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RESUMEN

La produccién del cacao (Theobroma cacao L.), y en particular del cacao arriba o fino y
de aroma, es de fundamental importancia para la economia del Ecuador; su exportacion
alcanz6 durante el 2008, ventas de un promedio de 95 mil toneladas, registrando un
ingreso de 260 millones de délares'. Estas estadisticas ubican al cacao en el tercer
rubro de exportacion agricola del pais, constituyendo fuente de ingresos para mas de
100.000 pequefios productores de las tierras bajas de la Costa, Sierra y Amazonia® .Sin
embargo, cada afio la moniliasis del cacao (Moniliophthora roreri) ocasiona hasta 60%
de pérdidas de la produccién por infeccion y dafio de la mazorcas, torndndose en una
enfermedad que justifica ser considerada como una de las de mayor importancia en el

Ecuador y en los paises productores de cacao.

Los esfuerzos para buscar alternativas de control sostenibles que permitan reducir esta
enfermedad son cada vez mayores, ya que el manejo de fungicidas constituye una
limitante para los agricultores por el alto costo y los perjuicios ambientales que

representan.

Un factor predominante para un cultivo rentable de cacao es que se pueda alcanzar

productividades aceptables bajo la presion de las enfermedades.

En la actualidad existe una tendencia al uso de nuevas metodologias de control, entre

las que se encuentran el uso de productos organicos y biocontroladores.

! Banco Central del Ecuador, 2009.
? Censo Agropecuario, 2000.



Con estos antecedentes, la hipotesis de este trabajo ha sido la siguiente: “Las cepas
nativas de Trichoderma sp. y los bioles de produccion local son capaces de controlar el
desarrollo de M. roreri in vitro y pueden constituir la base para el desarrollo de
alternativas biolégicas sostenibles y amigables con el ambiente y la salud humana en el

manejo de la moniliasis del cacao”.

La presente investigacion se realizé en los laboratorios de Fitopatologia del Centro de
Investigaciones Biotecnoldgicas del Litoral (CIBE), ubicado en la Escuela Superior
Politécnica del Litoral, Campus “Gustavo Galindo”. El objetivo principal de estudio fue
evaluar el efecto de bioles y cepas de Trichoderma sp. aisladas de zonas cacaoteras,
como alternativas de control de Moniliophthora roreri, en condiciones in vitro. Los
objetivos especificos de trabajo han sido los siguientes: (i) Evaluar el efecto de bioles y
cepas de Trichoderma sp. aisladas de zonas cacaoteras, como alternativas de control
de Moniliophthora roreri, en condiciones in vitro. (ii) Determinar si los bioles y los

filtrados de Trichoderma sp. poseen un efecto fungicida o fungistatico.

El efecto de los bioles sobre el patdgeno se evalu6 por el método de diluciéon en agar;
asimismo se evalué el efecto antagonico de las cepas de Trichoderma por el método de
cultivo dual y se analizé la accidén antifungica de los filtrados de cada una de las cepas
en concentraciones al 1%, 5%,10%,30%,50% y 70% .Se calculd el porcentaje de
inhibicion del crecimiento radial (PICR) de M. roreri para ambos ensayos. Se aplico un
disefio completamente al azar y para determinar la existencia de diferencias estadisticas
entre los promedios se realizO un analisis de varianza (ANOVA), luego de la
determinacién de supuestos de homogeneidad (Levene) y normalidad (Kolmogorov-

Smirnov). Adicionalmente se utilizé Tukey y Tamhane para determinar subgrupos.



El estudio reveld que los bioles locales producidos en las cinco provincias tuvieron un
efecto fungicida sobre los aislados patogénicos de M. roreri del mismo lugar, a partir de
concentraciones al 5%. Por otro lado, Trichoderma sp. inhibié el crecimiento del
patdgeno en un rango de 89,5 a 100% en cultivo dual, mientras que los filtrados de las

distintas cepas presentaron valores de inhibicion entre 25,83% y 100 % .
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INTRODUCCION

El cacao (Theobroma cacao L., familia Sterculiaceae), es una especie que crece
principalmente en América Central y América del Sur, donde las lluvias son frecuentes

y las temperaturas se mantienen constantes durante practicamente todo el afo.

La mazorca del cacao , usada en la manufactura de chocolate, cacao en polvo,
manteca, pasta y licor de cacao, constituye un producto de importancia econémica para
el pais el cual ha generado divisas por concepto de ventas al exterior en alrededor de

260,2 millones de dodlares habiendo exportado 95,751.92 toneladas en el 2008[13].

Ecuador es el mayor proveedor de cacao fino y de aroma en el mundo; sin embargo, el
cacao como cualquier especie vegetal, es susceptible a la accion de microorganismos
patdgenos que alteran su desarrollo y que son una de las principales causas de la baja
productividad en nuestro Pais.

Una de las enfermedades de mayor importancia es la moniliasis, causada por el hongo
fitopatdgeno Moniliophthora roreri (Cif & Par), también conocida como pudricion acuosa,
helada, mancha ceniza o enfermedad de Quevedo, cuya infeccion se produce en la

mazorca ocasionando hasta 60% de pérdidas en las cosechas [39].

Los esfuerzos para buscar alternativas de control que permitan reducir esta enfermedad
son cada vez mayores; el manejo de fungicidas como clorotalonil ayuda a combatir la
infeccion, sin embargo el costo de las aspersiones no resulta econémicamente factible,

ademas del dafio ambiental que implica..



Un factor predominante para un cultivo rentable de cacao es que pueda alcanzar una

productividad aceptable bajo la presion de las enfermedades.

En la actualidad existe una tendencia al uso de Trichoderma sp. con resultados positivos
como antagonista sobre una gran diversidad de hongos patégenos. También se
incrementa el uso de enmiendas organicas liquidas, como los fermentados anaerobicos
denominados bioles, con reconocido efecto sobre la nutricion vegetal, el fortalecimiento
de los tejidos de las plantas y su efecto directo para el control de enfermedades como la
Sigatoka negra [10]. Por tal razon, las préacticas organicas para disminuir la incidencia de
enfermedades fungosas como la moniliasis, constituyen alternativas viables que deben

ser convenientemente evaluadas.

HIPOTESIS

“Las cepas nativas de Trichoderma sp. y los bioles de produccion local son capaces de
controlar el desarrollo de M. roreri in vitro y pueden constituir la base para el desarrollo
de alternativas biolégicas sostenibles y amigables con el ambiente y la salud humana en

el manejo de la moniliasis del cacao.”

OBJETIVOS

Objetivo General



e Evaluar el efecto de bioles y cepas de Trichoderma sp. aisladas de zonas
cacaoteras, como alternativas de control de Moniliophthora roreri, en condiciones

in vitro.

Obijetivos especificos

e Determinar la capacidad antagonica de cepas de Trichoderma sp. y establecer el
efecto directo de filtrados de estas especies y de diversas concentraciones de

bioles de produccion local sobre el desarrollo de M. roreri.

e Determinar si los bioles y los filtrados de Trichoderma sp. poseen un efecto

fungicida o fungistatico.



CAPITULO 1

1. ALTERNATIVAS PARA EL CONTROL DE LA MONILIASIS
EN CACAO.

1.1. Enmiendas organicas
Las enmiendas organicas son materiales derivados de los residuos de
naturaleza organica (vegetales y animales), que incorporan nitrégeno
organico y humus al suelo, enriqueciéndolo con carbono organico y
mejorando sus caracteristicas fisicas, quimicas y biolégicas [1]. Ademas
promueven el desarrollo de las plantas, las cuales pueden obtener

grandes cantidades de nutrimentos [55].

Los abonos organicos son muy variables en sus caracteristicas fisicas y
composicion quimica, principalmente en el contenido de nutrimentos; sin
embargo pueden ser clasificados en dos grandes grupos, explicados a

continuacion [55].



1.1.1 Enmiendas solidas: Preparacion, aplicaciones y mecanismos de
accion.
Son obtenidas a partir de la descomposicién de residuos organicos;
esto se produce cuando materiales de origen vegetal o animal se
biodegradan por accidon bacteriana, de hongos, insectos, artropodos

y otros organismos.

La elaboracién de enmiendas organicas solidas se puede describir
como el proceso por el cual la materia organica prima es
descompuesta de forma controlada, imitando los ciclos naturales de
fermentacién. Este proceso de descomposicion es realizado
principalmente por medio de bacterias aerdbicas termdfilas y las

temperaturas alcanzadas son superiores a los 60°C [26].

Métodos usados para su elaboracién

COMPOSTAJE

El compost es el producto estabilizado e higienizado que se obtiene
de la descomposicién biolégica oxidativa (aerébica) de materiales
organicos frescos de desechos animales y vegetales, en la cual la
principal transformacion la sufren los carbohidratos y las proteinas

[27].

Para la elaboracion del compost se requieren los siguientes

materiales:



e Fuente de materia carbonada (rica en: celulosa, lignina,
azucares).

e Fuente de materia nitrogenada (estiércoles, sangre, hierba
tierna).

¢ Fuente de materia mineral (cal agricola, roca fosférica, ceniza

vegetal, tierra comun, agua).

VERMICOMPOST

El vermicompostaje es un proceso de bio-oxidacion, degradacion y
estabilizacion de la materia organica mediada por la accion
combinada de lombrices y microorganismos, mediante el cual se
obtiene un producto final estabilizado, homogéneo y de
granulometria fina denominado vermicompost, lombricompost,

compost de lombriz o humus de lombriz [47].

La biotransformacion que ocurre en este proceso, ocurre por la
actividad de algunas especies de lombrices como Eisenia foétida y
Eisenia andrei las cuales aceleran la descomposicion y humificacion
de la materia organica, ya sea de un modo directo (alimentacién
detritivora y desplazamiento a través de galerias) o indirecto

(estimulacion de la actividad microbiana) [47].



Para la obtencion de un lombricompuesto de buenas caracteristicas
agronomicas se deben tener en cuenta parametros como: un residuo
organico sélido, idéneo y disponible, humedad adecuada, aireacion y
ausencia de enemigos naturales, el producto final debe tener un pH

cercano a /.

Fuente: Ramo6n y Rodas, 2007

FIGURA 1.1 Médulos utilizados en proceso de vermicompostaje

BOKASHI

El bokashi es una palabra japonesa que significa abono fermentado.
El bokashi es un abono organico resultado de la fermentacion
aerdbica de la materia organica por parte de microorganismos del
suelo. La principal ventaja del bokashi es que se puede preparar en

muy corto tiempo en comparacién a otros abonos. Una propiedad



importante del bokashi es su alto contenido nutricional vy
microbiolégico. Por el corto tiempo de descomposicion la materia
organica conserva mayor contenido de energia comparado con

abonos convencionales [56].

Fuente: Ramén y Rodas, 2007

FIGURA 1.2 Mezclado de materiales en la preparacion de

bokashi.

Beneficio de las enmiendas organicas solidas

e Mejora cualidades fisicas como textura y estructura
e Mejora la biodiversidad
e Fuente de nutrientes

e Supresor de enfermedades de plantas

Las propiedades descritas anteriormente resumen las ventajas de
usar el compost, no obstante, el compost no sélo ejerce efectos

positivos sobra las tierras donde se apliquen sino que su aporte de



1.1.2

oligoelementos disminuye y evita la aparicion de enfermedades
carenciales en los cultivos. También ayuda a combatir un buen
nuamero de enfermedades fungicas en los cultivos gracias a su

elevado poder antibiotico [57].

Enmiendas liquidas: Preparacion, aplicaciones y mecanismo de
accion

Son aquellos productos en solucién o en suspension obtenidos por
tratamiento o procesamiento de un material de origen animal o

vegetal. Pueden ser aerobios o anaerobios y pueden diluirse para su

aplicacion [49].

Los abonos organicos liquidos son ricos en nitrdgeno amoniacal,
hormonas, vitaminas, aminoacidos y una gran cantidad de
microorganismos benéficos que permiten regular el metabolismo
vegetal y ademas pueden ser un complemento a la fertilizacion

integral aplicada al suelo [2].

Existen varios tipos de biofertilizantes liquidos de acuerdo al método
de elaboracion y los materiales utilizados. Sin embargo
investigadores coinciden en que el éxito de estos productos radica

principalmente en la forma de preparacion, calidad de los materias



primas, clases de microorganismos presentes durante la
fermentacion, forma de almacenamiento del producto final y

finalmente el método de aplicacion [37].

TE DE ESTIERCOL

Es una preparacién que convierte el estiércol sélido en un abono
liquido, en la cual se liberan los nutrientes del estiércol al agua y asi

se hacen disponibles para las plantas [59].

Preparacién

La forma méas sencilla de elaborarlos, es agregando dentro de un
saco dos o tres kilos de cualquier tipo de estiércol animal; colocarlo
en un tanque sellado herméticamente y dejarlo fermentar durante

cierto tiempo [18].

o




Fuente: Ramén y Rodas, 2007

FIGURA 1.3 Preparacion de Té de estiércol.

Aplicacion
Se debe diluir una parte del té de estiércol en una parte de agua
fresca y limpia. La aplicacion de este abono puede realizarse a

través del sistema de riego por goteo, con el uso de regaderas

alrededor de las matas y en aspersiones foliares [18].

Mecanismos de accién

La aplicacion de este abono foliar posee efectos favorables
sobre el crecimiento y la sanidad de los -cultivos. Los
microorganismos y sustancias presentes en el preparado afecta a
varios patdégenos, disminuyendo la intensidad de ataque de

enfermedades foliares [65].

BIOL

Es una fuente de compuestos, que se obtienen como producto del
proceso de descomposicion anaerébica de los desechos organicos.
También se lo denomina como el residuo liquido sobrenadante que

se descarga de un digestor de desechos organicos [59].



Preparacién

Por lo general, el proceso de elaboracion consta de las siguientes
partes: recoleccion del estiércol, adicion de agua, melaza y
microorganismos eficientes, seguido por la mezcla homogénea de
todos los ingredientes. Luego se procede a tapar herméticamente el
envase durante el tiempo en que la fermentacion va a tener lugar

[26].

Fuente: Ramén y Rodas, 2007

FIGURA 1.4 Preparacion de Biol. Materiales utilizados (A),

Proceso de fermentacién (B).



Aplicacion

El biol puede ser utilizado para realizar aplicaciones foliares y
aplicaciones al suelo. Dependiendo del tipo de cultivo, el biol puede

ser utilizado puro o en diluciones.

Mecanismos de accion

El biol es capaz de estimular el desarrollo de las plantas. Aumenta y
fortalece la base radical, actia sobre el follaje incrementando su
area, mejora la floracion y activa el poder germinativo de las

semillas.

Su contenido nutricional ayuda al desarrollo de microorganismos los
cuales protegen a las plantas y mejoran la estructura de los suelos

[57].

Ademas los bioles son considerados como potenciales alternativas
como fungicidas, aplicados directamente al suelo y follaje de las
plantas estos proveen microorganismos y nutrientes para reducir

enfermedades [43].



PURINES

Se denomina purin a la suspensién compuesta principalmente por
orina fermentada (descomposicion microbiana), mezclada con
particulas de excrementos, jugos que fluyen del estiércol y agua

lluvia.

Otro tipo de purin es el que contiene un macerado de algin material
vegetal especial, como ortiga, cola de caballo o leguminosas ademas

del estiércol y orina animal [58].

Preparacion

Por lo general se debe colocar una proporcion de un kilogramo del
ingrediente soélido por cada 10 litros de agua en un recipiente de
plastico preferentemente; cerrado el envase se debe tener en cuenta
la necesidad de mover la solucion todos los dias para que exista una
buena oxigenacion. El purin estara listo cuando el material inicial se
haya disuelto por completo, quedando solo las partes mas duras

[58].

Aplicaciones

La forma de aplicar el purin es diluido en agua (sin cloro, para no

eliminar las bacterias), en proporciones que van entre 10 y 20 partes



de agua. Puede pulverizarse en forma concentrada para combatir

problemas de plagas [59].

Mecanismos de accién

Los purines aportan al suelo del cultivo una gran cantidad de
sustancias beneficiosas que se traducen en el aumento de la
disponibilidad de nutrientes, disminucion de las plagas, mayor
fijacion de nitrégeno, mayor desarrollo de raices en las plantas.
Ademas facilita la propagacion y el mantenimiento de los

microorganismos en el suelo [59].

LIXIVIADOS

Los lixiviados de desechos en descomposicion han sido
considerados, tradicionalmente, como un fertilizante liquido orgénico.
Los lixiviados tienen una gran abundancia y diversidad de
microorganismos benéficos, por lo que no son considerados
pesticidas, cuyo objetivo, es el de competir con otros
microorganismos por espacio, alimentacion y su sitio de infeccion en

caso de patogenos [43].



1.2

Otros, contienen metabolitos antimicrobianos que producen la
inhibicion de hongos. Dada la gran variedad de lixiviados, es muy
dificiil determinar el numero de microorganismos benéficos
presentes. Una vez aplicado el lixiviado a la superficie de la hoja, los
microorganismos benéficos ocupan los nichos esenciales
interfiriendo directamente el desarrollo de los microorganismos

patogénicos [33].

Trichoderma sp. COMO AGENTE DE BIOCONTROL

1.2.1 Caracteristicas del género Trichoderma.

El género Trichoderma estd formado por un grupo de hongos
aislados comunmente del suelo; hasta la actualidad se han
descrito 25 especies aproximadamente. Trichoderma es un hongo
filamentoso anamoérfico, aerobio facultativo, heterétrofo, con una
pared celular compuesta de quitina, de rapido crecimiento y que
puede utilizar una gran variedad de sustratos como celulosa,

quitina, pectina y almidon como fuente de carbono [29].

El crecimiento de Trichoderma esta en un rango de temperatura
gue va de 25°C hasta 30°C. Las cepas de este hongo crecen
eficientemente en medios liquidos y sélidos, ademas son
relativamente tolerantes a la baja humedad y tienden a crecer en

suelos &cidos [28].



Aspecto macroscopico

Las colonias tienen un crecimiento rapido con un color
transparente inicialmente sobre medios de cultivo como
CMD (Cornmeal dextrose agar) o de color blanco en
medios més ricos como PDA (Potato dextrose agar). La
escasa formacion de micelio aéreo hace que la superficie
sea levemente hirsuta. Con el tiempo, el centro de las

colonias se torna algodonosa [61].

La esporulacién se observa en la zona periférica de la
colonia en forma de pustulas conidiégenas de color
blanco, que luego se tornan de color verde o amarillo. Se
produce pigmento difusible al medio de color amarillo,
especialmente en medio PDA. Otra caracteristica tipica de
ciertas especies de este género es el olor dulce o a coco

gue liberan [63].




FIGURA 1.5 Aspecto macroscopico del hongo
Trichoderma harzianum.

Aspecto microscopico

Las especies del género Trichoderma poseen hifas hialinas
septadas y ramificadas a ambos lados. El tamafo de los
conidioforos es de 62,5 — 69 x 3 — 4,7 uym. Los conidiéforos
son de color verde, tienen ramificaciones perpendiculares y
en algunos casos se observa la formacién de ramas laterales
en grupos de dos a tres. El sistema de ramificacion tiene una
apariencia piramidal. Fialides largas y delgadas, con
verticilos terminales de hasta cuatro fialides. Ocasionalmente
surgen solitarias a lo largo del eje, asimétricas, con un
tamafo de 6,3-15,6 x 2,7 -3,4 um. Los conidios tienen un
tamafo aproximado de 3,8 — 4 x 3,1 — 3,7 um, con forma
citriforme y subglobosos. Las clamidosporas son
intercalares, formadas por el micelio sumergido,
subglobosas, de pared dentada, color suave y con un

tamafo de 12,5-10 ym [19].



FIGURA 1.6 Conidi6éforos de T. harzianum (a). Conidios
subglobosos a ligeramente ovoides (b).

e Condiciones de crecimiento
Existen factores que intervienen en el crecimiento de

Trichoderma, los cuales se mencionan a continuacion:

Fototrofia

La mayoria de especies del género Trichoderma, son
fotosensibles, presentando una mayor esporulacion al ser
expuestas a la luz. Sin embargo, cuando se someten a
periodos alternados de luz y oscuridad, se favorece la

colonizacion del hongo sobre diferentes sustratos solidos

3],



Esporulacion

Trichoderma esporula facilmente sobre muchos sustratos
naturales y artificiales en un patron concéntrico circular en
respuesta a la alternacion de luz diurna y oscuridad,

donde los conidios se producen durante el periodo de luz

3].

Germinacion

Para germinar en los diferentes medios de cultivo,
Trichoderma emplea enzimas como amilasas,a-
glucosidasas y endo y exocelulasas que realizan la
hidrolisis de los azlUcares simples para dar inicio a la

germinacion [46].

Salinidad

El crecimiento de Trichoderma se ve inhibido por altas
concentraciones de cloruro de sodio (80 g/l
aproximadamente), aunque tolera hasta una
concentracion de 60 g/l. Estas condiciones pueden
ocasionar mutaciones perjudicando el proceso de
conidiogénesis, al disminuir notablemente la produccion

de esporas [46].



pH

Trichoderma tiene un rango de pH relativamente amplio
para su crecimiento. Presenta crecimiento a valores
comprendidos entre 2.0 y 9.0, con un pH éptimo que se
encuentra entre 4.0 y 7.0. Los procesos como la
germinacion, se ven afectados por la escasez de

nutrientes y por niveles de pH por encima de 9.0 [15].

1.2.2 Mecanismos de accidén

El género Trichoderma esta compuesto por un gran namero de
especies que actian como agentes de control biolégico debido a
sus propiedades antagonistas, las cuales se basan en la
activacion de diferentes mecanismos que desplazan al

fitopatdégeno [6].

Estos mecanismos son fundamentalmente de tres tipos:
competicion directa por el espacio o por los nutrientes [4],
produccion de metabolitos antibioticos, ya sean de naturaleza
volatii o no volatili y parasitismo directo sobre los hongos

fitopatdgenos [22].



Se ha observado que Trichoderma produce enzimas hidroliticas
(celulasas) como factores biocontroladores, las cuales degradan in
vitro la celulosa de las paredes celulares de microorganismos
Oomicetos; ademas, producen glucanasas y quitinasas que
catalizan la hidrolisis de la quitina y de los B-1,3 glucanos de la

pared celular de microorganismos Deuteromicetos [14]

También se menciona que los géneros Trichoderma y Gliocadium
sp., producen en comudn compuestos que actlan sobre la pared y
la membrana celular de otros hongos, como son Alameticina,
Trichotoxina,  Suzukacilina,  Gliovirina, Gliodeliquesina vy

principalmente Gliotoxina [11].

1.2.3 Aplicaciones y uso de Trichoderma como agente de control

de patdégenos en plantas.

El control biologico sobre hongos fitopatdgenos ha tomado
importancia en los ultimos afios, basandose principalmente en la
seleccion de organismos del suelo con propiedades antagonicas

sobre organismos que generan enfermedades en las plantas [62].

El uso de Trichoderma como agente de control biolégico se da por
los efectos sinérgicos de sus mecanismos de biocontrol y ademas,

porque presenta otras caracteristicas como facilidad para su



aislamiento y cultivo, rapido crecimiento en un gran numero de

sustratos y porque no afecta a plantas superiores [6].

Investigaciones realizadas demostraron la eficacia de la cepa
Trichoderma koningii ThOO3 al aumentar el porcentaje de
proteccion de las semillas tratadas hasta en un 96.94% respecto

al control [53].

Posteriormente, Betancourt (1997) realiz6 un estudio similar
empleando la misma cepa de Trichoderma frente al patégeno
Fusarium oxysporum; en este trabajo se observo que el porcentaje
de proteccion en preemergencia de las semillas de tomate fue

equivalente al 66.94% [8].

Otras investigaciones aseveran la actividad controladora de
Trichoderma, en plantas de pimiento, demostrandose que
P.capsici se vio afectado directamente por la mayor actividad
enzimatica (altos niveles de enzimas hidroliticas 3-1,3 glucanasa)
gue este genera, observandose una significativa reduccion y

destruccion de la colonia del patogeno [22].



Posteriores ensayos in vivo realizados por el mismo autor alegan
que los tratamientos con T. harzianum han reducido hasta un 65
% la enfermedad causada por el patégeno P.capsici en plantas de

pimiento.

Porcentajes similares han sido observados en otros estudios,
donde se evalu6 el antagonismo in vitro de Trichoderma
harzianum Rifai sobre Fusarium solani (Mart.) Sacc., asociado a la
marchitez en maracuya. Se utilizé la técnica de cultivo dual para
evaluar la competencia por nutrientes, micoparisitismo vy
porcentaje de inhibicion del crecimiento radial (PICR). Todos los
resultados demostraron que hubo antagonismo in vitro al utilizar
aislamientos de T. harzianum sobre F. solani, con porcentajes de

inhibicién desde 65 hasta 70% [57].

En trabajos afines en donde se evalu6 cuatro cepas de Trichoderma

sp. Y sus combinaciones para el control de Fusarium sp. en sandia

(Citrullus lanatus), se evidencié la capacidad antagdnica de estas

cepas al disminuir la incidencia y mortalidad de las plantas

ocasionadas por Fusarium sp. en invernadero [52].



Igualmente otros autores sugieren la utilizacion de Trichoderma
hamatum como potencial agente de control biolégico sobre
fitopatdgenos procedentes del suelo, al haber comprobado que
metabolitos volatiles de esta especie tenian un efecto inhibidor sobre
el desarrollo de Alternaria citri, Bipolaris sorokiniana, Curvularia
brachyspora, Curvularia  lunata, Drechslera tritici-repentis,

Rhizoctonia solani, Sclerotinia minor y Sclerotium rolfsii [16].

Ademas existen trabajos que manifiestan las propiedades inhibitorias
de filtrados de cepas de Trichoderma sp. sobre hongos patégenos
como Fusarium culmarum, F. oxysporum, F. moniliforme,
Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Gaeumannomyces graminis

var. tritici y Drechslera sorokiniana [35].

También ha comprobado la capacidad de dos especies de
Trichoderma identificadas como Trichoderma theobromicola y T.
paucisporum para inhibir el desarrollo de M. roreri in vitro por la

produccion de antibiéticos difusibles [54].



CAPITULO 2

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Material Bioldgico

2.1.1 Colonias de Moniliophthora roreri

Las colonias de Moniliophthora roreri utilizadas para el desarrollo
de esta investigacion fueron obtenidas del laboratorio de

fitopatologia del CIBE - ESPOL.

Las muestras de las cuales se obtuvieron procedian de haciendas
cacaoteras de las provincias de Esmeraldas (Quininde), Manabi
(Calceta), Guayas (Balao), Los Rios (Vinces) y El Oro (Santa Rosa)
(Tabla 1) y han sido obtenidas como parte de las investigaciones

incluidas en el Proyecto PL480*.



TABLA 1. Datos geograficos y climatoldgicos de las

haciendas cacaoteras por provincia.

provincias | Latitud Longitud g!t;t:n(: Temperatura Precipitacion H.R
aS' u Oeste (°C) (mm) (%)
ur )

Esmeraldas | 0°28'01" | 79°33'23" 15 30 +/-2 2000 87
Manabi 0°5'55" | 80°6'42" 6 30+/-1 1300 82
Guayas 3°0 80° 0’ 10 26 +/- 2 1000 76
Los Rios 1033 79° 45’ 6 31+/-3 1867 85

El Oro 3°30'39" | 80°0'4" 13 30.5+/-1 1500 76

2.1.2 Colonias de Trichoderma sp.

Muestras de suelos fueron tomadas a 30 cm de profundidad y

llevadas a laboratorio, donde se las mezcl6 y tamiz6 hasta obtener

una muestra limpia y homogénea.

Se realiz6 una solucion con agua destilada estéril (90 ml) y 3

gramos de suelo de la cual se hicieron diluciones seriadas de 10

— 103, tal como recomienda Monzén (2001). Se sembraron por

triplicado alicuotas de 0,1 ml de cada dilucion en cajas Petri

conteniendo Agar Papa Dextrosa (PDA), y se incubaron a 251 °C

durantel2 horas continuas en presencia de luz, seguido de 12

horas de oscuridad continua por 5 dias, con monitoreo constante.




Los aislamientos de Trichoderma sp. fueron purificados, para lo
cual se trasladdé un disco de agar de 7 mm de didmetro con
micelio del hongo a cajas con medio de cultivo y se las incubo a

las mismas condiciones anteriormente mencionadas.

2.1.3 Biofertilizantes
Los bioles evaluados se recolectaron a los cuatro meses de
fermentacién en cinco haciendas ubicadas en las provincias de

Esmeraldas, Manabi, Guayas, Los Rios y El Oro.

Los bioles empleados en este estudio fueron elaborados como
parte del Proyecto PL480° mediante fermentacién anaerébica de
estiércol vacuno fresco, melaza de cafia, microorganismos
benéficos colectados localmente, bacterias &cido lacticas, ceniza
de tamo de arroz, sulfomag, roca fosférica y agua, en un tanque
plastico de 600 L de capacidad. La solucion fue dejada fermentar

por 120 dias antes de ser cosechada®.

Metodologia

2.2 Efecto de diferentes concentraciones de bioles sobre M. roreri.

3 . . .y . .z , . . . . .2
Distribucién e implementacién de tecnologias innovativas y ambientalmente amigables para la recuperacidon de

plantaciones de cacao fino de aroma y bananos no tradicionales”, CIBE, 2008-2010

4 Metodologia estandarizada por el CIBE (Centro de Investigaciones Biotecnolégicas del Ecuador).



Los ensayos in vitro fueron realizados siguiendo la metodologia de

Jiménez (2008).

Esterilizacion al calor
Los bioles fueron filtrados a través de gasa estéril para separar residuos
y solidos presentes; luego se esterilizaron en el autoclave a 121°C, 15

Ib/pulg? por un periodo de 25 minutos.

Bio — ensayos in vitro

Los ensayos consistieron en la evaluacion del crecimiento radial y
micelial de Moniliophthora roreri en medio solido y liquido
respectivamente. En la tabla 2 se detalla los tratamientos empleados

para cada uno de los bio-ensayos.

TABLA 2.

Descripcién de los Tratamientos para la evaluacién de Bioles.

TRATAMIENTO BIOL (%)
T1 1
T2 5
T3 10
T4 30
TS5 50
T6 70

Control 0




2.2.1 Evaluacion en medio nutritivo sélido

2.2.2

El medio nutritivo usado fue el medio PDA® (papa dextrosa agar)
en dosis de 39 g/L; adicionalmente se afiadié cierta cantidad de

Bacto agar (7g/L) para asegurar la solidificacion del medio.

Después de mezclar de manera homogénea el medio PDA con las
diferentes concentraciones de bioles se dispensaron 10 ml de la
solucion en cajas petri. Solidificado el medio se sembré en el
centro de las cajas petri discos de 7 mm de didmetro con micelio
de M. roreri con siete dias de crecimiento. Las cajas se sellaron e

incubaron a 27 °C durante el periodo de evaluacion.

Evaluacion en medio nutritivo liquido

El medio nutritivo liquido fue preparado con 20 gramos de
maltosa, un gramo de asparagina, 200 ml de jugo comercial V8
previamente filtrado y 800 ml de agua destilada tal como lo

recomienda Villavicencio (2010).

El biol fue mezclado con el medio liguido de acuerdo a las
proporciones antes mencionadas para cada tratamiento vy
dispensado en frascos de vidrio donde se sembré discos del

patdogeno de 7 mm de diametro.



Todos los frascos fueron sellados y colocados en una zaranda en
agitacion rotatoria constante a 120 rpm durante un periodo de 21

dias, hasta su evaluacion.

2.2.3 Recuperacion de micelio de M. roreri luego del efecto directo
de bioles

Para evidenciar la eficacia de los fermentados organicos, discos
con micelio de M. roreri que se encontraban en los tratamientos
donde no se observo desarrollo, fueron sembrados en el centro
de cajas petri con medio PDA (potato dextrose agar) e
incubadas a una temperatura de 27°C durante un periodo de 30
dias.

Las observaciones se realizaron cada 24 horas.

2.3 Estudio del efecto de Trichoderma sp. sobre M. roreri
Se realizaron ensayos con Trichoderma sp. con el fin de conocer su

efecto antagonico sobre el desarrollo de Moniliophthora roreri.

Bio — ensayos in vitro
Los ensayos consistieron en la evaluacion del crecimiento de M. roreri

frente a Trichoderma sp. en cultivo dual y el crecimiento de M. roreri bajo



efecto de filtrados de Trichoderma sp., para determinar el porcentaje de

inhibicion en ambos casos.

Previo a la realizacion de estos ensayos, se evalu6 el crecimiento radial
de cada una de las cepas de Trichoderma sp. aisladas de las diferentes
zonas en estudio, para lo cual se sembro discos de Trichoderma de 7mm
de didmetro en el centro de cajas petri. Los valores de crecimiento fueron
registrados cada 24 horas. Se realizaron cinco repeticiones por cada
cepa, las cuales se mantuvieron a 27°C durante el periodo de

evaluacion.

2.3.1 Confrontacion in vitro de cepas Trichoderma sp. Yy
Moniliophthora roreri.
La prueba de enfrentamiento se realiz6 en medio PDA (papa
dextrosa agar), siguiendo la metodologia utilizada por Reyes y col

(2008).
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Las cajas fueron incubadas bajo las mismas condiciones del

antagonista durante siete dias, haciéndose mediciones cada 24
horas del crecimiento radial del micelio de cada uno de los
hongos. Para los controles se sembrd en cajas separadas un
disco de de cada aislamiento patogénico, los cuales fueron

incubados bajo las condiciones anteriormente mencionadas.

Los tratamientos consistieron en enfrentamientos (cultivo dual) de
colonias de patdégenos y colonias de antagonistas procedentes de

la misma provincia (Tabla 3).

TABLA 3.
Tratamientos empleados para la evaluacién de antagonismo

de Trichoderma sp. frente a M. roreri.



T1 Esmeraldas (TchE_001) i
M. roreri Esmeraldas
T2 Esmeraldas (TchE_002)
T3 Manabi (TchM_001) . i
M. roreri Manabi
T4 Manabi (TchM_002)
T5 Guayas (TchG_001) .
M. roreri Guayas
T6 Guayas (TchG_002)
T7 Los Rios (TchR _001) . .
M. roreri Los Rios
T8 Los Rios (TchR _002)
T9 El Oro (TchO_001) .
M. roreri El Oro
T10 El Oro (TchO_002)

2.3.2 Efecto de filtrados de Trichoderma sp. sobre M. roreri.

Para la obtencion de los filtrados, discos de Trichoderma sp. de

7mm de didmetro provenientes de colonias en crecimiento fueron

sembrados en matraces de 1000 ml con medio PDB (potato

dextrose broth). Los matraces fueron sellados y colocados en una

zaranda con agitacion rotatoria constante a 120 r.p.m. durante un

periodo de siete dias.

A continuacion se filtr6 el medio con micelio a través de papel

filtro estéril, y se esterilizé el exudado a través de membranas

hidrofilicas millipore de 0,22 uym conectado a una bomba al

vacio.



Para evaluar la actividad antifungica de cada filtrado se dispenso
en cajas petri 10 ml de medio PDA (potato dextrose agar)
mezclado con cada una de las concentraciones (v/v) de los
filtrados de Trichoderma. Solidificado el medio se procedi6 a
sembrar discos del patdgeno en el centro de las cajas petri, las
cuales se sellaron e incubaron a 27°C durante el periodo de

evaluacion.

En la tabla 4 se detalla cada uno de los tratamientos empleados

en este ensayo:

TABLA 4.

Descripcion de los Tratamientos para la evaluacién de

filtrados de Trichoderma sp.

TRATAMIENTO FlL-I(-(I)};)ADO
T1 1
T2 5
T3 10
T4 30
T5 50
T6 70

Control 0




2.4 Parametros de evaluacioén

De acuerdo al ensayo en ejecucion, los parametros evaluados fueron los

siguientes:

1. Radio de las colonias.- para los ensayos con bioles y Trichoderma
se midio el crecimiento radial de cada una de las colonias cada 24
horas; para realizar dicha medicion se dividié la caja petri en cuatro
cuadrantes, en los cuales se tomaron mediciones de cinco puntos

de referencia. La medicion se realiz6 con una regla milimétrica.

Para calcular el porcentaje de inhibicién se usé la formula PICR =
(R1 — R2)/R1 x 100, donde R1 es el radio mayor (radio promedio
del patdgeno testigo) y R2 es el radio menor (radio promedio del

patdgeno en el tratamiento).

2. Peso de micelio .- 21 dias después de la siembra de discos de M.
roreri en medio liquido con biol ,se filtr6 el micelio de cada
erlenmeyer en papel filtro previamente pesado, luego se registro su

peso a las dos horas (peso humedo) y a los dos dias (peso seco).

Disefio experimental y andlisis estadisticos.
El disefio utilizado fue completamente aleatorizado (DCA), utilizando una caja

Petri como unidad experimental con cinco repeticiones por cada tratamiento.



Se empleo estadistica descriptiva univariada para la estimacion de parametros

de tendencia central y dispersion.

La normalidad de datos fue comprobada con el test de Kolmogorov-Smirnov, y

la homogeneidad de varianzas con el test de Levene.

Se empled la prueba de Kruskal-Wallis para datos no paramétricos y el
estadistico de Tamhane para datos normales con varianzas no homogéneas y
Tukey para varianzas homogéneas.

Todos los datos fueron analizados mediante la versidon 13 SPSS para

Windows y con el software estadistico Infostat.



CAPITULO 3

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Efecto de bioles sobre M. roreri.

3.1.1 Efecto de concentraciones de bioles sobre el desarrollo de M.

roreri en medio soélido

Se evaluaron seis concentraciones de bioles provenientes de cinco
zonas, los cuales fueron elaborados bajo un mismo protocolo. A

continuacion se detalla los resultados por zona de estudio.
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FIGURA 3.1 Crecimiento radial de M. roreri
con diferentes concentraciones de los bioles provenientes de
Esmeraldas (A), Manabi (B), Guayas (C), Los Rios (D) y El Oro

(E).

alos 7y 14 dias



Como puede apreciarse, todos los bioles producidos lograron la

inhibicion total del crecimiento del patogeno al emplearse
concentraciones del 5% o superiores. En los dos tiempos de

evaluacion los resultados fueron similares.

Los tratamientos en los que se empled la minima concentracion de
bioles (1%), fueron los Unicos en los que se evidencio crecimiento
del patégeno. No obstante, este fue inferior en todos los casos al
crecimiento registrado en los controles. El biol de EI Oro, fue el que
produjo una menor inhibicion del patégeno a la concentracion del 1%
(Figura 3.1 E). Los valores de crecimiento al 1% de cada uno de los

bioles evaluados, en comparacién con los controles se expresan en

la Tabla 5.

TABLA 5

Tabla comparativa entre los valores de crecimiento radial
promedio de M. roreri al 1% de concentracién de biol y en el

control. Resultados obtenidos alos 7 y 14 dias de evaluacion.

Crecimiento radial promedio de M. roreri [mm]
Tratamiento | Esmeraldas | Manabi Guayas | Los Rios El oro
7% ‘ 14* 7 ‘ 14 7 ‘ 14 7 ‘ 14 7 ‘ 14
1% 510 25,02 (5,005 22,35|1053 29,92 | 1,54 11,78| 9,17 27,19
Control 10,40 34,23 10,16 31,57 [ 13,50 38,17 |16,11 36,25 |10,93 32,13




* dias de evaluacién

TABLA 6

Porcentaje de Inhibicibn del crecimiento radial de
Moniliophthora roreri por efecto de bioles provenientes de

Esmeraldas, Manabi, Guayas, Los Rios y El Oro, a los 14 dias de

evaluacion.
Concentracién Inhibicion de M. roreri

de biol (%) Esmeraldas Manabi Guayas Los Rios El oro
1 27,052 29,19 * 2162 ° 59,39 ® 15,78 ?
5 100 ° 100 ° 100 ° 100 ° 100 °
10 100" 100 ° 100 ° 100 ° 100 °
30 100 ° 100 ° 100 ° 100 ° 100 °
50 100 ° 100 ° 100 ° 100 ° 100°
70 100 ° 100 ° 100 ° 100 ° 100 °

Medias con las mismas letras en la misma columna no difieren estadisticamente

p>0.05

El estudio demostré que las enmiendas liquidas de produccién local

tienen propiedades inhibitorias in vitro sobre M. roreri.

A partir de concentraciones al 1% v/v de biol mezclado con medio de
cultivo el desarrollo micelial de M. roreri se vio afectado presentando
inhibicibn en un rango que vari6 de 15% a 59%, mientras que

concentraciones al 5% v/v de los biopreparados provenientes de las



cinco zonas en estudio inhibieron completamente el desarrollo del
hongo. La efectividad de estos bioproductos organicos coincide con
los resultados obtenidos por Jiménez (2008) al trabajar con
Mycosphaerella fijiensis. También otros autores aluden la capacidad

gue tienen los bioles para reducir enfermedades causadas por

Botrytis, Phytophthora y Venturia [21, 31, 42].

3.1.2 Efecto de concentraciones de bioles sobre el desarrollo de M.

roreri en medio liquido.
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FIGURA 3.2 Peso de micelio de M. roreri en medio
liguido con bioles preparados en cinco zonas:
Esmeraldas (E), Manabi (M), Guayas (G), Los Rios (R) y
El Oro (0). Los bioles fueron evaluados a
concentraciones de 1, 5, 10, 30, 50 y 70 % (v/v) previa

esterilizacion por calor. La evaluacion fue hecha a los
21 dias después de lainoculacion.



La variable peso considerada para el andlisis de los bioles de las
cinco provincias en medio liquido, evidencié que M. roreri no se
desarroll6 en ninguna de las concentraciones de bioles evaluadas.
Este comportamiento difiere del registrado en el ensayo en medio
sélido donde el patégeno aislado de cada una de las cinco
localidades pudo crecer al utilizar 1% de biol en el medio. La figura
3.2 muestra el crecimiento de M. roreri solo en el tratamiento control.
Estos resultados afirman que los bioles de las cinco zonas de la

Costa, tienen propiedades inhibitorias in vitro sobre M. roreri.

Conjuntamente a la accién inhibitoria que poseen los bioles, se
demostré que los metabolitos o compuestos relacionados con la
inhibicion del patdégeno, poseen propiedades termo resistentes, es
decir, a pesar de haber sido sometidos a altas temperaturas, los
compuestos producidos durante la fermentacion anaerdbica
preservan su actividad fungicida. Resultados similares fueron

observados por Quito (2007).

3.1.3 Recuperacion de micelio de M. roreri luego del efecto directo de
bioles.
La evaluacion realizada en este ensayo revelo la incapacidad de M.
roreri de poder recuperarse luego de haber sido sometido a

concentraciones de biol de 5, 10, 30, 50 y 70%.



En la figura 3.3 se observa el efecto fungicida de los cinco bioles
estudiados sobre el hongo causante de la moniliasis al no constarse
crecimiento alguno. La duracion de este efecto fue notorio habiendo
transcurrido 60 dias luego de haber retirado el biol del medio de

cultivo.

FIGURA 3.3 Discos de M. roreri en medio PDA luego del
efecto directo de Bioles producidos en las provincias de
Esmeraldas(a), Manabi (b). Guayas(c), Los Rios (d) y El Oro (e).
Se observa la muerte del patdbgeno que fue intoxicado con
bioles en concentraciones desde 5% hasta 70% a los 60 dias.



3.2 Efecto de Trichoderma sp. sobre M. roreri

3.2.1 Crecimiento de Cepas de Trichoderma sp.

Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 3.4 y 3.5.

Crecimiento promedio

[mm]
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FIGURA 3.4 Crecimiento promedio de Trichoderma

sp. por

provincia. Datos registrados a las 24, 48 y 72 horas de

evaluacion.
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FIGURA 3.5 Crecimiento radial de las cepas de Trichoderma sp.
aisladas en diferentes provincias: Esmeraldas (E), Manabi (M),
Guayas (G), Los Rios (R) y El Oro (O). Evaluacion realizada a
las 72 horas después de la siembra (Figura A). Cultivos de las
cepas con mayor crecimiento; TchM_001 Manabi y TchR_002
Los Rios (Figura B).

El analisis de cada una de las cepas se llevé a cabo registrando el
crecimiento radial cada 24 horas, los valores promedios obtenidos
fueron de 41.2, 49.9, 48.6, 48.4, 45.2 mm para las provincias de
Esmeraldas, Manabi, Guayas, Los Rios y El Oro respectivamente
(Figura 3.4). Los resultados obtenidos revelaron que existieron
siete niveles de significancia (p<0,05) entre las cepas aisladas de
cada provincia, destacandose las cepas TchM_001 y TchR_002

de las provincias de Manabi y Los Rios (Figura 3.5).

3.2.2 Efecto antagoénico de Trichoderma sp. frente a M. roreri en

cultivo dual.

Trichoderma sp. Vs. M. roreri Testigo




2 dias 4 dias 4 dias

FIGURA 3.6 Cultivo dual de Trichoderma sp. cepa nativa de la
provincia del Guayas con el aislado de Moniliophthora roreri
(Izquierda y centro de la figura); Placa testigo sin el
biocontrolador (derecha de la figura), incubadas a una
temperatura de 27°C.

Luego de 15 dias de incubacion en cultivos duales, las cepas de
Trichoderma sp. lograron inhibir el crecimiento de los aislados de M.

roreri.

Al comparar la capacidad controladora entre las cepas por provincia,
se pudo evidenciar diferencias significativas (p<0,05) entre los
aislados de Esmeraldas y Guayas Unicamente, mientras que las dos
cepas de cada una de las las provincias de Manabi, Los Rios y El
Oro tuvieron un efecto de control similar entre si sobre M. roreri, es

decir, sin diferencias estadisticas (p>0,05) entre ellas (Figura 3.7).
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Letras distintas indican diferencias significativas al 5%

FIGURA 3.7 Porcentaje de inhibiciéon de Moniliophthora roreri
por efecto antagdnico de aislados de Trichoderma sp. de las
provincias de Esmeraldas, Manabi, Guayas, Los Rios y El
Oro. Evaluacion realizada a los 15 dias Iluego del

enfrentamiento.

En general se inhibié el crecimiento del patégeno en un rango que
vario de 89,57 % a 100 %, lo cual demuestra que probablemente
Trichoderma sp. pudo tener una tasa de incorporacion de nutrientes,
tasa de metabolismo y un crecimiento superior a M. roreri, utilizando
distintos mecanismos que le permitieron aprovechar mejor los

nutrientes del medio y privar al patégeno de utilizar los recursos [44].

En concordancia con otros autores [30], estos microorganismos
fueron capaces de generar un elevado nivel de competitividad por el
sustrato, pues ejercieron un hiperparasitismo parcial y total sobre las
colonias de los fitopatdgenos, aspecto que se manifestd al realizar
los ensayos y evaluarlos al término de 96 horas después de

sembrados, tal como se observa las figuras en el apéndice B.



3.2.3

A pesar de esto, los valores de inhibicion observados en las cepas
TchE_001, TchE_002 , TchG 001 y TchG_002 indicarian una
actividad selectiva de las cepas de Trichoderma sp. nativas. Segun
lo observado por Lo y col. (1998) existirian dos tipos de interacciones
en siembras duales con Trichoderma sp. En la primera, las hifas del
patdgeno se aprecian dafiadas y con menor crecimiento en la
proximidad de las hifas de Trichoderma sp., indicando la accién de
toxinas, enzimas extracelulares y/o antibiéticos solubles o volatiles
liberados por el agente biocontrolador. En la segunda, las hifas de
Trichoderma se enrollan sobre las del patégeno utilizando estas
como sustrato. En este ensayo se observo en todos los casos una
detencion del crecimiento de M. roreri y una posterior colonizacion de
Trichoderma en toda la superficie de la placa en muy poco tiempo,

caracteristica que se atribuye a su alto nivel de esporulacion.

La actividad controladora de Trichoderma sp. sobre M. roreri es
evidente al estar dentro de los rangos de efectividad por

antagonismo reportados por Martinez y Solano [41] .

Inhibicion de M. roreri por efecto de filtrados de Trichoderma

sp.
A continuacion se detallan los resultados logrados con cada una de
las concentraciones evaluadas de cada filtrado de las cepas de

Trichoderma sp. aisladas en las cinco provincias.
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FIGURA 3.8 Porcentaje de inhibicion de M. roreri por efecto de
concentraciones del exudado de dos cepas de Trichoderma
sp. aisladas de las provincias de Esmeraldas (A), Manabi (B),
Guayas (C), Los Rios (R) y El Oro (O). Evaluacién realizada a

los 15 dias.

De manera general los resultados revelan que se inhibi6 el
crecimiento de micelio de M. roreri en un rango que varid de
25,83% a 100 %. Los andlisis mostraron que existen diferencias
significativas (p < 0,05) entre tratamientos. Las cepas de cada
provincia que registraron mejores valores de inhibicion in vitro para
M. roreri fueron TchE_002, TchM_001, TchG_001, TchR_002 y
TchO_001 con rangos de inhibicion entre 32.8 - 96.1%, 33.1-

86.2%, 29.2- 100%, 42.7- 100% y 27.3 — 100% , respectivamente.

Se evidencio un efecto directo entre el porcentaje de inhibicion y el
porcentaje de exudado evaluado, es decir, el crecimiento micelial
de M. roreri se vio afectado a medida que se incrementaba la
concentracion del exudado (v/v) en el medio de crecimiento; este
comportamiento fue similar en todos los ensayos. Resultados
similares obtuvieron Samuels y col (2006), quienes reportaron la
inhibicion del crecimiento radial de M. roreri en un 47 y 100% por el

efecto de filtrados de dos especies de Trichoderma sp. También



reportes indican inhibicion del 100 % del crecimiento del micelio y
formacion de estructuras reproductivas en ensayos frente a Botrytis

cinérea [9].

El efecto antagonico que presentaron cada una de las cepas fue
muy cambiante, esta tendencia concuerda con lo expresado por
Dennis y Worasatit [17,67] quienes indicaron que la produccion de
enzimas y otros metabolitos por cepas de Trichoderma es muy
variable. Ademas, una cepa en particular puede producir diferentes
metabolitos en diferentes estados de desarrollo dependiendo de las

condiciones de cultivo [12].

Andlisis comparativo entre las alternativas de control para M.

roreri.
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FIGURA 3.9 Andlisis comparativo por cada alternativa de control
empleada: Bioles y Cepas de Trichoderma sp. Porcentaje de
inhibicion promedio de M. roreri obtenido en cada uno de los
tratamientos. Resultados observados con cada aislamiento
patogénico por provincia: Esmeraldas(A), Manabi (B), Guayas(C),
Los Rios (D), y El Oro (E).

Como se observa en el grafico 3.9 existieron diferencias significativas
(p<0,05) entre las alternativas de control empleadas en cada

provincia, siendo evidente que el mayor % de inhibicién se presentd



con el uso de Biol, a partir de concentraciones bajas (5%),

comportamiento observado en las cinco zonas estudiadas.

En cuanto a Trichoderma sp., el mayor efecto de control sobre M.
roreri se observo en las concentraciones mas altas; sin embargo la
accion controladora mostrada por los filtrados de las cepas aisladas
de la provincia de Los Rios y El Oro se consideran aceptables para el

control de esta enfermedad.

De manera general los resultados en este capitulo demostraron que
existe un gran potencial para controlar M. roreri agente causal de la
moniliasis del cacao con bioles preparados localmente (mayor grado)

y con el uso de biocontroladores (menor grado).

Sin embargo, por la necesidad de determinar el modo de accion, es
decir el efecto exacto de los bioles sobre el patégeno y la planta, se
considera primordial el continuo estudio sobre estos bioproductos, los
cuales desde ya se consideran con un elevado potencial para el
combate de la moniliasis, pudiendo ademas contribuir a la reduccion

de las aplicaciones de fungicidas.



Estos productos tienen el potencial de formar parte de un sistema de
manejo integrado y pueden hacer que la industria del cacao sea mas

sostenible, especialmente para pequefos agricultores.



CAPITULO 4

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

%+ Conclusiones

Los resultados de la presente investigacion nos permiten concluir lo

siguiente:

1. Los bioles estudiados en este experimento inhibieron el crecimiento
micelial de Moniliophthora roreri en condiciones in vitro a partir del 5% de
concentracion, segun lo demostrado este trabajo seria el primer reporte

del efecto del biol sobre M. roreri.

2. Los bioles poseen propiedades fungicidas al demostrarse que la
reactivacion del micelio de M. roreri luego de haber sido intoxicado con

este producto fue nula.



El efecto inhibitorio de los biofertilizante liquidos evaluados, no fue

afectado por la esterilizacion al calor.

Las cepas de Trichoderma sp. mostraron un claro efecto antagdnico

contra Moniliophthora roreri en los cultivos duales realizados in vitro.

Los filtrados de Trichoderma sp. presentaron un efecto fungistatico sobre

Moniliophthora roreri en las distintas concentraciones.

Recomendaciones

1. Se recomienda seguir realizando evaluaciones con los bioles en

concentraciones menores al 5% para poder determinar la DL50.

2. Adicionalmente se recomienda evaluar estos bioproductos como
alternativas de control para otros hongos fitopatégenos del cacao

como Moniliophthora perniciosa.



Este tipo de bioproductos deben ser analizados de manera mas
profunda por lo cual se recomienda realizar una caracterizacion
quimica para determinar los compuestos o ingredientes activos
formados durante el proceso de fermentacion, a los cuales se les
atribuye las propiedades fungicidas.

Se recomienda estudiar la biologia (componentes morfolégicos y

fisiolégicos) de Moniliophthora roreri luego del efecto de bioles.

En cuanto a Trichoderma, se recomienda realizar ensayos en
campo para determinar si el efecto controlador por competencia de
sustrato sobre M. roreri se ve afectado o alterado por algun factor

ambiental.

Se recomienda la busqueda de cepas de Trichoderma sp. que
liberen metabolitos secundarios con mayor grado de accion sobre

hongos patdgenos del cacao.
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APENDICES



APENDICE A

Resultados obtenidos en el crecimiento de las colonias de M. roreri con distintas
concentraciones de bioles.
Inhibicion al 1%

Control

Inhibicion al 5%

Inhibicion al 10%
Inhibicion al 50%

Inhibicion al 30%

Inhibicion al 70%

Discos de M. roreri en medio PDA + diferentes concentraciones de Bioles producidos en las provincias
de Esmeraldas (1), Manabi (ll), Guayas (lll), Los Rios (IV), El Oro (V). Se observa la inhibicion del
desarrollo del patégeno al emplear concentraciones de biol desde 5 hasta 70% (tercera a séptima caja

Petri).



APENDICE B

RESULTADOS OBTENIDOS EN CULTIVO DUAL DE Trichoderma vs.
Moniliophthora roreri.

TchE_002




Cultivo dual de Trichoderma sp. vs M. roreri . Resultados evidenciados con aislamientos de la
provincia de MANABI.




Cultivo dual de Trichoderma sp. vs M. roreri . Resultados evidenciados con aislamientos de la provincia
del GUAYAS.




Cultivo dual de Trichoderma sp. vs M. roreri . Resultados evidenciados con aislamientos de la
provincia de Los Rios.




TchO_001 vs. M. roreri

Cultivo dual de Trichoderma sp. vs M. roreri . Resultados evidenciados con aislamientos de la
provincia de El Oro.



APENDICE C

INHIBICION DE M. roreri POR EFECTO DE FILTRADOS DE CEPAS DE Trichoderma
sp.

ESMERALDAS TchE_001

10 dias

Efecto de filtrados de las cepas TchE_001 y TchE_002 aisladas de la provincia de Esmeraldas.

Inhibicion observada a los 5 y 10 dias de evaluacion en las concentraciones al 1, 5, 10, 30,50 y
70% de concentracion.

MANABI TchM 001



10 dias

MANABI TchM 002

10 dias

Efecto de filtrados de las cepas TchM_001 y TchM_002 aisladas de la provincia de Manabi.
Inhibicion observada a los 5 y 10 dias de evaluacion en las concentraciones al 1, 5, 10, 30, 50 y
70% de concentracion.

GUAYAS TchG 001



5 dias 10 dias

GUAYAS TchG 002

10 dias

Efecto de filtrados de las cepas TchG_001 y TchG_002 aisladas de la provincia de Guayas.
Inhibicion observada a los 5 y 10 dias de evaluacion en las concentraciones al 1, 5, 10, 30, 50 y
70% de concentracion.

LOS RIOS TchR 001



LOS RIOS TchR 002

10 dias 15 dias

Efecto de filtrados de las cepas TchR_001 y TchR_002 aisladas de la provincia de Los Rios.
Inhibicion observada a los 10 y 15 dias de evaluacidon en las concentraciones al 1, 5, 10, 30, 50 y
70% de concentracion.

EL ORO TchO 001



10 dias

10 dias

Efecto de filtrados de las cepas TchO_001 y TchO_002 aisladas de la provincia de El Oro.
Inhibicion observada a los 10 dias de evaluacion en las concentraciones al 1, 5, 10, 30, 50 y 70%
de concentracidn.



