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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar el potencial antagénico del hongo Trichoderma
spp, frente a los hongos fitopatdégenos Crinipellis perniciosa y Moniliopthora
roreri, se aislaron cepas de estos microorganismos de muestras tomadas
del jardin clonal de cacao ubicado en el campo politécnico de la ESPAM
MFL, donde se aislaron 28 cepas de las cuales basadas en sus
caracteristicas fisicas cualitativas como color de esporas olor que emite el
medio y presencia de fialides se escogieron 12 cepas, siendo codificadas
C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8, C9, C10, C11, C12, para posteriormente
determinar la velocidad de crecimiento utilizando una regla estandarizada
en mm, mediante el disefio completamente al azar DCA con 4 réplicas y
establecer la capacidad antagdnica in vitro de acuerdo a las clases y
zonas de antagonismo, donde se confirmé que las cepas C1, C3, C4, C5,
C10, C11 de Trichoderma spp., ejercieron antagonismo sobre M. roreri., y
las cepas C4y C10, sobre C. perniciosa., al quinto dia de evaluacion.

Palabras Claves: Cepas, antagonismo, in vitro, Fitopatdégeno,

esporulacion, fialides.



CAPITULO I. ANTECEDENTES

El cultivo de cacao (Theobroma cacao L) es una de las mejores
alternativas econémica en Ecuador, debido a que su produccion es muy
reconocida en el mercado internacional por las caracteristicas
organolépticas que posee; esta condicion representa un gran desafio ya
gue existen enfermedades que causan serios problemas a este cultivar, lo
cual se procura controlar empleando fungicidas de sintesis quimico que
provocan desventajas econdémicas y ecoldgicas, por los costos y el

deterioro al medio ambiente.

Ante ello la utilizacién de agentes microbiol6gicos o biocontrol es, en la
actualidad, una de las opciones para la proteccién de los cultivos atacados
por patogenos fangicos del suelo y del ambiente. Microrganismos
antagonicos del género Trichoderma spp., estan entre los mas estudiados,
por tratarse de un hongo facilmente cultivable en diferentes medios, tener
crecimiento rapido y produccién de antibiéticos que atacan una amplia

gama de hongos fitopatdogenos (Yanez, 2003).

Stefanova et al., (1999), mencionan que la eficiencia del biocontrol
realizado por Trichoderma esta asociada con la produccion de antibiéticos
no volatiles y con otros mecanismos tales como el micoparasitismo, en el

cual posee gran importancia la excrecion de quitinasa y proteasas.

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA.

La produccion de cacao es uno de los principales rubros de explotacion en
el Ecuador, por sus buenas caracteristicas organolépticas que posee, tiene
excelente acogida en el mercado internacional, sin embargo existen
enfermedades que afectan drasticamente dichas caracteristicas, estas
enfermedades son causadas por los hongos (Crinipellis perniciosa) y
(Moniliophthora roreri), el control de estas enfermedades flngicas ha
llevado al uso de productos quimicos, los cuales causan problemas al

ambiente, los suelos y al hombre.

La escoba de bruja (C. perniciosa) es una enfermedad que afecta a todos



los tejidos, en crecimiento, del arbol; lo cual incide directamente en la
formacion de brotes sanos, por ende puede producir perdidas en

plantaciones hasta en un 80% (Arazazu, 2000).

La monilla (M. roreri), afecta directamente a los frutos en cualquier edad de
su desarrollo, causando disminucién en la produccion, deterioro de la
calidad del cacao y pérdidas econdémicas para los productores y el pais.
Se ha reportado perdidas en plantaciones hasta en un 90% (Hernandez
et al., 1991).

A pesar de la existencia y uso de fungicidas de ultima generacion, es
evidente el incremento de estos fitopatégenos, la reduccion de la

productividad y encarecimiento de los costos de produccion.
1.2. JUSTIFICACION

El uso de microorganismos es una buena alternativa para el manejo de
enfermedades fungicas; en especial el hongo Trichoderma spp., por que es
un hongo benéfico capaz de ejercer control hacia otros hongos que causan
dafio a las plantas, la utilizacion del mismo permite estar en armonia con el

medio ambiente y nosotros mismos.

El antagonismo, como mecanismo del proceso ecolégico de regulacion
natural de plagas es mas efectivo si lo desarrollan organismos autéctonos
porque estan adaptados a las condiciones intrinsecas, de alli la
importancia de aislar cepas de Trichoderma spp., de las unidades de
produccion de cacao de la localidad y evaluar su eficiencia a nivel de

laboratorio y a futuro validarlas en condiciones de campo.

1.3. OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Generar informacién respecto al antagonismo in vitro de Trichoderma spp.,

frente a C. perniciosa y M. roreri.



OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Aislar cepas del hongo antagonista Trichoderma spp., ¥y
fitopatogenos a partir de muestras de suelo y tejidos vegetal,

tomadas en el jardin clonal de cacao de la ESPAM - MFL.

e Determinar la velocidad de crecimiento de cada cepa aislada de

Trichoderma spp.

e Establecer la capacidad antagbénica de las cepas aisladas de

Trichoderma spp., frente a C. perniciosa y M. roreri.

1.4.-HIPOTESIS.

Las cepas de Trichoderma spp. aisladas del jardin clonal de cacao ejercen

antagonismo a nivel in vitro sobre C. perniciosa y M. roreri.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1.- IMPORTANCIA DEL BIOCONTROL.

Segun Hall, (1974), el potencial o capacidad de diseminacion de un
organismo bio-controlador depende de varios factores: la virulencia del
microorganismo, susceptibilidad del huésped y transmision de un individuo
a otro o de una poblacién a otra. La mayoria de los patégenos depende
para su movilidad de factores fisicos (agua, viento) o bibticos (parasitos y

depredadores).

Esposito y Da Silva (1998), manifiestan que el género Trichoderma es un
grupo de hongos ampliamente utilizado debido a sus multiples usos en la
agricultura, es el fungicida biolégico mas estudiado y empleado; de igual
forma es estimulador de crecimiento en plantas y utilizado como agente de
bioremediacion, ya que degrada algunos grupos de pesticidas de alta

persistencia en el ambiente.

En América Latina y el Caribe, son pocos los estudios de diversidad
de Trichoderma spp. a pesar de la gran potencialidad biotecnoldgica
gue posee este género. Trichoderma suele encontrarse en madera en
descomposicion y en casi todo tipo de suelos siendo la rizésfera un
sitio ideal para encontrar cepas de Trichoderma que interactien con
plantas de T. cacao (Druzhinia y Kubicek (2005), Benitez et al., (2004)
y Vera, (2005) citados por Marzuly y Domenico (2010).

Biocontrol (2005), manifiesta que las especies de Trichoderma,
ampliamente difundidas en la comunidad microbiana de los suelos y con
marcadas propiedades antagonistas, poseen representantes
caracterizados por su alta produccion de sustancias gaseosas. Segun
Dennis y Webster (1971), lo que permite diferenciar las especies de
Trichoderma es un pronunciado aroma a coco que se desprende del medio

de cultivo.

Trichoderma spp., es un hongo comunmente utilizado como agente de



biocontrol, con el cual se han conseguido buenos resultados frente algunos
patdgenos del suelo en condiciones experimentales (Baker y Cook 1983).

Krauss (2001) y Soberanis (2002), citado por César et al., (2007),
manifiestan que han obtenido experiencias halagadoras, por el eficiente
efecto de cepas importadas y nativas de Trichoderma spp., para controlar

moniliasis de cacao, asi como para control de C. perniciosa.
2.2.- ASPECTOS GENERALES DE Trichoderma spp.

El Trichoderma spp., es un tipo de hongo anaerobio facultativo que se
encuentra naturalmente en un namero importante de suelos agricolas y
otros tipos de medios. Pertenece a la subdivision Deuteromycete que se
caracterizan por no poseer 0 no presentar un estado sexual determinado
(Harman, 2001).

Asi mismo manifiesta que este hongo se encuentra ampliamente
distribuido en el mundo, y se presenta naturalmente en diferentes rangos
de zonas de vida y habitat, especialmente en aquellos que contienen
materia organica o desechos vegetales en descomposicion, asi mismo en
residuos de cultivos especialmente en aquellos que son atacados por otros
hongos. Su desarrollo se ve favorecido por la presencia de altas
densidades de raices, las cuales, son colonizadas rapidamente por estos

microrganismos.

Esta capacidad de adaptacion a diversas condiciones medioambientales y
sustratos confiere a Trichoderma spp., la posibilidad de ser utilizado en la

industria de la biotecnologia (Biocontrol, 2005).

Asi mismo las especies de Trichoderma ampliamente difundidas en la
comunidad microbiana de los suelos y con marcadas propiedades
antagodnicas, poseen representantes caracterizados por su alta produccion
de sustancias gaseosas, lo que permite diferenciar a estas Ultimas, es un

pronunciado aroma a coco que se desprende del cultivo.

Ademas, Trichoderma spp., tiene diversas ventajas como agente de control



biolégico, pues posee un rapido crecimiento y desarrollo, aparte de esto
produce una gran cantidad de enzimas, inducidas con la presencia de
hongos fitopatégenos. Puede desarrollarse en una amplia gama de
sustratos, lo que facilita su produccién masiva para uso en la agricultura.
Su gran tolerancia a condiciones ambientales extremas y a habitat donde
los hongos causan enfermedad le permiten ser eficiente agente de control,
de igual forma puede sobrevivir en medios con contenidos significativos de

pesticidas y otros quimicos.

En cuanto a los preparados a base de este hongo se pueden presentar
tanto en formulacién liquida, como en solida, conteniendo en cualquier
caso un minimo de 1 x 10" UFC (unidades formadoras de colonias) por
gramo de peso seco, o por mililitro de producto.

La mayoria de las colonias de Trichoderma en su inicio tienen color blanco,
gue se tornan a verde oscuro o amarillento, con esporulacién densa, el
micelio es ralo en su mayoria, y visto al microscopio es fino, los
conidioforos son ramificados, parecen un arbol pequefio, estos terminan en
fidlides donde se forman las esporas asexuales o conidios, de gran
importancia para la identificacion taxondmica a nivel de especies. Los
conidios aseguran las generaciones del hongo durante gran parte del

periodo vegetativo de las plantas (Rifai, 1969).

La mayoria de las especies de Trichoderma presentan clamidosporas las
que toleran condiciones ambientales adversas, son estructuras de
sobrevivencia y permiten que el hongo pueda perdurar a través del tiempo
(Stefanova, 1999).

2.2.1.- CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS.

Para Rifai (1969), las caracteristicas generales para todas las cepas o

razas de Trichoderma spp., son las siguientes:
e Colonia

Las especies del género Trichoderma pueden formar colonias flojas o



compactas, pudiendo presentarse numerosas variaciones entre éstos dos
extremos; ocasionalmente se presentan estas dos caracteristicas sobre
una misma colonia. La compactacion de las colonias se debe posiblemente

0 esta relacionada con la estructura de los conidiéforos.

El color de las colonias se debe a la pigmentacion de las fialosporas, asi
como, a la cantidad de esporas producidas; algunos aislamientos pueden
producir cristales o secretar pigmentos que decolora el medio, el pH del
medio influye en la coloracién de las colonias de Trichoderma spp., puede
mostrar una coloracion diferente, que varia de amarillo a amarillento o
verde claro; ademas la presencia de elongaciones de las hifas estériles
sobre los penachos de los conidioforos de Trichoderma hamatum, hacen
que las colonias aparezcan blancuzcas o verde grisaceas. Algunas

colonias presentan desprendimiento de olores.
e Micelio.

El micelio se encuentra constituido por hifas hialinas, septadas de paredes

lisas y con abundante ramificacion.
e Clamidospora.

Las clamiddsporas estan presentes en muchas especies, las mismas que
pueden ir intercaladas, ocasionalmente terminales o sobre una ramificacion

lateral de una hifa corta, es globosa o elipsoidal, incolora y de pared lisa.
e Conididforo.

Los conidi6éforos poseen una estructura compleja, caracterizada por su
abundante ramificacion, conicos o piramidales. Sobre las ramificaciones
principales de los conidioforos se producen ramificaciones principales
laterales cortas, individuales o en grupos de tres, otros se colocan hacia
fuera, alejado de las ramificaciones laterales cortas. El 4pice de cada rama
termina en una fialide, excepto en Trichoderma hamatum y Trichoderma
polysporum, en las cuales la ramificacion principal de los conidiéforos

comunmente termina en una prolongacion simple, curvada o recta, con



elongaciones de hifas estériles a manera de latigo; por lo general los

conidioforos tienen apariencia similar a la forma de las coniferas.
o Fialides.

Son estructuras que se parecen a un frasco, a una pera, por lo general
reducida en su base, con una hinchazén en la parte media, luego atenuado
bruscamente cerca del apice en un cono angosto y con cuello subcilindrico.
Las fialides se disponen en grupos irregulares de hasta cinco alrededor del
extremo de las pendltimas células de las ramificaciones o pueden
originarse a lo largo de las mismas, en forma individual, alternadamente o
en pares opuestos. Generalmente las fidlides terminales son ligeramente

mas largas que las originales bajo ellas.
e Esporas.

Las esporas son fialosporas producidas individualmente o sucesivamente
acumuladas en el apice de las fialides, conformando una cabeza de
esporas, cuyo didmetro es inferior a 15 micras, rapidamente pueden estar
en cadenas cortas; ovoides, elipticas, cilindricas o casi oblongas, a veces

con apariencia angular, ocasionalmente trucada en su base.
2.2.2.- MECANISMOS DE ACCION.

Harman (2001), reporta varios mecanismos demostrados recientemente,

con los cuales Trichoderma spp., actia como bio-controlador.
e Micoparasitismo.

El micoparasitismo es el fenébmeno por el cual un hongo coloniza a otro,

cubriendo una gran cantidad de eventos en este tipo de interaccion.

Las especies de Trichoderma durante el proceso de micoparasitismo
crecen quimiotropicamente hacia el hospedante, se adhieren a las hifas del
mismo, se enrollan en ellas frecuentemente y las penetran en ocasiones.
La degradacion de las paredes celulares del hospedante se observa en los

estados tardios del proceso parasitico, que conlleva al debilitamiento casi



total del fitopatdégeno (Carsolio et al., 1999).

Chet et al., (1998) Citado por Pérez (2004) manifiestan que el
micoparasitismo como mecanismo de accion antagonica en Trichoderma
spp., ha sido ampliamente estudiado. No obstante, existen aspectos en el
mismo que no estan totalmente esclarecidos. Este es un proceso complejo
gue para su estudio se ha separado en cuatro etapas. El desarrollo de
cada etapa depende de los hongos involucrados, de la accién biotréfica o
necrotréfica del antagonista y de las condiciones ambientales. Chet y
Benhamou (1998), explican detalladamente cada una de estas etapas,
para el caso de las especies de Trichoderma spp.

e Reconocimiento.

Las investigaciones realizadas a lo largo de muchos afios con un nimero
considerable de cepas de Trichoderma y de especies han demostrado que
estas son efectivas so6lo contra patdégenos especificos. El conocimiento de
esta especificidad condujo a la idea de que el reconocimiento molecular
entre Trichoderma y el hospedante es el evento esencial que precede al

proceso antagonista (Chet 1998).

Barondes (1981) citado por Chet y Benhamou (1998). Manifiestan que es
un elemento a tener en cuenta para la aplicacién de este hongo, y para la
biusqueda de nuevos aislamientos mas adaptados y eficaces. El
reconocimiento se realiza a través de interacciones lectinas-carbohidratos.
Las lectinas son proteinas enlazadas a azucares, las cuales aglutinan
células y estan involucradas en las interacciones entre los componentes de
la superficie de las células y su ambiente extracelular, La produccion de
lectinas se ha investigado en R. solani y S. rolfsii. En todos los casos se
encontraron evidencias directas, de que las lectinas estan involucradas en

el micoparasitismo. (Pérez 2004; Chet y Benhamou 1998).
e Adhesion y enrollamiento

Cuando el reconocimiento es positivo, las hifas de Trichoderma se



adhieren a las del hospedante mediante la formacion de estructuras
parecidas a ganchos y apresorios, se enrollan alrededor de estas,

mediado por procesos enzimaticos (Pérez, 2004).

Segun Chet y Elad (1983), citado por Martinez et al., (1994), la adherencia
de las hifas de Trichoderma ocurre gracias a la asociacion de un azucar de

la pared del antagonista con una lectina presente en la pared del patégeno.

e Actividad litica

En esta etapa ocurre la produccion de enzimas liticas extracelulares,
fundamentalmente quitinasas, glucanasas y proteasas, que degradan las
paredes celulares del hospedante y posibilitan la penetracion de las hifas
del antagonista (Haram et al., 1996).

Por los puntos de contacto donde se produce la lisis y aparecen los
orificios, penetra la hifa del micoparasito en las del hongo hospedante. La
actividad enzimatica en Trichoderma ha sido estudiada extensamente, asi

como las posibles funciones que desenvuelven en el micoparasitismo.

Las especies de Trichoderma tienen un elevado potencial parasitico, con
una actividad metabdlica muy particular, que les permite parasitar
eficientemente las estructuras fungicas de los hongos (Sandoval y Lopez
2002).

Trichoderma excreta muchos metabolitos dentro de ellos enzimas
(celulasas, glucanasas, lipasas, proteasas y quitinasas) que participan en
la lisis de la pared celular de las hifas del hospedante, facilitando la
insercion de estructuras especializadas y de hifas de Trichoderma, que
absorben nutrientes del interior del hongo fitopatégeno. Eveleigh et al.,
(1986), plantearon que el micoparasitismo finalmente termina con la

pérdida del contenido citoplasmatico de la célula del hospedante.

El citoplasma restante esta principalmente rodeando las hifas invasoras,

mostrando sintomas de disgregacion, lo que disminuye la actividad



patogénica del mismo. Desde el punto de vista practico las enzimas se
tienen en cuenta como criterio en la seleccion de aislamientos. Elad, et al.,
(1983), encontraron que los aislamientos de Trichoderma eficaces en el
control de patdgenos vegetales eran capaces de producir glucanasas,
quitinasas y proteasas, por lo que recomienda que los aislamientos de
Trichoderma spp., pueden ser seleccionados como agentes de control
biolégico en base a su capacidad de producir R-1,3-D glucanasa y

guitinasa en presencia de glucano y quitina, respectivamente.

e Antibiosis

La antibiosis es la accion directa de antibioticos o metabolitos téxicos
producidos por un microorganismo sobre otro sensible a estos. Algunos
autores opinan que la antibiosis no debe ser el principal mecanismo de
accion de un antagonista, ya que existe el riesgo de aparicion de cepas del

patdgeno resistentes al antibiético (Vero y Mondino 1999).

Muchas cepas de Trichoderma producen metabolitos secundarios volatiles
y no volatiles, algunos de los cuales inhiben el desarrollo de otros
microorganismos con los que no hacen contacto fisico. Tales sustancias
inhibidoras son consideradas “antibiéticos” (Hjeljord y Tronsmo 1998). Al
inicio se estimo que la actividad inhibidora de aislamientos de Trichoderma
sobre otros hongos se debia solo a compuestos no volatiles. Dennis y
Webster (1971), fueron los pioneros en esta tematica, con la realizacién de
los trabajos méas completos acerca de la funcion de los antibi6ticos
producidos por hongos del género Trichoderma sobre patdégenos de las
plantas. Ellos relacionaron la actividad antibiética de Trichoderma spp., con
compuestos no volatiles, entre los que se encontraban uno identificado
como trichodermina y otros metabolitos peptidicos. En investigaciones
posteriores determinaron que Trichoderma spp., produce dos antibiéticos

mas: gliotoxina y viridina.

Mas tarde Oliver y Germain (1998) citado por Martinez et al., (1994),

informaron que T. harzianum Rifai produce numerosos antibiéticos como



son: trichodermina, suzukacilina, alameticina, dermadina, trichotecenos y

trichorzianina.

2.2.3.- INTERACCION DIRECTA CON EL PATOGENO.

e Parasitismo.

El término parasitismo se refiere al hecho de que un microorganismo
parasite a otro. Puede ser definido como una simbiosis antagonica entre
organismos. El parasitismo consiste en la utilizaciéon del patbgeno como
alimento por su antagonista. Generalmente se ven implicadas enzimas
extracelulares tales como quitinasas, celulasas, Beta-1-3-glucanasas y
proteasas. (Melgarejo et al. 1989; Ulhoa, 1996).

Los antagonistas contribuyen a la atenuacién de los dafios que causan las
enfermedades en los agroecosistemas donde existan condiciones para su
desarrollo y conservacion. Para lograr este objetivo los microorganismos
beneficiosos presentan diferentes modos de accion que les permitan
ejercer su efecto biorregulador. Estos atributos, de conjunto con la
capacidad de multiplicarse abundantemente, se encuentran entre los de
mayor importancia para su seleccion como agentes de control biolégico
(Fernandez, 2001).

Desde los primeros estudios en esta tematica y hasta el presente, entre las
especies mas ampliamente estudiadas y aplicadas como control bioldgico,
se encuentran las del género Trichoderma, debido a su eficaz control,
capacidad reproductiva, plasticidad ecoldgica, efecto estimulante sobre los
cultivos y recientemente se detectd su accion como inductor de resistencia
sistémica en la planta a diferentes patdégenos (Cervantes, 2007 y Harman,
2004).

e Predacion.

En el caso de la predacion el antagonista se alimenta de materia organica

entre la cual ocasionalmente se encuentra el patdgeno. No ha sido un



mecanismo de accion muy importante en el desarrollo de agentes de
biocontrol. Los reportes mas conocidos citan la presencia de amebas en
suelos supresores de enfermedades las cuales se alimentan de las hifas

de hongos patdgenos entre otras fuentes de alimento (Campbell, 1989).

2.3.- MEDIOS DE CULTIVOS USADOS EN EL AISLAMIENTO DE
HONGOS.

Monzon y Rodriguez (s.f.) manifiesta que los medios de cultivo utilizados

habitualmente y que se encuentran en el mercado son:

e Agar extracto de malta (AEM). Se pueden valorar aspectos
morfolégicos microscopicos y macroscopicos, se consigue una

buena esporulacion.

e Agar papa dextrosa (PDA). Es un medio til para valorar el aspecto
morfolégico y la coloracion de la colonia. Su alto contenido de
carbohidratos condiciona un mayor crecimiento, en detrimento de la

esporulacion que suele retrasarse hasta un mes.

Otros medios de cultivo como agar harina de avena (OA), agar clavel
(CLA), agar arena, agar nutriente sintético (SNA), medio de komada, etc.,
se suelen utilizar en laboratorios especializados. La temperatura habitual
de incubacién de hongos es entre 25y 28°C.

24.- METODO PARA EL AISLAMIENTO DE HONGOS
PATOGENOS.

Este método puede ser usado para el aislamiento de cualquier hongo
segun Herrera y Mayea (1994), lograr el aislamiento del agente causal de
una determinada sintomatologia o enfermedad, permite, en primer lugar,
establecer la causa que origin6 dichos trastornos, es decir permite llegar a
diagnosticar la naturaleza del agente causal. No obstante, es muy comun
cuando se utilizan técnicas o métodos para el aislamiento del agente

causal, que mas de un microorganismo sea obtenido, por lo que



irreversiblemente se debe complementar una serie de postulados
establecidos por el bacteri6logo aleman Roberto Koch y que son conocidos

hoy en dia como los postulados de Koch, cuyos pasos son los siguientes:

e El organismo debe estar constantemente asociado con los sintomas

observados.

e Debe ser aislado y purificado, y encontrarse libre de otros

organismos.

e Al inocularlo sobre una planta hospedante susceptible debe

reproducir los mismos sintomas observados.

e EIl organismo debe ser reaislado de la planta hospedante inoculada
y en cultivo puro debe mostrar las mismas caracteristicas que el

cultivo original.

Para el aislamiento de hongos productores de micelio aéreo esporégeno
resulta exitoso simplemente transfiriendo directamente el micelio o masas
de esporas formadas sobre el tejido de la planta, sobre un medio
determinado (PDA). Cuando el crecimiento de micelio o la formacion de
esporas no es apreciable sobre el tejido de la planta hospedante se emplea
la técnica conocida como camara humeda, que consiste en tomar
porciones o pedazos de dicho tejido, lavarlo débilmente a chorro continuo
de agua corriente durante 10 6 15 minutos para remover de la superficie
las esporas de otros hongos saprofiticos y colocarlos luego sobre papel
filtro humedecido dentro de placas petri e incubar durante varias horas a
temperatura entre 26 y 30 °C. En caso de que determinados
microorganismos saprofiticos crezcan a mayor velocidad y cubran la
superficie del tejido, enmascarando el verdadero agente causal, debe
procederse a la desinfeccion superficial con hipoclorito de sodio al 1 %,

antes de colocar en cAmara humeda los pedazos de tejido enfermo.

Contindan manifestando que para el aislamiento de hongos presentes en el

interior de las plantas (haces vasculares, frutos, tubérculos) debe proceder



a la desinfeccion externa con el producto antes descrito, cortar el tejido con
un bisturi o escarpelo estéril y extraer porciones afectadas de la parte
interna y colocarlas o sembrarlas en un medio apropiado que favorezca el
crecimiento de las estructuras vegetativas o reproductoras. El ajuste del pH
en los medios empleados para el aislamiento debe garantizar valores bajos
(alrededor de 5,5) que impidan el crecimiento de bacterias.

2.5.- METODOS DE CONSERVACION DE HONGOS.

La gran diversidad genética del reino Fungi ha creado la necesidad de
establecer estrategias de conservacion a largo plazo, dichas estrategias no
se deben restringir a colectar y conservar el germoplasma, sino que deben
incluir un manejo eficiente del material para documentar, caracterizar y

evaluar la variabilidad (Fernandez et al., 2005).

Para el establecimiento de una estrategia de conservacion de hongos, se
debe considerar que: todos los cultivos se mantengan vivos y puros, que
cada cepa permanezca estable morfolégica y genéticamente. Ademas, se
deben tomar en cuenta los objetivos de la conservacion, las metodologias
propuestas y los recursos econOmicos disponibles, por dltimo, es
importante considerar que cada cepa debe conservarse al menos por dos
meétodos de preservacion, uno de los cuales debe ser a largo plazo. Las

técnicas mas usuales de conservacion son:
2.5.1.- Cultivo en cufias de Agar.

Consiste en simular las condiciones naturales para lograr un desarrollo
completo del hongo. Esto se logra mediante la preparacion de medios de
cultivo estériles a base de agar, con la adicién de nutrientes como los jugos
vegetales y extractos naturales, asi como también compuestos sintéticos
de composicién conocida. El medio se puede depositar ya sea en cajas
Petri, en botellas o en tubos de ensayo. Esta metodologia, aunque es
simple, demanda mucho tiempo para las transferencias de los hongos,
ademas de que requiere mucho material cada cierto periodo, lo que eleva

los costos. Por otro lado, los riesgos de contaminacion y pérdida del



material son altos, y las constantes transferencias pueden ocasionar la

pérdida de viabilidad de las cepas (Kirsop y Doyle 1991).
2.5.2.- Técnica de capa de aceite mineral.

Consiste en sembrar trozos de cultivos de hongos ya desarrollados, en
tubos que contienen agar dispuesto en forma de taco y posteriormente se

cubren con una capa de aceite mineral estéril (Panizo et al., 2005).
2.5.3.- Conservacion a bajas temperaturas.

Radica en cultivar los hongos en cufias de agar para almacenarlos luego a
temperaturas entre 4°C y 7°C. Presenta por lo tanto los mismos
inconvenientes que el cultivo simple en cufias de agar, ademas de requerir
el equipo de enfriamiento y ser dependiente de la electricidad (Kirsop y
Doyle 1991).

2.5.4.- Conservacion en agua destilada

Es también conocida como método de Castellani y fue propuesta hace mas
de 4 décadas. En este medio el crecimiento de los hongos es muy
restringido, pero se mantiene la viabilidad y la pureza. Se considera un
meétodo barato, simple y eficiente; ademas evita el ataque de los acaros
(Fernandez et al., 2005).



CAPITULO IIl. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1.- UBICACION.

El presente trabajo se realizé en el Campus Politécnico de la Escuela
Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi Manuel Félix Lopez,
localizada en el sitio El Limén, parroquia Calceta, canton Bolivar, provincia
de Manabi, ubicada geograficamente a 00°49'23” de Latitud Sur y
80°11°01” de Longitud Oeste y a una altitud de 15 msnm.

3.2.- AISLAMIENTO DE CEPAS DEL HONGO ANTAGONISTA
Trichoderma spp.

3.2.1.- Etapa de campo:

» Se graficé el jardin clonal de cacao para la distribucion de los sitios

a muestrear.

» Se tomaron muestras a 20 cm de profundidad utilizando un

muestreador manual.

» Luego se mezclaron las 20 sub muestras, se homogenizaron y se
envasaron en fundas plasticas codificadas para su traslado y
procesamiento en el laboratorio de Microbiologia de la Espam
MFL.

3.2.2.- Etapa de laboratorio

Se realiz6 el aislamiento de las cepas de Trichoderma spp., de acuerdo a

sus caracteristicas mas relevantes, realizando el siguiente procedimiento:
a. Procesamiento de la muestra de suelo.

» La muestra se homogenizo, se tritur0 en mortero y se tamiz6 con
una (malla de 1mm) con el objetivo de eliminar restos vegetales y

demas elementos.

1/. Estacion meteorolégica de la ESPAM MFL. 2011.



» Luego se envas6 en un recipiente de cristal estéril para su mejor

almacenamiento.
b. Preparacion de medios de cultivo

» En un matraz Erlenmeyer se coloco 800 mL de agua destilada y
agitando en la plancha magnética agregando 31.2 g de medio de

cultivo PDA, hasta homogenizar bien la mezcla.

» Posteriormente se midié el pH el cual se regulé a + 5.7, utilizando

un peachimetro digital.

» Luego de haber medido el pH, se calent6é hasta aflojar grumulos y
posteriormente se coloco en el autoclave a 15 PSI, para después

llenar las cajas petri con 15 mL de medio PDA.
c. Siembra de la muestra de suelo

> Se peso 10 g de la muestra obtenida.

> Se realiz6 una flora total preparando una dilucion mezclando los 10
g de suelo en 90 mL de agua destilada estéril obteniendo la

solucién madre de la muestra.

> De la solucion madre se preparé 3 diluciones a diferentes
concentraciones 10,102 107,

» Posteriormente se tom6é 1 mL de cada una de las diluciones
obtenidas y se vertieron en las cajas petri que contenian el medio de
cultivo PDA.

» De cada dilucion se realizaron tres siembras, con un total de 9 cajas

petri, y se sellaron con parafina.

» Luego de la siembra, las cajas fueron colocadas a temperatura del
laboratorio 22° C, acompafiadas de un termémetro, y se

monitorearon de 1 a 9 dias.



d. ldentificacion de las colonias

» Se tomaron 28 muestras de las colonias puntuales y visibles del
total de cajas petri, las mismas que se pasaron individualmente a

placas para observar su crecimiento.

» De acuerdo a las caracteristicas como: forma del micelio, color del
micelio, tipo de micelio, esporulacion, color que adquiere el medio
de cultivo y el olor que emite, se escogieron 12 cepas rotulandose
de C1 a C12, ademas se observé al microscopio lente 40 X,
mediante preparaciones fijas, que poseian fidlides que son

estructuras morfolégicas Unicas del género Trichoderma spp
e. Purificacion de las cepas de Trichoderma spp

Una vez identificadas las cepas de Trichoderma spp., se extrajo un disco
de cada colonia con un saca bocado de 5 mm de diametro, para colocarlo

individualmente en cajas petri y en cufias con medio PDA.

3.3.- AISLAMIENTO DE LOS FITOPATOGENOS (C. perniciosa y M.

roreri).
3.3.1.- Etapa de campo:

» Se realizo un recorrido en el jardin clonal de cacao, para recolectar

las muestras de los fitopatdgenos de plantas infectadas.

» En el caso del fitopatogeno C. perniciosa., se colectaron escobas
verdes, se colocaron en fundas plasticas estériles y se llevaron al
laboratorio de Microbiologia de la ESPAM MFL.

» Para el fitopatdbgeno M. roreri., se colectaron mazorcas infectadas
con un 10% de dafio visual, se colocaron en fundas plasticas
estériles, y se enviaron al laboratorio de Microbiologia de la ESPAM
MFL.



3.3.2.- Etapa de laboratorio

Para el aislamiento de los patdégenos C. perniciosa (escoba de bruja) y M.

roreri (monilla) se utilizé la siguiente técnica:

> Se procedi6 a la desinfeccion externa de las muestras (escobas
verdes) con un algodén embebido de hipoclorito de sodio al 1%.

> Luego se cort6 con un bisturi o escalpelo estéril, se extrajo

porciones y se sembraron en el medio de cultivo PDA.

> En el caso de M. roreri se tomaron esporas directamente de las

mazorcas infectadas y se colocaron en las cajas petri con PDA.

» La comprobacion de la autenticidad de los patdgenos se baso en la
observacion al microscopio y de sus caracteristicas externas
comparadas con el experimento realizado por Santander s.f., y
Agrios (1995). Posteriormente las cepas de los fitopatdgenos se

colocaron en cufias con PDA y en agua destilada.

34.- VELOCIDAD DE CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE
Trichoderma spp. AISLADAS.

Para la determinacion de la velocidad de crecimiento se realizd un

bioensayo de las siguientes caracteristicas.

3.4.1.- DELINEAMIENTO EXPERIMENTAL
> DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental utilizado fue el disefio completamente aleatorio
(DCA) con 4 réplicas.

» FACTOREN ESTUDIO
e Cepas del hongo antagonista Trichoderma spp. (C)

» NIVELES
e C1,C2,C3,C4,C5,Co6, C7,C8, C9, C10, C11, C12.



» TRATAMIENTOS

T1= C1 de Trichoderma spp; T2= C2 de Trichoderma spp; T3= C3 de
Trichoderma spp; T4= C4 de Trichoderma spp; T5= C5 de Trichoderma
spp; T6= C6 de Trichoderma spp; T7= C7 de Trichoderma spp; T8= C8 de
Trichoderma spp; T9= C9 de Trichoderma spp; T10= C10 de Trichoderma
spp; T11= C11 de Trichoderma spp; T12= C12 de Trichoderma spp.

> UNIDAD EXPERIMENTAL

Como unidad experimental se utilizd la caja petri de 93 mm de diametro

con 15 mL de PDA y con la cepa de acuerdo al tratamiento.

» ESQUEMA DE ADEVA

F.V G.L
Total a7
Tratamientos 11
Error 36

» ANALISIS FUNCIONAL.

La diferencia estadistica entre tratamientos se categoriz6 mediante la

prueba de tukey al 0.05 de probabilidad.
3.4.2.- MANEJO DEL EXPERIMENTO

Se tomaron discos de 5 mm de diametro de las 12 cepas de Trichoderma
spp., con un saca bocados, se colocaron en cajas petri individualmente
con 15 mL de medio de cultivo PDA y se rotularon para luego ser
colocados en la estufa a 27°C durante tres dias.

3.4.3.- VARIABLE RESPUESTA

Crecimiento de las cepas de Trichoderma spp., en milimetro/dia.- Con una
regla estandarizada en milimetros se midi6 el diametro de crecimiento de

las colonias cada 24 horas durante 3 dias a partir de la siembra.



3.5.- CAPACIDAD ANTAGONICA DE Trichodermaspp. VS
FITOPATOGENOS (C. perniciosay M. roreri).

Para establecer la capacidad antagonica se realiz6 un bioensayo de las

siguientes caracteristicas.

3.5.1.- DELINEAMIENTO EXPERIMENTAL
> DISENO EXPERIMENTAL

El disefio experimental utilizado fue el disefio completamente aleatorio
(DCA) con 4 replicas

» FACTORES EN ESTUDIO
e Cepas del hongo antagonista Trichoderma spp. (C)

e Fitopatdgenos C. perniciosa (P1) y M. roreri (P2)

» NIVELES
e C1,C2,C3,C4,C5,C6, C7,C8, C9, C10, C11, C12
e Ply P2

> TRATAMIENTOS

C1P1= Trichoderma Vs Cirinipellis perniciosa; C1P2= Trichoderma Vs
Moniliopthora roreri; C2P1= Trichoderma Vs Crinipellis perniciosa; C2P2=
Trichoderma Vs Moniliopthora roreri; C3P1= Trichoderma Vs Cirinipellis
perniciosa; C3P2= Trichoderma Vs Moniliopthora roreri; C4P1=
Trichoderma Vs Crinipellis perniciosa; C4P2= Trichoderma Vs
Moniliopthora roreri; C5P1= Trichoderma Vs Crinipellis perniciosa; C5P2=
Trichoderma Vs Moniliopthora roreri; C6P1= Trichoderma Vs Cirinipellis
perniciosa; C6P2= Trichoderma Vs Moniliopthora roreri; C7P1=
Trichoderma Vs Crinipellis perniciosa; C7P2= Trichoderma Vs
Moniliopthora roreri; C8P1= Trichoderma Vs Crinipellis perniciosa; C8P2=
Trichoderma Vs Moniliopthora roreri; C9P1= Trichoderma Vs Crinipellis
perniciosa; C9P2= Trichoderma Vs Moniliopthora roreri; C10P1=

Trichoderma Vs Crinipellis perniciosa; C10P2= Trichoderma Vs



Moniliopthora roreri; C11P1= Trichoderma Vs Crinipellis perniciosa;
C11P2= Trichoderma Vs Moniliopthora roreri; C12P1= Trichoderma Vs

Crinipellis perniciosa; C12P2= Trichoderma Vs Moniliopthora roreri.
» UNIDAD EXPERIMENTAL

Como unidad experimental se utilizé la caja petri de 93 mm de didmetro
con 15 mL de PDA y con las cepas de acuerdo al tratamiento.

» ESQUEMA DE ADEVA

F.V G.L
Total 95
Tratamientos 23
Error 72

» ANALISIS FUNCIONAL

Los promedios de los resultados obtenidos en los 5 dias de evaluacion se

presentaron en histogramas de barras.
3.5.2.- MANEJO DEL EXPERIMENTO

» Una vez desarrollados los hongos fitopatdégenos se extrajeron discos
con un saca bocado estéril de 5 mm de didmetro y se colocaron con
el aza de platino previamente esterilizada a un extremo de la caja

petri.

» Luego se ubicaron discos de micelio de 5 mm de didmetro de
Trichoderma spp., los cuales se enfrentan en posiciones opuestas, a
2 cm del borde de la caja petri, y equidistantes a 5 cm, de tal modo
el hongo fitopatdbgeno quedara en contraposicion con el hongo
Trichoderma spp., (cultivo dual), desinfectando el aza de platino

cada vez que se trabajara con una cepa diferente.



3.5.3.- VARIABLES RESPUESTAS.

Crecimiento de las cepas de Trichoderma spp., vs fitopatogenos en
milimetro/dia.- Con una regla estandarizada en milimetros se midi6 el

diametro de crecimiento de las colonias de Trichoderma spp., confrontadas
con los patogenos, cada 24 horas durante 3 dias a partir de la siembra.

Antagonismo de Trichoderma spp. frente a C. perniciosa y M. roreri.- La
prueba antagonica se la realiz6 de acuerdo a las clases de antagonismo
en funcién a la escala de Bell, Well and Markham (1982), citado por Solis
(1999), que consta de cinco clases, al cuarto y quinto dia de haber sido

confrontadas.

Clase 1. Antagonico cubriendo por completo a M. roreri, C. perniciosa y a

la superficie de medio de cultivo.

Clase 2. Antagonico cubriendo al menos el 75% de la superficie del medio

de cultivo.

Clase 3. Antagonico cada uno coloniza el 50% de la superficie del medio

de cultivo.

Clase 4. M. roreri y C. perniciosa colonizan al menos el 75% de la

superficie del medio de cultivo y parece resistir la invasion del antagénico.

Clase 5. M. roreri y C. perniciosa cubriendo completamente la superficie

del medio de cultivo.

A su vez la zona de antagonismo se evalué con la escala propuesta por
Punja y Grogan (1983), citado por Solis (1999), que consta de los
siguientes zonas.

0. No hay zona de antagonismo

1. Aversion ligera (zona de antagonismo de +/- 1 mm de ancho)

2. Aversion moderada (zona de antagonismo de 2 a 4 mm de ancho)

3. Aversion fuerte (zona de antagonismo de mas de 4 mm de ancho)



3.6.- CONSERVACION DE LAS CEPAS AISLADAS

Una vez culminados los bioensayos anteriores se procedié a pasar las
cepas en agua destilada para su conservacion, las mismas que pueden

ser usadas para futuros trabajos de investigacion.

La conservacion en agua destilada estéril se realizé6 segun la metodologia
descrita por Castellani (1967), modificado por Deshmukh (2003), citado por
Panizo, et al (2005), con la diferencia que 5 mL., de la suspension de
esporas que se obtuvieron directamente del cultivo se centrifugd en tubo
Falcon, con capacidad de 15 mL a 12 000 r.p.m. durante 5 minutos, se
deseché el sobrenadante y se re suspendi6 el concentrado celular en 5 mL
de agua destilada estéril. Las mismas que se almacenaron en

refrigeracion a 4° C y a temperatura ambiente del laboratorio 22° C.



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.- AISLAMIENTO DE CEPAS DEL HONGO ANTAGONISTA

Trichoderma spp.

Trichoderma se desarrolla en numerosos ambientes y sustratos, por este
motivo el muestreo se lo realizé a 20 cm de profundidad, en la rizésfera del
cacao, sitio ideal para encontrar cepas de este género como lo manifiesta
Druzhinia y Kubicek (2005), Benitez et al., (2004) y Vera, (2005) citados
por Marzuly y Domenico (2010) mencionando que el sitio ideal para
encontrar Trichoderma spp., es la rizésfera. Ademas Mejia et al., (2008)
citado por Villamil et al., (2012) registran que los integrantes del género

Trichoderma son habitantes naturales de los suelos cultivados con cacao.

Se aislaron 12 cepas de Trichoderma spp., de acuerdo a las
caracteristicas especificas de este género, las que se rotularon C1, C2,
C3, C4, C5, C6, C7, C8, C9, C10, C11, C12. Entre las caracteristicas mas
relevantes de las 12 cepas encontradas (cuadro 4.1) se observa que
adquirieron, en la fase de multiplicacion, una esporulacién de coloraciéon
verde, lo cual corresponde a una caracteristica de Trichoderma spp.,
coincidiendo con Rifai (1969), quien menciona que las esporas emitidas
son de coloracion verde. En cuanto a la percepcion del olor a coco que
emite este genero, 6 de las cepas seleccionadas emitieron este aroma,
corroborando con lo expuesto por Dennis y Webster, (1971); citado por
Biocontrol, (2005), en que una de la caracteristicas de Trichoderma spp.,
es el pronunciado aroma a coco que emite el medio. Las cepas que no
emitieron el caracteristico olor a coco se las mantuvo dentro del grupo
seleccionado porque al realizar las observaciones microscépicas en placas
se determind que tenia las fialides que son estructuras Unicas de género

Trichoderma, como lo manifiesta Rifai, (1969). (Anexo 8).

Para certificar el aislamiento de los fitopatbgenos se compararon las
colonias aisladas con las caracteristicas macroscoépicas de C. perniciosa y
M. roreri mostradas por Santander. s.f; y Agrios (1995). (Anexo 9y 10).



Cuadro 4.1.- Caracteristicas fisicas cualitativas de las 12 cepas de Trichoderma spp., aisladas de un banco clonal de cacao de

la ESPAM MFL.
Forma Color Tipo Color de Color Pres_t?n.cia de
Cepas micelio del micelio de micelio esporas del medio Olor Fialides

C1l Retorcido Blanco Plano verde Cremoso Aroma a coco Si

Si
C2 Retorcido Blanco Aéreo plano verde Cremoso Aroma a coco

Si
C3 Retorcido Blanco Aéreo plano verde Cremoso Aroma a coco

Si
C4 Retorcido Blanco Plano verde Cremoso Aroma a coco

Si
C5 Retorcido Blanco Aéreo verde Cremoso Ninguno

Si
C6 Retorcido Blanco Aéreo verde Cremoso Ninguno

Si
C7 Retorcido Blanco Aéreo verde Cremoso Aroma a coco

Si
C8 Retorcido Blanco Aéreo plano verde Amarillo Ninguno

Si
C9 Retorcido Blanco Plano verde Anaranjado Ninguno

Si
C10 Retorcido Blanco Aéreo plano verde Cremoso Ninguno

Si
Cl1 Retorcido Blanco Aéreo plano verde Cremoso Ninguno

Si
C12 Retorcido Blanco Aéreo plano verde Cremoso Aroma a coco




4.2.- VELOCIDAD DE CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE
Trichoderma spp. AISLADAS.

En el dia uno de acuerdo al analisis de varianza se encontro diferencias
altamente significativas entre los tratamientos, los cuales presentaron 6
rangos de igualdad estadistica, sobresaliendo en la primera categoria
las cepas C1 y C10, con 19 mm de crecimiento, y con el menor
promedio la cepa C8 con 4 mm, obteniendo un coeficiente de variacion
de 24.87 % (cuadro 4.2).

En el segundo dia de evaluacién se encontré diferencias altamente
significativas entre los tratamientos, repartidos en cinco categorias
estadisticas, ubicandose en primer rango la cepa C9, con 52 mm,
compartiendo esta igualdad estadistica con las cepas C10, C1, C11, con
promedios de 47, 46.5 y 43.5 mm respectivamente, con un coeficiente
de variacion de 17,35 % (cuadro 4.2).

Finalmente en el tercer dia de evaluacidbn se encontré diferencias
altamente significativas entre los tratamientos, agrupandose en cuatro
categorias estadisticas, ubicandose en primer rango la cepa C8, con 54
mm, compartiendo esta igualdad estadistica con las cepas C5, C2, C3y
Cll, con promedios de 52.25, 4275, 37.75 y 3550 mm
respectivamente, con un coeficiente de variacion de 23,07 % (cuadro
4.2).

Las cepas C1, C10, C4 y C9 lograron completar el espacio de la caja
petri (93 mm) en los tres dias coincidiendo con Dennis, y Webster,
(1971), quienes manifiestan que un caracter ventajoso de Trichoderma

spp., es colonizar el area de crecimiento rapidamente (graficos 4.1).



Cuadro 4.2.- Crecimiento de las 12 cepa s de Trichoderma spp., aisladas de un banco clonal
de cacao de la ESPAM MFL.

CRECIMIENTO DE Trichoderma spp. (mm)
Cepas DIA 1 ** Cepas DIA 2 ** Cepas DIA 3 **
ClyC10 19,00 a Cco 52,00 a C8 54,00 a
ca 18,00 ab Cc10 47,00 ab C5 52,25 ab
c2 16,00 abc Cc1 46,50 a b Cc2 42,75 abc
c11 14,00 abcd Cl1 43,50 abc C3 37,75 abcd
c7 11,50 bcde Cc4 41,00 abcd C11 35,50 abcd
c6 9,50 cdef |[C2,C6yC7 32,00 bcd C4 33,75 bcd
C12 7,50 def c8 31,00 cd c9 33,50 bcd
c9 7,00 ef C5 30,50 cde| C7 30,25 cd
cs 6,00 ef Cc3 28,00 de| C1 27,50 cd
c3 4,50 f C12 15,50 e| C10 27,00 cd
cs 4,00 f C12 25,00 cd
C6 21,00 d
Sx + 1,40 Sx +3,09 Sx + 2,02
Tukey 6,96 Tukey 15,4 Tukey 19,97
CVv 24,87 % CcV 17,35 % CV 23,07 %

a, b,c d e y f Letrasiguales no defieren estadisticamente segun tukey al 5% de probabilidad.
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Gréfico 4.1.- Crecimiento de las 12 cepas de Trichoderma spp., durante los
tres dias de evaluacion.



4.3.- CAPACIDAD ANTAGONICA DE Trichoderma spp., VS
FITOPATOGENOS (C. perniciosa y M. roreri).

4.3.1.- Trichoderma spp., frente a C. perniciosa.
a. Crecimiento

En el (grafico 4.2), se presenta el efecto de la confrontacidn sobre el
crecimiento en (mm/dia) de las 12 cepas de Trichoderma spp, con C.
perniciosa (P1). En el primer dia de evaluacion sobresalieron las cepas,
C10, C8, C4y C9, logrando los mayores crecimientos entre las deméas con
promedios de 12.75, 12.5, 12, y 10.75 mm, en su orden; mientras que C.

perniciosa tuvo un crecimiento promedio de 1 mm.

mm
14
12
10
8
6
4
z I |
cim
Cc1 c2 c3 ca Cc5 Cc6 Cc7 c8 c9 Ci0 cCi11 cC12
M Trichoderma spp C. perniciosa

Grafico 4.2. Crecimiento de Trichoderma spp., frente a C.
perniciosa, en el primer dia.

En el segundo dia de evaluacion (grafico 4.3), las cepas C4, C2, C1y C3
obtuvieron los mayores crecimientos con promedios de 18, 14.25, 135y
12.5 mm, aumentando el crecimiento del fitopatégeno C. perniciosa con un

crecimiento promedio de 3 mm.
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Gréfico 4.3. Crecimiento de Trichoderma spp., frente a C.
perniciosa, en el segundo dia.



En el tercer dia de evaluacion (gréfico 4.4),

respectivamente, corroborando lo expuesto por Dennis, y Webster, (1971)
gue un carécter ventajoso de Trichoderma spp., es colonizar el area de
crecimiento rapidamente, aumentando el crecimiento del fitopatégeno C.

perniciosa con un promedio de 6.5 mm siendo el crecimiento del

las cepas C1, C4 y C3
alcanzaron los mayores crecimientos con promedios de 61.25, 40 y 35 mm,

fitopatdgeno muy lento en comparacion con el antagénico.
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Grafico 4.4. Crecimiento de Trichoderma spp., frente a C.

b.- Antagonismo

Al cuarto dia de evaluacion (grafico 4.5),

respectivamente, disminuyendo considerablemente el crecimiento del
(2005) que

Trichoderma spp., produce una gran cantidad de enzimas inducidas por

fitopatdgeno corroborando lo expuesto por Biocontrol,

perniciosa, en el tercer dia.

las cepas C10, C7 y C11,
obtuvieron los mayores crecimientos con promedios de 35, 32 y 25 mm

la presencia del fitopatdogeno las que reprimen el crecimiento del mismo.
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Gréfico 4.5. Crecimiento de Trichoderma spp., frente a C.

perniciosa, en el cuarto dia.



En el quinto dia de evaluacion (gréafico 4.6), las cepas C10 y C4 alcanzaron
el mayor crecimiento con promedios de 20 y 15 mm respectivamente,
cubriendo en su totalidad la caja petri, invadiendo al patégeno, esporulando
sobre el mismo y eliminando su crecimiento, corroborando lo expuesto por
Carsolio et al, (1999) que Trichoderma spp., crece hacia el fitopatdégeno,
degradando su pared celular, debilitandolo totalmente. Las demas cepas
también lograron disminuir el crecimiento del fitopatdogeno, formando un
pequefio halo cerca del area de confrontacion, ratificando lo expuesto por
Hjeljord. L, (1998) que muchas cepas de Trichoderma spp., pueden
reprimir el crecimiento de fitopatdgenos sin tener contacto con el mismo

(anexo 11).
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Grafico 4.6. Crecimiento de Trichoderma spp., frente a C.
perniciosa, en el quinto dia.

4.3.2.- Trichoderma spp., frente a M. roreri

a. Crecimiento

En el (grafico 4.7), se presenta el efecto de la confrontacion sobre el
crecimiento en (mm/dia) de las 12 cepas de Trichoderma spp,
confrontadas con M. roreri. En el primer dia de evaluacion sobresalieron
las cepas C10 y C4, logrando los mejores crecimientos con 19 mm.
Respectivamente. El fitopatogeno M. roreri tuvo un crecimiento promedio
de 3.53 mm.
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Gréfico 4.7. Crecimiento de Trichoderma spp., frente a M. roreri,
en el primer dia.

En el segundo dia de evaluacion (grafico 4.8), la cepa de Trichoderma
C3, obtuvo el mejor promedio con 32.4 mm seguida de las cepas Cl y
C4, que alcanzaron un crecimiento 30 mm; mientras que las cepas de

roreri crecieron en promedio de 3.81 mm.
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Grafico 4.8. Crecimiento de Trichoderma spp., frente a M. roreri, en
el segundo dia.
En el tercer dia de evaluacion (grafico 4.11), las cepas C11, C5, C10y C3,
lograron los mayores crecimientos con promedios de 45.25, 44, 42 y 40.8
mm, respectivamente corroborando lo expuesto por Dennis, y Webster,
(1971), quienes manifiestan que un caracter ventajoso de Trichoderma
spp., es colonizar el area de crecimiento rapidamente. Disminuyendo el
crecimiento del fitopatdbgeno M. roreri alcanzo un promedio de promedio de

4.33 mm, siendo este muy lento en comparacion con el antagonico.
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Gréfico 4.9. Crecimiento de Trichoderma spp., frente a M. roreri, en
el tercer dia.

b. Antagonismo

En el cuarto dia de evaluacién (grafico 4.10), las cepas de Trichoderma
spp. C5, C10 y C11 crecieron en promedios 18, 15 y 13.8 mm,
respectivamente; por lo cual reprimieron considerablemente el
crecimiento del fitopatbgeno, corroborando lo expuesto por Biocontrol,
(2005) que Trichoderma spp., produce una gran cantidad de enzimas

inducidas por la presencia del fitopatégeno, que inhibe el crecimiento del

mismo.
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Grafico 4.10. Crecimiento de Trichoderma spp., frente a M. roreri
en el cuarto dia.

Al quinto dia de evaluacion (grafico 4.11), las cepas C8, C5, C3 y
C9 obtuvieron el mejor crecimiento con promedios de 10, 9, 7 vy 7
respectivamente, mientras que las cepas de M. roreri disminuyeron

totalmente su crecimiento.
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Gréfico 4.11. Crecimiento de Trichoderma spp., frente a M. roreri en

el quinto dia.

Las cepas C1, C3, C4, C5, C10 y C11 cubrieron en su totalidad a la caja
petri, invadiendo al fitopatégeno, esporulando sobre el mismo y eliminando
totalmente su crecimiento, corroborando lo expuesto por Carsolio et al,
(1999) que Trichoderma spp., crece hacia el fitopatégeno, degradando su
pared celular y debilitandolo totalmente. Las demas cepas también
lograron disminuir el crecimiento del fitopatégeno sin haber completado el
cubrimiento de la caja. Corroborando lo expuesto por Hjeljord, (1998) que
muchas cepas de Trichoderma spp., pueden reprimir el crecimiento de

fitopatdgenos sin tener contacto con el mismo (anexo 12).

4.3.3.- Trichoderma spp., frente a C. perniciosa y M. roreri de

acuerdo a las clases y zonas de antagonismo.

4.3.3.1.- Clases de antagonismo Trichoderma spp., frente a C.

perniciosa.

Al confrontar las 12 cepas de Trichoderma spp., con una colonia de C.
perniciosa se obtuvieron reacciones antagonicas definidas, lo que permitid
agruparlas en tres clases de acuerdo a Bell, Well and Markham (1982),
citado por Solis (1999), como se indica en el (cuadro 4.3), ubicando en la
clase 1 a las cepas C4 y C10, porgue cubrié por completo a C. perniciosa

y a la superficie del medio de cultivo.

Las cepas C1, C2, C5, C7, C11, se ubicaron en la clase 2, puesto que



colonizo el 75% de la superficie, reprimiendo el avance del fitopatdégeno. Las
cepas C3, C6, C8, C9, C12, se ubicaron en la Clase 3, presentando una
situacion de antagonismo mutuo con C. perniciosa, cada uno colonizo el 50%
de la superficie del medio de cultivo, es decir no hubo dominancia. Sin
embargo cualquiera de las cepas de Trichoderma spp., es capaz de detener
el avance colonizador de C. perniciosa, corroborando lo expuesto por Krauss
(2001) y Soberanis (2002), citado por César et al.,, (2007) que existen
especies de Trichoderma spp., capaces de controlar C. perniciosa (anexo 11).

Cuadro 4.3.- Clases de antagonismo de Trichoderma spp., frente a
C. perniciosa.

Clase 1 Clase 2 Clase 3
C4 C1 C3
C10 C2 C6

C5 C8
C7 C9
Cl1 C12

4.3.3.2.- Zonas de antagonismo Trichoderma spp., frente a C. perniciosa.

De acuerdo con las zonas propuestas por Punja y Grogan (1983), citado
por Solis (1999), las cepas C4 y C10 se ubicaron en la zona 3, existiendo
una aversion fuerte, reprimiendo el avance de la colonia establecida de
Crinipellis perniciosa. Las cepas C1, C2, C5, C7, C11, se ubicaron en la
zona 2 con una moderada aversion entre las colonias. Las cepas C3 y C6,
C8, C9y C12, presentaron una ligera aversion agrupandose en la zona 1
(cuadro 4.4).

Cuadro 4.4.- Zonas de antagonismo de Trichoderma spp., frente a
C. perniciosa.

ZonaO Zonal Zona 2 Zona 3
C3 C1 C4
C6 Cc2 C10
C8 C5
C9 Cc7
C12 Cl1




4.3.3.3.- Clases de antagonismo Trichoderma spp., frente a M. roreri.

Al confrontar las 12 cepas de Trichoderma spp., con una colonia de M.
roreri, se obtuvieron reacciones antagonicas definidas, lo que permitid
agruparlas en tres clases de acuerdo a Bell, Well and Markham (1982),
citado por Solis (1999), como se indica en el cuadro 4.3, ubicando en la
clase 1 las cepas C1, C3, C4, C5, C10, C11, cubriendo por completo a M.
roreri y a la superficie del medio de cultivo. Las cepas C2, C7, C8, C9, se
ubicaron en la clase 2, cubriendo el 75% de la superficie y reprimiendo el
avance del fitopatégeno. Las cepas C6, C12 se ubicaron en la Clase 3,
presentando una situacién de antagonismo mutuo con M. roreri, ya que
ninguno se presentdé dominante. Sin embargo cualquiera de las cepas de
Trichoderma spp., es capaz de detener el avance colonizador de M. roreri,
y suprime o reprime la capacidad esporulante del mismo, corroborando lo
expuesto por Krauss (2001) y Soberanis (2002), citado por César et al.,
(2007) que existen especies de Trichoderma spp capaces de controlar M.

roreri (anexo 12).

Cuadro 4.5.- Clases de antagonismo de Trichoderma spp.,
frente a M. roreri.

Clase 1 Clase 2 Clase 3
C1 C2 C6
C3 C7 C12
C4 C8
C5 C9
C10
Cl1

3.3.3.4.- Zonas de antagonismo Trichoderma spp., vs M. roreri.

De acuerdo con las 6 zonas propuestas por Punja y Grogan (1983), citado
por Solis (1999) las cepas C1, C3, C4, C5, C10, C11, se ubicaron en la
zona 3, existiendo una aversion fuerte y reprimiendo el avance de la
colonia establecida de M. roreri. Las cepas C2, C7, C8 y C9, se ubicaron

en la zona 2 con una moderada aversion entre las colonias. Las cepas C6



y C12, presentaron una ligera aversion agrupandose en la zona 1 (cuadro
4.6)

Cuadro 4.6.- Zonas de antagonismo de Trichoderma spp.,
frente a M. roreri.

ZonaO Zonal Zona?2 Zona3
C6 Cc2 Ci1
Ci12 C7 C3
Cs8 C4
C9 C5
C10
Cl1

4.4.- CONSERVACION DE LAS CEPAS AISLADAS

Las doces cepas de Trichoderma spp., fueron conservadas segun la
metodologia descrita por Castellani (1967), citado por Panizo, (2005), las
cuales fueron conservadas por ocho meses en refrigeracion a 4° C, luego
se sembraron para determinar si existia variabilidad en sus caracteristicas
morfoldgicas: forma de micelio, color del micelio, tipo de micelio, color de
esporas, color del medio, olor y presencia de fidlides, no presentaron
variabilidad, confirmando que es un excelente método de conservacion
para Trichoderma spp., corroborando con la investigacion “métodos
alternativos en la conservacién de Trichoderma harzianum” realizada por
Dayami y Yohana (2010), cuyo resultado fue: La viabilidad de la cepa A-34
de Trichoderma harzianum conservada en agua destilada estéril a los 12
meses de evaluacion fue de un 50%, aunque la cepa patron fue del 95%
de esta manera se garantiza la recuperacion del cultivo. Las caracteristicas

morfolégicas no mostraron variaciones respecto a la cepa patron utilizado.

HIPOTESIS.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la investigacion, CAPACIDAD
ANTAGONICA DE Trichoderma spp., A NIVEL in vitro FRENTE A LOS
HONGOS FITOPATOGENOS C. perniciosa y M. roreri, y la hipétesis
planteada: “Las cepas de Trichoderma spp. aisladas del jardin clonal de

cacao, ejercen antagonismo a nivel in vitro sobre C. perniciosa y M.



roreri.”; no se rechaza porque dos cepas de Trichoderma spp., tuvieron una
aversion fuerte de antagonismo cubriendo por completo al fitopatdgeno C.
perniciosa y seis de las cepas obtuvieron una aversion fuerte de
antagonismo cubriendo por completo al fitopatdgeno M. roreri, de acuerdo
a las clases de Bell, Well and Markham (1982), y a las Zonas de Punja y
Grogan (1983), citado por Solis (1999).



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES.

% Del muestreo realizado en el area de clones de cacao de la ESPAM
MFL a 20 cm de profundidad, se aislaron en el laboratorio 12 cepas
de Trichoderma spp, identificadas cualitativamente de acuerdo a

sus caracteristicas fisicas.

% Las cepas C1, C10, C4, y C9 fueron las mas veloces en crecer
completando el espacio de la caja petri de 93 mm de diametro en

tres dias.

% Las cepas C4 y C10 de Trichoderma spp., se ubicaron en la Clase
1y Zona 3, porgue cubrieron por completo a C. perniciosa, y a la
superficie del medio de cultivo, existiendo una aversion fuerte de

antagonismo in vitro.

% Las cepas C1, C3, C4, C5, C10, C11, de Trichoderma spp., se
ubicaron en la Clase 1y Zona 3, puesto que cubrieron por completo
a M. roreri, y a la superficie de medio de cultivo, existiendo una

aversion fuerte de antagonismo in vitro.

RECOMENDACIONES.

« Para el aislamiento de cepas de Trichoderma spp., realizar
muestreos en la rizosfera del cultivo de cacao debido a que alli es

donde se encuentra la mayor poblacion de este hongo.

% Tomar en cuenta como antagoénicos a las cepas C1, C10, C4, y C9
debido a que fueron las cepas mas veloces en crecer en los tres

dias de evaluacion.

s Emplear las cepas C4 y C10 de Trichoderma spp., en liberaciones
en campo para evaluar su comportamiento antagonico mediante

experimentacion frente a C. perniciosa.



+« Utilizar las cepas C1, C3, C4, C5, C10, C11, de Trichoderma spp.,
en liberaciones en campo para evaluar su comportamiento

antagonico mediante experimentacion frente a M. roreri.

s Emplear las mejores cepas estudiadas del hongo antagonista

Trichoderma spp, frente a otros fitopatdgenos del mismo grupo.

% Identificar hasta especie mediante biologia molecular, a las 12
cepas de Trichoderma spp. estudiadas.
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ANEXOS



Anexo 1.- VELOCIDAD DE CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE
Trichoderma spp. AISLADAS.

Crecimiento en mm

DIA1
N2 | TRATAMIENTOS REPLICAS
[ ] n v 2
1 C1 20 20 20 16 76 19
2 C2 16 16 16 16 64 16
3 Cc3 2 4 2 10 18 4.5
4 c4 18 18 18 18 72 18
5 C5 2 6 10 6 24 6
6 C6 10 10 8 10 38 9.5
7 Cc7 10 10 12 14 46 11.5
8 C8 2 4 6 4 16 4
9 C9 6 6 8 8 28 7
10 C10 18 18 20 20 76 19
11 C11 4 18 18 16 56 14
12 C12 12 5 5 8 30 7.5

Anexo 2.- ADEVA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO DE LAS CEPAS
DE Trichoderma spp., AISLADAS.

ADEVA
FV GL SC ™M FC FT 0.5 %
TRATAMIENTOS 11 1426,67 129.70 16.33 0.0001
ERROR 36 286,00 7.94
TOTAL 47 1712.,67
C.V. 24.87%




Anexo 3.- VELOCIDAD DE CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE
Trichoderma spp. AISLADAS.

Crecimiento en mm
DIA 2

N2 | TRATAMIENTOS REPLICAS

| | ]| v 2 X
1 C1 44 48 50 44 186 46,5
2 C2 30 32 32 34 128 32
3 Cc3 8 36 28 40 112 28
4 Cc4 42 40 42 40 164 41
5 C5 24 34 30 34 122 30,5
6 cé6 32 36 30 30 128 32
7 c7 30 30 34 34 128 32
8 Cc8 28 36 34 26 124 31
9 c9 54 50 52 52 208 52
10 C10 50 46 52 40 188 47
11 Cl11 46 42 42 44 174 43,5
12 C12 30 5 5 22 62 15,5

Anexo 4.- ADEVA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO DE LAS CEPAS
DE Trichoderma spp. AISLADAS.

ADEVA
FV GL SC CM FC FT 0.5%
TRATAMIENTOS 11 4623.67 420.33 10.82 0.0001
ERROR 36 1398.00 38.83
TOTAL 47 6021.67
C.V. 17.35%




Anexo 5.- VELOCIDAD DE CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE
Trichoderma spp. AISLADAS.

Crecimiento en mm

DIA 3
Ne TRATAMIENTOS REPLICAS
I ] n v 2 X
1 C1 29 25 23 33 110 27,5
2 Cc2 42 45 41 43 171 42,75
3 c3 40 34 34 43 151 37,75
4 C4 33 34 33 35 135 33,75
5 C5 64 50 50 45 209 52,25
6 C6 8 10 36 30 84 21
7 Cc7 34 24 47 16 121 30,25
8 C8 59 49 45 63 216 54
9 Cc9 31 37 33 33 134 33,5
10 C10 25 29 21 33 108 27
11 Cl1 43 33 33 33 142 35,5
12 Ci12 30 10 20 40 100 25

Anexo 6.- ADEVA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO DE LAS CEPAS

DE Trichoderma spp. AISLADAS.

ADEVA
FV GL SC ™M FC FT0.5% | FT0.1%
TRATAMIENTOS 11 4676.2304 | 425.1118 6.51 3.82 2.63
ERROR 36 2350.7500 65.2986
TOTAL 47 7026.9804
C.vV. 23.07 %




FOTOS DEL ENSAYO



Anexo7.- Aislamiento y seleccion de las 12 cepas de Trichoderma spp.




Anexo 8.- Caracteristicas de las cepas de Trichoderma spp. mas veloces.

Cepa 1, a los tres dias de Fialide de la cepa 1 de
crecimiento, coloracion de Trichoderma spp.,
esporas verde y micelio caracteristica especifica de
blanco. este género

Cepa 4, a los tres dias de Fidlide de la cepa 4 de
crecimiento, inicio de Trichoderma spp.,
esporulacion de color verde caracteristica  especifica
v micelio blanco. de este aénero

Cepa 9, a los tres dias de Fidlide de la cepa 9 de
crecimiento, coloracién de Trichoderma spp.,
esporas verde y micelio caracteristica  especifica
blanco. de este género

Cepa 10, a los tres dias de Fidlide de la cepa 10 de
crecimiento, coloracion de Trichoderma spp.,
esporas verde y micelio caracteristica  especifica

blanco. de este género




Anexo 9.- Cajas petri con cepa de Moniliohpthora roreri, izquierda fuente,
derecha foto del ensayo.

Santander. SF.

¥

Agrios G. 1995 Foto del ensayo

Anexo 10.- Cajas petri con cepas de Crinipellis perniciosa, izquierda fuente, y
derecha foto del ensayo.

Santander. SF. Foto del ensayo




Anexo 11.- Confrontacion de las cepas de Trichoderma spp., Vs Crinipellis

perniciosa




Anexo 12.- Confrontacion de las cepas de Trichoderma spp., Vs

Moniliohpthora roreri




