiento Trichoderma en la prueba dual y se pondra testigos para su evaluacion.

3.2.7.1 Incubacion del sustrato

Las bolsas inoculadas son llevadas a la sala de germinacion la cual tiene una temperatura de
24 °C a 27 °C, incubandose en oscuridad los primeros 3 dias para favorecer el desarrollo del
micelio. Al segundo dia de incubacidn, las bolsas son agitadas suavemente para favorecer la

oxigenacién de todo el sustrato y son dejadas de 5 a 8 dias hasta completar la esporulacion.

3.2.8 Tratamientos

Para la aplicacion de los diferentes tratamientos, se usaran las mochilas aspersores con motor
de 20 litros, para no tener ningun efecto entre los tratamientos, trabajamos con dos mochilas,
para el testigo (T1), para biolégico Trichoderma sp (T2, T3).

T1: Testigo (Aplicacion con agua)

T2: Dosis de esporas 300 gr 108

T3: Dosis de esporas 200 gr 107
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3.2.9 Aspersion foliar

Se prepararan las soluciones a aplicarse en la parcela adicionando un adherente (BIOL) para
mejorar la eficiencia de la Trichoderma, con la motoaspersora se procedio a la aplicacion en
el follaje y mazorcas de cacao a los tratamientos.

Dosis: 200 gramos de Trichoderma harzianum por 20 litros de agua.
Dosis: 300 gramos de Trichoderma harzianum por 20 litros de agua.
El tiempo de intervalo de la aplicacion serd de 15 dias, durante 3 meses.
3.2.10 Disefio experimental.

El disefio experimental empleado fue de blogues al azar propuesto por Calzada (1985), con
tres tratamientos y tres repeticiones, con diez y seis plantas como unidad experimental.

3.2.10.1 Modelo estadistico
Vil = Bt it ]
Donde:
vij = Una observacion cualquiera
u = Media poblacional
B j = Efecto del j - ésimo bloque
« i = Efecto del i - ésimo tratamiento
e ij = Error experimental

3.2.10.2 Unidad experimental

Se tendra en total 12 unidades experimentales, con tres tratamientos y cuatro repeticiones, la
parcela tendra 2.025 m2 (45 X 45 m).

Croquis del experimento

La unidad experimental estuvo constituida por una parcela bruta y una parcela neta. La
parcela bruta fue de 15 arboles, de los cuales se tomaron tres centrales y en ellos realizaron las
mediciones.
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Figura 3. Unidad experimental dentro el cultivo del cacao
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3.2.10.3 Variables de estudio

Con el fin de evaluar la capacidad antagonista del aislamiento mas eficiente de Trichoderma
en la prueba “in vitro” frente a Moniliophthora roreri en plantas de cacao, se tomaran cada 15
dias registros de:

Incidencia de la enfermedad (% plantas vivas).

Severidad de la enfermedad (% plantas enfermas).

Sintomas: Amarilla miento, marchitamiento, necrosis de tejidos.

Los tratamientos control corresponden a:

Control de infeccidn: Plantas con el patdgeno Moniliophthora roreri.
Control de crecimiento: Plantas sin patdgeno ni antagonista.

Control Trichoderma: Plantas con el aislamiento.

Con los valores obtenidos durante el estudio para las variables medibles se llevara a cabo un
analisis de varianza ANOVA y la comparacion entre los tratamientos mediante la prueba de
tukey, tanto para los analisis ““ in Vitro como para los “ in vivo “.
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CAPITULO IV
4.1 Resultadosy discusiones

4.1.2 Medicién del ritmo de crecimiento de dos cepas de Trichoderma y
Moniliophthora roreri

Una vez aisladas y refrescadas las cepas de Trichoderma harziarum, Trichoderma viride y
Moniliophthora roreri, se procedié a medir su ritmo de crecimiento bajo el método propuesto
por (French, 1980), sometiendo a un DCA para realizar las comparaciones entre los ritmos de

crecimiento realizandose la medicion cada 24 Hrs.
4.1.2.1 Ritmo de crecimiento a las 24 Hrs

Transcurridos 24 horas después de la estabilizacion se tomaron los primeros datos de

crecimiento obteniéndose el siguiente ANVA

Cuadro 2: Andlisis de varianza del crecimiento de los hongos en estudio a las 24 Hrs.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 5,12 2 2,56 71,62 <0,0001
Microorganismo 5,12 2 2,56 71,62 <0,0001
Error 0,54 15 0,04
Total 5,65 17

CV =19,46

El ANV A nos muestra que existen diferencias altamente significativas entre las Trichodermas
y  Moniliophthora, siendo esto atribuible a que las Trichodermas tienen entre sus
caracteristicas un crecimiento rapido de su micelio, en cambio el patégeno tiene un
crecimiento mas lento, sin embargo tenemos un elevado CV de 19,46 para una prueba de
laboratorio, esto se produjo debido a la dificultad para medir el area cubierta ya que estas eran

muy pequerias.

Al respecto Wardie et al mencionado por (Infante et al., 2002) indica que Trichoderma esta
bioldgicamente adaptado para una colonizacidn agresiva de los sustratos y en condiciones
adversas para sobrevivir, fundamentalmente en forma de clamidiosporas. la velocidad de
crecimiento, abundante esporulaciéon y la amplia gama de sustratos sobre los que puede
crecer, debido a la riqueza de enzimas que posee, hacen que sea muy eficiente como saproéfito

y alin mas como un agente de control biolégico.
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Figura 4. Comparacion de medias con la prueba DUNCAN a un nivel de 0.05 %
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La comparacion de medias nos muestra que las dos Trichodermas tienen una velocidad de
crecimiento muy rapida, siendo Trichoderma harziarum la més prolifica en relacion a
Trichoderma viride, dejando rezagado a Moniliophthora roreri precisamente por lo
mencionado anteriormente, aspecto que confirma la prueba DUNCAN en donde nos muestra

que estadisticamente todos los crecimientos son diferentes, variando entre 0,29 y 1,59 cm?.

Al respecto Tarra, Zulia, & Se, (2006) indican que se ha determinado que el tiempo de

incubacién de Moniliophthora roreri es de 10 dias a 28 °C en cdmara de incubacion.
4.1.2.2 Ritmo de crecimiento a las 96 Hrs

Transcurridos 4 dias de la inoculacion de los hongos, se realiz6 la toma de datos del
crecimiento de micelios de los hongos dentro del medio de cultivo PDA en condiciones “in

vitro”, obteniéndose el siguiente ANVA.

Cuadro 3: Andlisis de varianza del crecimiento de los hongos en estudio a las 96 Hrs.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 351,54 2 175,77 127,06 <0,0001
Microorganismo 351,54 2 175,77 127,06 <0,0001
Error 20,75 15 1,38
Total 372,29 17
Cv =09,77
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A las 96 horas el ANVA nos muestra una alta significancia entre los microorganismos,
mostrando estos un crecimiento constante y que corrobora a la primera medicion, como el
radio del micelio ya se encontraba méas grande se pudo realizar la medicion con mayor
facilidad dandonos una mejor exactitud, reflejandose esto en que el CV se redujo a 9,77
estando dentro de los rangos aceptados, lo que nos demuestra que el experimento esta

correctamente conducido.

Al respecto (Samuels, (1996) mencionado por Mayo (2017) indica que los hongos del género
Trichoderma crecen rapidamente a una temperatura de 25 y 30 ° C, y reducen su velocidad
conforme aumenta la temperatura, deteniendo su desarrollo a partir de los 35 ° C. Las colonias
cuando estan en un medio papa-dextrosa-agar (PDA) el micelio es de una tonalidad blanca
pasados unos dias se vuelve de color amarillo o verde en sus distintas tonalidades o seguir con

sus tonalidades blanquecinas.

Figura 5. Comparacion de medias con la prueba DUNCAN

a un nivel de 0.05 % a los 96 dias
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La comparacion de medias realizada la prueba DUNCAN nos indica que estadisticamente
existen diferencias significativas entre todos los microorganismos evaluados, quedandose
rezagado Moniliophthora con 6.02 cm?, que se puede justificar que no es un hongo muy

agresivo en condiciones in vitro, sin embargo, para fines de nuestra investigacion se ha
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adaptado y logrado desarrollar en el medio PDA, si bien teniendo un crecimiento lento este

tiene un buen desarrollo dentro de la caja Petri.

Segin Enrique, Orlando, & Edgar, (2012), el crecimiento de M. roreri en medio PDA fue
muy lento, caracteristica que resulta una gran ventaja para la conservacion de las cepas, bajo
condiciones de laboratorio. La velocidad de crecimiento de los aislamientos fue de 2,8 mm

cada tres dias de incubacion.
4.1.2.3 Ritmo de crecimiento a las 192 Hrs

Transcurridos 192 Hrs (8 dias) de la inoculacion de los hongos se realiza la Gltima medicion
puesto que Trichoderma harziarum casi ha invadido toda la caja Petri, haciendo imposible

realizar mas comparaciones estadisticas, obteniéndose el siguiente ANVA.

Cuadro 4: Analisis de varianza del crecimiento de los hongos en estudio a las 192 Hrs.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 754,25 2 377,12 83,76 <0,0001
Microrganismo 754,25 2 377,12 83,76 <0,0001
Error 67,54 15 4,50
Total 821,78 17

Cv=1748

El cuadro de ANVA a las 192 horas nos indica que existe una alta significancia entre
microorganismos y el modelo, siendo estos relacionados con los anteriores analisis de
varianza, siendo en este caso el coeficiente de variacion de 7,48 que nos indica que el ensayo

ha sido conducido eficientemente.
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Figura 6. Comparacion de medias con la prueba DUNCAN

a un nivel de 0.05 % a los 192 dias
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Al octavo dia de evaluacién de crecimiento Trichoderma harziarum ha alcanzado casi a cubrir
la caja Petri alcanzando un valor de 35 cm?, seguido por Trichoderma viride el cual alcanzo
un promedio de crecimiento de 30 cm?, quedando Moniliophthora con un crecimiento de 19
cm?, asi mismo la prueba DUNCAN nos indica que todos los microorganismos son

estadisticamente diferentes.

Al respecto Howell, (2003) mencionado por Mayo, (2017) indica que la competencia por
nutrientes con el fitipatdgeno es otra interaccion habitual. Trichoderma es un excelente
competidor por espacio y recursos naturales ya que al encontrarse en una gran cantidad de
habitats posee mejores mecanismos de adaptacion al medio siendo asi un excelente agente de
biocontrol.

4.1.3 Velocidad de crecimiento de Trichodermas y los patégenos

Uno de los factores importantes es el conocer la velocidad de crecimiento que presentaron T.
harziarum, T. viride y M. roreri, la cual se obtuvo del crecimiento medio de las diferentes

repeticiones de donde se pudo extraer la siguiente grafica.
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Cuadro 5. Comparacion grafica de las medias de crecimiento de los microorganismos
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La grafica nos muestra que en el transcurso de los dias las dos Trichodermas presentan
crecimientos similares, sin embargo la cepa de Trichoderma harziarum al final de los ocho
dias tiene 5 cm? mas de crecimiento, en contraposicion Moniliophthora roreri por su
crecimiento lento se queda rezagado con 15 cm? con relacion al primero, lo que nos hace
notar que su avance dentro del cultivo dual también sera paulatino. Bajo estos parametros se

calcul6 la velocidad de crecimiento de los microorganismos analizados.

Cuadro 6. Velocidades medias encontradas de los microorganismos

Micoorganismo | Velocidad | Unidad
T. harziarum 5,00 mm/dia
T. viride 4,38 mm/dia
M. roreri 3,5 mm/dia

Fuente propia
4.1.3 Prueba dual entre Trichoderma harziarum vs Moniliophthora roreri
4.1.3.1 Ritmo de crecimiento de la prueba dual a las 48 Hrs.

A las 48 Hrs de iniciada la prueba dual se realiz6 una lectura de crecimiento de los hongos, la
cual nos arrojo el siguiente ANVA.
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Cuadro 7: Analisis de varianza del crecimiento de los hongos en cultivo Dual a las 48 Hrs

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 21,43 1 21,43 268,16 <0,0001
Microorganismo 21,43 1 21,43 268,16 <0,0001
Error 0,04 8 0,08
Total 22,07 9
CV =6.08

El ANVA nos muestra que el crecimiento tiene un ritmo regular evaluado en un principio,
mostrando una alta significancia entre los microorganismos y el modelo, con un coeficiente

de variacion de 6.08 adecuado para condiciones controladas de laboratorio.

Figura 7. Comparacion de crecimiento de la prueba dual con relacion a los testigos
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Realizada la prueba DUNCAN nos muestra que ambos hongos tienen una diferencia significativa en
cuanto a sus crecimientos, la comparacion del crecimiento con el testigo nos muestra que
Moniliophthera tiene un crecimiento regular, mientras que T. harziarum con relacion al testigo bajo su
crecimiento un poco mas de 1 cm?, lo que puede deberse al nuevo preparado de PDA en donde el
hongo patdgeno se adopté con mayor rapidez, sin embargo esta diferencia tambien puede deberse a la

medicion de areas dentro de las cajas Petri, no siendo significativa la misma.
4.1.3.2 Ritmo de crecimiento de la prueba dual a las 120 Hrs.

A las 120 Hrs, de la prueba dual se han registrado los datos de crecimiento de los hongos en

cultivo dual evaluados con un DCA, en donde los datos nos muestran el siguiente ANVA.
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Cuadro 8. Andlisis de varianza del crecimiento de los hongos en cultivo Dual a las 120 Hrs

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 336,98 1 336,98 1372,63 <0,0001
Microorganismo 336,98 1 336,98 1372,63 <0,0001
Error 1,96 8 0,25
Total 338,94 9
CV =355

El ANVA a los 120 Hrs muestra una diferencia altamente significativa entre los
microorganismos evaluados aspecto que se repite durante todo el ensayo por las velocidades
de crecimiento de ambos hongos, el coeficiente de variacion es 3,55 que nos muestra que el

experimento tiene una alta confiabilidad.

Figura 8. Comparacion de crecimiento de la prueba dual con relacion a los testigos a las 120
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En principio la grafica nos muestra que ambos hongos muestran ser diferentes
estadisticamente a la prueba DUNCAN, la comparacion con el testigo libre que T. harziarum
bajo el cultivo dual muestra un retraso considerable casi en 4 cm? aspecto que puede
justificarse indicando que en este punto ya se han encontrado ambos hongos y estan
compitiendo por el espacio y nutrientes, Trichoderma también est4 emitiendo en este punto
encinas que estan impidiendo el avance de Moniliophthora el que ha rebajado su crecimiento
con relacion al testigo libre en 1 cm? porque ya Trichoderma lo estd rodeando
paulatinamente, cabe mencionar también que en este punto Moniliophthora detuvo

completamente su crecimiento.
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Al respecto (Suarez, 2006) mencionado por (Enrique et al., 2012) indica que en condiciones
in vitro, ha sido posible identificar microorganismos con potencial para el biocontrol de las
enfermedades en el cultivo del cacao, lo anterior permite inferir que existe la posibilidad de

encontrar agentes que efectivamente controlen M. roreri bajo condiciones de campo.
4.1.3.3 Evaluacion de la capacidad antagonista “in vitro” entre T. harziarum y M. roreri

Entonces con los datos que se cuentan se aplicé la formula para evaluar la capacidad

antagonista en donde se tiene que:

En cultivo dual M. roreri ha crecido 8,16 cm?, comparado con un crecimiento libre donde ha
alcanzado 19.71 cm?, entonces para fines de calculo se estima que no pudo crecer 11,55 cm?,

con estos datos se aplica la férmula:

Mb - Ma
PICM = *100
Mb
Donde:
Ma = Micelio del fitopatgeno inhibido
Mb = Micelio del fitopatdgeno con crecimiento libre
Entonces:

19.71 - 11.55
PICM = *100
19.71

PICM = 58.60 %

Entonces el porcentaje de inhibicion de crecimiento de micelio es 58.60 % lo que equivale a
11.55 cm?, el cual fue inhibido por la presencia de Trichoderma que por su mayor virulencia y
rapido crecimiento evita que el patdgeno pueda seguir avanzando dentro del medio de cultivo,
este fendbmeno también deberia ocurrir en condiciones naturales evitando el avance y

esporulacion de M. roreri, deteniendo de esta manera el ciclo patogénico de la enfermedad.
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Por otra parte, se confirm6 en posteriores dias que T. harziarum logra invadir totalmente el
micelio de M. roreri ocupando todo el espacio dentro de la caja Petri, de esta manera segun la

escala de Bell se lo clasifica en un nivel de antagonismo de 1.

Al respecto (Corréa et al., 2007) indica que los resultados de la actividad antagonica de las
cepas de Trichoderma por el método de cultivo dual todas las cepas inhibieron el crecimiento
del hongo patdgeno, en la proporcion de 18.97 hasta 44.12 % comparado con el crecimiento
del testigo, presentaron actividad antagbnica y parasitica mas elevada, al mostrar una

colonizacion total sobre S. rolfsii a las 120 hrs.
4.1.4 Prueba dual entre Trichoderma viride vs Moniliophthora roreri
4.1.4.1 Ritmo de crecimiento de la prueba dual a las 48 Hrs.

Establecido el cultivo dual con Trichoderma viride y M. roreri, se ha realizado la medicion
del crecimiento micelial de ambos hongos a las 48 Hrs y realizado un ANVA que se presenta

a continuacion.

Cuadro 9. Analisis de varianza del crecimiento de los hongos en cultivo Dual a las 48 Hrs

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 8,17 1 8,17 83,38 <0,0001
Microorganismo 8,17 1 8,17 83,38 <0,0001
Error 0,78 8 0,10
Total 8,96 9
CV =7.66

El ANVA nos muestra que existe una diferencia altamente significativa entre
microorganismos y el modelo, el coeficiente de variacion tiene un valor de 7.66 que nos

muestra que el experimento fue correctamente conducido.
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Figura 9. Comparacion de crecimiento de la prueba dual con relacion a los testigos a las 48
Hrs
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La prueba DUNCAN nos muestra que existen diferencias significativas entre los dos hongos,
realizada la comparacion con los testigos libres se puede apreciar que ambos crecimientos
estan correlacionados estando muy cerca uno del otro lo que nos indica que estan creciendo a
un ritmo similar a su crecimiento libre.

4.1.4.2 Ritmo de crecimiento de la prueba dual a las 144 Hrs.

A los seis dias de la prueba dual se realiz6 la ultima medicion del area de crecimiento de los

hongos, sometiéndolos luego a un DCA en donde nos muestra los siguientes resultados.

Cuadro 10. Analisis de varianza del crecimiento de los hongos en cultivo Dual a las 144 Hrs

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 162,49 1 162,49 114,14 <0,0001
Microorganismo 162,49 1 162,49 114,14 <0,0001
Error 11,39 8 1,42
Total 173,88 9

Cv=_8.28

El ANVA nos refleja como en los anteriores casos diferencias altamente significativas en el
crecimiento de ambos hongos evaluados, asi mismo el coeficiente de variacion esta en el

rango de 8.28 que nos indica que los datos son confiables.
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Figura 10. Comparacion de crecimiento de la prueba dual con relacion a los testigos a las 144
Hrs.
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La prueba DUNCAN nos muestra diferencia significativa entre tratamientos lo que se expresa
en la gréafica, realizando la comparacién con el testigo libre encontramos en este punto que
ambos han rebajado su nivel de crecimiento a los seis dias aproximadamente en 2 cm?, lo cual
pudo deberse a que ambos micelios se encontraron en este punto, rodeandose uno al otro
demostrando que Trichoderma viride inhibe el crecimiento del micelio evitando su avance

dentro de la caja Petri.
4.1.4.3 Evaluacion de la capacidad antagonista “in vitro” entre T. viride y M. roreri

Entonces con los datos que se cuentan se aplico la férmula para evaluar la capacidad
antagonista en donde se tiene que:

En cultivo dual M. roreri ha crecido 9.37 cm?, comparado con un crecimiento libre donde ha
alcanzado 19.71 cm?, entonces para fines de calculo se estima que no pudo crecer 10.34 cm?,

con estos datos se aplica la formula:

Mb - Ma
PICM = *100
Mb

Donde:
Ma = Micelio del fitopatdgeno inhibido
Mb = Micelio del fitopatdégeno con crecimiento libre
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Entonces:

19.71 -10.34
PICM = * 100
19.71

PICM =52.46 %

Entonces el porcentaje de inhibicidn de crecimiento de micelio es 52.46 % lo que equivale a
10.34 cm?, el cual fue inhibido por la presencia de Trichoderma que por su mayor virulencia y

rapido crecimiento evita que el patégeno pueda seguir avanzando dentro del medio de cultivo.

Por otra parte, se verifico en posteriores dias que T. viride no logra invadir el micelio de M.
roreri evitando su avance, pero no pudiendo ocupar el espacio ganado por M. roreri dentro de
la caja Petri, de esta manera segun la escala de Bell se lo clasifica en un nivel de antagonismo
de 2.

Al respecto (Infante et al., 2002), indica que la competencia constituye un mecanismo de
antagonismo importante. Se define como el comportamiento desigual de dos o mas
organismos ante un mismo requerimiento (sustrato, nutrientes), siempre y cuando la
utilizacion de este por uno de los organismos reduzca la cantidad o espacio disponible para los
demaés. Este tipo de antagonismo se ve favorecido por las caracteristicas del agente de control
bioldgico como plasticidad ecoldgica, velocidad de crecimiento y desarrollo, y por otro lado

los factores externos como tipo de suelo, pH, temperatura, humedad, entre otros.
4.1.5 Prueba “in vive” de Trichoderma harziarum para control de Moniliophthora roreri
4.1.5.1 Incidencia de la enfermedad a los 15 dias después de la aplicacion

Para fines de evaluacion se ha tomado una incidencia después de los primeros 15 dias
posterior de la primera aplicacion, puesto que cuando se aplico el producto la parcela habia
tenido una poda sanitaria la cual eliminé todas las fuentes de in6culo de la enfermedad de las
plantas, los resultados fueron sometidos a un DBA posteriormente analizados con el programa
INFOSTAT el cual no dio el siguiente ANVA.
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Cuadro 11. Analisis de varianza de la incidencia a los primeros 15 dias después de la

aplicacion

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,70 4 0,17 0,40 0,7989
Blogues 0,02 20,01 0,03 0,9747
Tratamientos 0,67 2 0,34 0,78 0,5104
Error 1,72 4 0,43
Total 2,42 8
Cv=2128

El cuadro de ANVA nos indica que no existen diferencias significativas entre las incidencias
iniciales, esto debido a que la enfermedad después de la poda se estda comenzando a establecer

nuevamente dentro de la parcela.

Figura 11. Comparacion de medias de incidencia después de los 15 dias de aplicacion
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La prueba DUNCAN nos muestra que estadisticamente no existen diferencias significativas
entre los tratamientos, sin embargo hay que considerar que la época de lluvias se retrasé y
recién llovio la ultima semana después de la aplicacion, lo que cumpliendo las condiciones
para el desarrollo de patdgenos acelero la presencia y activo al mismo tiempo su ingreso a las
mazorcas, debido a esto podemos apreciar que en el Testigo (T1) se puede apreciar una mayor
incidencia de la enfermedad, diferenciandose de los tratamientos donde se ha asperjado

Trichoderma.
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4.1.5.2 Incidencia de la enfermedad a los 75 dias después de la aplicacion

Después de transcurridos 15 dias a la ultima aplicacion, esto es a los 75 dias se realiza la
evaluacién de la incidencia final dentro de nuestras unidades experimentales siendo luego

sometidas al programa INFOSTAT en donde nos muestra el siguiente ANVA.

Cuadro 12. Anélisis de varianza de la incidencia a los 75 dias después de la aplicacion

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 85,58 4 21,39 9,17 10,0271
Tratamientos 75,91 2 37,96 16,27 00,0120
Bloques 9,67 2 4,83 2,07 0,2412
Error 9,33 4 2,33
Total 94,91 8
Cv =977

El resultado del ANV A nos indica que existen diferencias significativas entre los tratamientos
evaluados, asi mismo el coeficiente de variacibn muestra que el experimento ha sido

conducido adecuadamente.

Figura 12. Comparacion de medias de incidencia después de los 75 dias
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La prueba DUNCAN nos muestra que existen diferencias entre el Testigo (T1) y los

tratamientos con Trichoderma, siendo estos aproximadamente de un orden del 6 % logrando
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entonces reducir la presencia de Moniliophthora en las mazorcas en el mencionado
porcentaje, cabe hacer notar que durante el mes de enero hubo una concentracion de lluvias
siendo que en solo dos dias llovié como 2000 mm, situacion que aportd para el avance de la
enfermedad dentro de las mazorcas, asi mismo la poca lluvia entre diciembre y enero como
posterior a las lluvias de febrero provocaron que la incidencia en general en esta gestion

agricola no sea muy grande.

Tomando en cuenta estas consideraciones podemos decir en cuanto a la incidencia que el T2
(300 gr de Trichoderma) fue el que mejor resultados tuvo, aunque son estadisticamente

similares con el T3 (200 gr de Trichoderma).

4.1.5.3 Evaluacion de la severidad de la enfermedad a los 15 dias después de la
aplicacion

La severidad de la enfermedad dentro de las mazorcas se la fue midiendo por la presencia de
sintomatologia tipica de la enfermedad, en donde se tomaron en cuenta la presencia de jivas o
protuberancias, amarillamientos de la cascara, presencia de manchas negras o ya presencia de
las estructuras reproductivas del hongo, segun estos sintomas posteriormente se la somete al

programa INFOSTAT para el analisis de los datos encontrandose el siguiente ANVA.

Cuadro 13. Anélisis de varianza de la severidad a los 15 dias después de la aplicacion

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 2,08 4 0,52 1,05 10,4824
Bloques 1,27 2 0,63 1,28 10,3718
Tratamientos 0,81 2 0,40 0,82 10,5044
Error 1,98 4 0,50
Total 4,06 8
Cv=2514

El andlisis del ANV A nos indica que no hay diferencia estadistica entre los tratamientos ni los
bloques, siendo que en estos primeros dias la enfermedad se encontraba colonizando a las
mazorcas, asi mismo el coeficiente de variacidn se encuentra en un rango de 25.14 gue nos

indica que los datos obtenidos son confiables.
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Figura 13. Comparacion de medias de incidencia después de los 15 dias
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El prueba de DUNCAN nos presenta que las muestran no tienen diferencias estadisticas entre
si, lo que puede explicarse por la reciente colonizacion de las mazorcas en donde el patégeno
al haber invadido a este primero se desarrolla internamente dentro del fruto, para
posteriormente recién manifestar los sintomas externos, asi también este retraso en la

infeccion fue contribuida por la falta de lluvia entre los meses de diciembre a enero.

4.1.5.4 Evaluacién de la severidad de la enfermedad a los 75 dias después de la
aplicacion

Al finalizar la evaluacion de la severidad dentro de las unidades experimentales se determind

mediante un DBA aplicado el programa INFOSTAT el cual nos muestra el siguiente ANVA.

Cuadro 14. Analisis de varianza de la severidad a los 75 dias después de la aplicacion

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 195,60 4 48,90 34,93 10,0023
Bloques 0,02 2 0,01 0,01 0,9928
Tratamientos 195,58 2 97,79 69,85 0,0008
Error 5,60 4 1,40
Total 201,20 8
CVv =6.19
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El cuadro de andlisis de varianza nos muestra que existen diferencias significativas entre los

tratamientos y el coeficiente de variacion esta en 9.77 indicandonos que la conduccién del
experimento fue eficientemente llevada.

Figura 14. Comparacion de medias de incidencia después de los 75 dias
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Realizada la prueba DUNCAN nos muestra que hay diferencia entre los tratamientos
evaluados, mostrandonos que el Testigo (T1) y la aplicacion de 200 gr de Trichoderma (T3)
muestran una severidad similar, lo que nos demuestra que la resistencia de Trichoderma para
evitar el progreso de la enfermedad en este caso no fue eficiente, sin embargo la aplicacion de
300 gr de Trichoderma (T2) sobre el cacao tubo un eficiente control sobre el avance de la
enfermedad de la mazorca, consecuentemente evito la esporulacion del hongo para que pueda
realizar nuevas infestaciones a frutos sanos, alcanzando con relacidn al testigo un descenso de
la severidad del 10.87 %.
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4.1.6 Condiciones climaticas registradas durante la evaluacion

4.1.6.1 Precipitaciones
Cuadro 15. Precipitaciones registradas durante la investigacion

b 3 Yearly Rainfall (mm)

65.4 109.6 169.8 344.8
201% 255.4 350.6 139.2 97.4 15.2 1.4 39.8 12.4 79.4 108.0 145%.6 201.8 1450.2

2020 104.4 2043.8 0.0 0.0 0.0 - - - - - - -—— 2148.2

Fuente: Estacion climética de la Estacion Experimental de Sapecho

La relacién de precipitaciones fue medida mediante la estacién climéatica de la Estacion
experimental de Sapecho, en donde podemos ver que entre diciembre del 2019 y enero de
2020 se ha producido 305 mm de precipitacion, no siendo un aspecto normal ya que
habitualmente son meses lluviosos, asimismo podemos ver que en febrero del 2020 ha habido
una acumulacién de precipitaciones en el orden de 2043 mm, lo interesante de esta
precipitacion es que casi 2000 mm se acumularon en dos dias lo cual provoco inundaciones y
problemas en la zona, y por supuesto en los cultivos siendo afectado el cacao y estimulando la

aparicion de la monilia durante las semanas posteriores a la lluvia.
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4.1.6.2 Temperaturas

Cuadro 16. Temperaturas medias maximas y minimas registradas durante la investigacién

&)

Hi Temp - °C

15.0

Dec Jan Feb Mar Apr

Fuente: Estacion climética de la Estacion Experimental de Sapecho

La temperatura minima dentro de la parcela donde se realizo el experimento fue superior a los
20 ° C, esta se produjo en horas de la noche y madrugadas, las temperaturas maximas
estuvieron en el orden del 35 °C estas produciéndose principalmente a medio dia, con estos
datos las condiciones de temperatura estaban dadas para que el patdgeno pueda desarrollarse
dentro del cultivo, asi también hay que considerar que estas condiciones de temperatura y
humedad fueron afectando también al desarrollo de Trichoderma puesto que el hongo

desarrolla mejor en el suelo, siendo principalmente afectado por la falta de humedad.
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5. Conclusiones y Recomendaciones

La prueba dual mostré que Trichoderma harziarum tiene un porcentaje de inhibicién de
crecimiento de micelio del (PICM) 58.60 %, asi mismo en la escala de Bell lo clasifica en un
nivel de 1, invadiendo el micelio de M. roreri ocupando asi todo el espacio de la caja Petri,

por estas caracteristicas se la elige como el antagonista mas eficiente.

En contraposicion Trichoderma viride con un PICM de 52.35%, es calificado en la escala de
Bell en nivel 2 es decir solo inhibe el crecimiento de M. roreri, no lo invade dentro de la caja

Petri, como también su velocidad de crecimiento es inferior al de T. harziarum.

La prueba en campo (in vivo) con T. harziarum muestran que la incidencia en ambos niveles
de aplicacion rebajo esta en un 6 % con respecto al testigo, que muestra que T. harziarum

reduce la incidencia eficientemente.

La severidad en campo fue medida en base a sintomatologia externa siendo el T2 con 300 gr
fue el mas eficiente, reduciendo la severidad en 10.87 % con relacion al testigo, por lo que se

recomienda trabajar con este nivel de Trichoderma.

Las pruebas “in vitro” e “in vivo” mostraron amplias diferencias siendo en la primera puede
controlar en un 100 % a M. roreri y en el segundo solo el 10.87 %, demostrando de esta
manera que en campo los microorganismos dependen en gran medida del clima reinante,

como de los ciclos bioldgicos de cada uno.

En la prueba de campo fue preponderante las condiciones ambientales, en donde falta de
lluvias al inicio y concentradas en un solo mes afectaron la expresién de ambos hongos

estudiados.

Se recomienda realizar la prueba de campo con 300 gr., empezando en octubre con
aplicaciones al suelo y follaje para cortar el ciclo de M. roreri desde el suelo antes que

empiece su infeccion.
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ANEXOS

ANEXO FOTOGRAFICO

Crecimiento inicial de Trichoderma como testigo libre

Avance de T. harziarum sobre M. roreri (foto microscopio)



Crecimiento de T. viride sobre M. roreri (Ambos detienen su crecimiento)



Mazorca del cacao en fase de esporulacién de M. roreri



Evaluacién de incidencia y severidad en campo



Anexo
Datos estadisticos

Crecimiento en prueba libre (dia 1)

Nueva tabla : 25/11/2020 - 16:50:08 - [Versidén : 01/11/2014]
Andlisis de la varianza

Variable N R2 R2? Aj CV
Crecimiento (cm2) 18 0,91 0,89 19,46

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 5,12 2 2,56 71,62 <0,0001
Microrganismo 5,12 2 2,56 71,62 <0,0001
Error 0,54 15 0,04
Total 5,65 17

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 0,0357 gl: 15
Microrganismo Medias n E.E.

Th 1,59 6 0,08 A
Tv 1,03 6 0,08 B
Mr 0,29 6 0,08 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Crecimiento en prueba libre (dia 2)

Nueva tabla : 25/11/2020 - 16:40:22 - [Versidén : 01/11/2014]
Analisis de la wvarianza

Variable N R?2 R? Aj CV
Crecimiento (cm2) 18 0,87 0,85 12,85

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 47,72 2 23,86 48,80 <0,0001
Microrganismo 47,72 2 23,86 48,80 <0,0001
Error 7,34 15 0,49
Total 55,00 17

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 0,4890 gl: 15

Microrganismo Medias n E.E.

Th 7,52 6 0,29 A

Tv 5,28 6 0,29 B

Mr 3,54 6 0,29 C

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



Crecimiento en prueba libre (dia 3)

Analisis de la wvarianza

Variable N R? R? Aj CV
Crecimiento (cm2) 18 0,84 0,82 16,56

Cuadro de Andalisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 157,90 2 78,95 39,76 <0,0001
Microrganismo 157,90 2 78,95 39,76 <0,0001
Error 29,79 15 1,99
Total 187,69 17

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 1,9859 gl: 15

Microrganismo Medias n E.E.

Th 11,17 6 0,58 A

Tv 9,98 6 0,58 A
Mr 4,38 6 0,58 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Crecimiento en prueba libre (dia 4)

Nueva tabla : 25/11/2020 - 16:17:08 - [Versidn : 01/11/2014]
Anilisis de la wvarianza

Variable N R?2 R? Aj CV
Crecimiento (cm2) 18 0,94 0,94 9,77

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 351,54 2 175,77 127,06 <0,0001
Microrganismo 351,54 2 175,77 127,06 <0,0001
Error 20,75 15 1,38
Total 372,29 17

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 1,3834 gl: 15

Microrganismo Medias n E.E.

Th 16,50 6 0,48 A

Tv 13,60 6 0,48 B

Mr 6,02 6 0,48 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)



Crecimiento en prueba libre (dia 5)

Nueva tabla : 25/11/2020 - 16:06:58 - [Versidén : 01/11/2014]
Analisis de la wvarianza

Variable N R? R? Aj CV
Crecimiento (cm2) 18 0,96 0,95 8,04

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 591,05 2 295,52 165,84 <0,0001
Microrganismo 591,05 2 295,52 165,84 <0,0001
Error 26,73 15 1,78
Total 617,78 17

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 1,7819 gl: 15
Microrganismo Medias n E.E.

Th 23,02 6 0,54 A
Tv 17,66 6 0,54 B
Mr 9,11 6 0,54 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Crecimiento en prueba libre (dia 6)

Nueva tabla : 25/11/2020 - 15:48:34 - [Versidén : 01/11/2014]
Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV
Crecimiento (cm2) 18 0,92 0,91 8,73

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 511,19 2 255,60 85,45 <0,0001
Microrganismo 511,19 2 255,60 85,45 <0,0001
Error 44,87 15 2,99
Total 556,06 17

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 2,9911 gl: 15
Microrganismo Medias n E.E.

Th 25,76 6 0,71 A
Tv 20,86 6 0,71 B
Mr 12,84 6 0,71 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)



Crecimiento en prueba libre (dia 7)

Nueva tabla : 25/11/2020 - 13:17:57 - [Versidn : 01/11/2014]
Anilisis de la wvarianza

Variable N R? R? Aj CV
Crecimiento (cm2) 18 0,90 0,88 8,62

Cuadro de Andalisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 550,18 2 275,09 64,56 <0,0001
Microrganismo 550,18 2 275,09 64,56 <0,0001
Error 63,92 15 4,26
Total 614,10 17

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 4,2611 gl: 15
Microrganismo Medias n E.E.

Th 29,91 6 0,84 A
Tv 25,34 6 0,84 B
Mr 16,58 6 0,84 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Crecimiento en prueba libre (dia 8)

Nueva tabla : 25/11/2020 - 17:04:24 - [Versidén : 01/11/2014]
Analisis de la wvarianza

Variable N R? R? Aj CV
Crecimiento (cm2) 18 0,92 0,91 7,48

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 754,25 2 377,12 83,76 <0,0001
Microrganismo 754,25 2 377,12 83,76 <0,0001
Error 67,54 15 4,50
Total 821,78 17

Test:Duncan Alfa=0,05
Error: 4,5024 gl: 15
Microrganismo Medias n E.E.

Th 35,28 6 0,87 A
Tv 30,08 6 0,87 B
Mr 19,71 6 0,87 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)



Prueba dual T. harziarum vs M. roreri (dia 1)

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV
Crecimiento 10 0,98 0,98 10,92

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 4,58 1 4,58 402,40 <0,0001
Microorganismo 4,58 1 4,58 402,40 <0,0001
Error 0,09 8 0,01
Total 4,67 9

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 0,0114 gl: 8

Microorganismo Medias n E.E.

T 1,65 5 0,05 A

M 0,30 5 0,05 B

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

Prueba dual T. harziarum vs M. roreri (dia 2)

Analisis de la wvarianza

Variable N R?2 R? Aj CV
Crecimiento (cm2) 10 0,97 0,97 6,08

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 21,43 1 21,43 268,16 <0,0001
Microorganismo 21,43 1 21,43 268,16 <0,0001
Error 0,04 8 0,08
Total 22,07 9

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 0,0799 gl: 8

Microorganismo Medias n E.E.

T 6,11 5 0,13 A

M 3,18 5 0,13 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)




Prueba dual T. harziarum vs M. roreri (dia 3)

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV
Crecimiento (cm2) 10 0,98 0,98 5,54

Cuadro de Andalisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 64,01 1 64,01 434,92 <0,0001
Microorganismo 64,01 1 64,01 434,92 <0,0001
Error 1,18 8 0,15
Total 65,19 9

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 0,1472 gl: 8

Microorganismo Medias n E.E.

T 9,45 5 0,17 A

M 4,39 5 0,17 B

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

Prueba dual T. harziarum vs M. roreri (dia 4)

Analisis de la wvarianza

Variable N R? R? Aj CV
Crecimiento (cm2) 10 0,99 0,99 3,78

Cuadro de Andalisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 220,24 1 220,24 1555,11 <0,0001
Microorganismo 220,24 1 220,24 1555,11 <0,0001
Error 1,13 8 0,14
Total 221,38 9

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 0,1416 gl: 8

Microorganismo Medias n E.E.

T 14,64 5 0,17 A

M 5,26 5 0,17 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Prueba dual T. harziarum vs M. roreri (dia 5)

Analisis de la wvarianza

Variable N R2 R? Aj CV
Crecimiento (cm2) 10 0,99 0,99 3,55

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 336,98 1 336,98 1372,63 <0,0001
Microorganismo 336,98 1 336,98 1372,63 <0,0001
Error 1,96 8 0,25
Total 338,94 9

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 0,2455 gl: 8

Microorganismo Medias n E.E.

T 19,77 5 0,22 A

M 8,16 5 0,22 B

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




Prueba dual T. viride vs M. roreri (dia 1)

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj CV
Crecimiento (cm2) 10 0,97 0,97 9,72

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,80 1 0,80 270,49 <0,0001
Microorganismo 0,80 1 0,80 270,49 <0,0001
Error 0,02 8 2,9E-03
Total 0,82 9

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 0,0029 gl: 8

Microorganismo Medias n E.E.

T 0,84 5 0,02 A

M 0,28 5 0,02 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Prueba dual T. viride vs M. roreri (dia 2)

Anilisis de la wvarianza

Variable N R? R? Aj CV
Crecimiento (cm2) 10 0,91 0,90 7,66

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 8,17 1 8,17 83,38 <0,0001
Microorganismo 8,17 1 8,17 83,38 <0,0001
Error 0,78 8 0,10
Total 8,96 9

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 0,0980 gl: 8

Microorganismo Medias n E.E.

T 4,99 5 0,14 A

M 3,18 5 0,14 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Prueba dual T. viride vs M. roreri (dia 3)

Nueva tabla : 28/11/2020 - 12:25:24 - [Versidn : 01/11/2014]
Analisis de la wvarianza

Variable N R2 R2? Aj CV
Crecimiento (cm2) 10 0,92 0,91 11,04

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 49,46 1 49,46 91,40 <0,0001
Microorganismo 49,46 1 49,46 91,40 <0,0001
Error 4,33 8 0,54
Total 53,79 9

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 0,5412 gl: 8

Microorganismo Medias n E.E.

T 8,89 5 0,33 A

M 4,44 5 0,33 B

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

Prueba dual T. viride vs M. roreri (dia 4)

Anilisis de la wvarianza

Variable N R? R? Aj CV
Crecimiento (cm2) 10 0,94 0,94 8,29

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 75,30 1 75,30 135,29 <0,0001
Microorganismo 75,30 1 75,30 135,29 <0,0001
Error 4,45 8 0,56
Total 79,75 9

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 0,5566 gl: 8

Microorganismo Medias n E.E.

T 11,75 5 0,33 A

M 6,26 5 0,33 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Prueba dual T. viride vs M. roreri (dia 5)

Analisis de la wvarianza

Variable N R? R? Aj CV
Crecimiento (cm2) 10 0,93 0,92 8,45

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 126,52 1 126,52 106,11 <0,0001
Microorganismo 126,52 1 126,52 106,11 <0,0001
Error 9,54 8 1,19
Total 136,060 9

Test:Duncan Alfa=0,05

Error: 1,1924 gl: 8

Microorganismo Medias n E.E.

T 16,48 5 0,49 A

M 9,37 5 0,49 B

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