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RESUMEN
El hengo Moniliophthora roreri causante de la moniliasis del cacao (Theobroma
cacao ), na de las enfermedades mas destructivas, ocasiona graves pérdidas
que fluctuan-de 30 % a 100 % de la produccion en México y en los paises
dedicados a.este cultivo. El uso del género Trichoderma han mostrado eficiencia
sobre el controlde)M. roreri. El objetivo de este trabajo fue evaluar el antagonismo
de aislados de Trichederma spp., contra M. roreri en condiciones de laboratorio.
Se muestrearon 16 Sitios en sistemas agroforestales cacaotales de los municipios
de Comalcalco, Cardenas.y Cunduacan, Tabasco, y de Ostuacan, Chiapas. El
aislamiento de M. roreri se realizé6 por el método de desinfeccién y siembra en
medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA) y Trichoderma por el método de
diluciéon en placa en PDA. Se utilizo un diseio experimental completamente al azar
con 17 tratamientos, los cuales consistieron en 16 cepas de Trichoderma (T1 a
T16) y una cepa de M. roreri como testigo (T17), cada una con tres repeticiones.
Las variables evaluadas fueron.tasa de crecimiento y antagonismo. Los datos
fueron sometidos a un analisis [de) varianza y pruebas de Tukey (a=0.05). Los
resultados de la tasa de crecimiento «variaron, significativamente para ambos
hongos. El crecimiento de la cepa’de M.“roreri fue muy lento con poca
esporulacion y con un didametro de 2(mm dia?®_.en promedio. Las cepas de
Trichoderma obtuvieron un crecimiento de'8.17 a 23.50"mm dia™'. Con respecto al
antagonismo de los 16 aislamientos identificados como“el género Trichoderma
todos mostraron su gran potencial antagonico sobre el erecimiento micelial del
hongo fitopatégeno con Porcentaje de Inhibicion de Crecimiento del Micelio
(PICM) superior a 92 %, lo que indica que la accién antagonica in vitro de
Trichoderma contra M. roreri puede considerarse como agente promisorio para el

control bioldgico de la moniliasis en el cultivo de cacao.



l.  INTRODUCCION
Los“sistemas agroforestales cacaotales son herramientas importantes para la
conservacion de biodiversidad, porque tienen una gran diversidad de especies,
formas delvida y variedad genética (Beer, 1999). Por su estructura estratificada
son capaces.'de proporcionar habitat, recursos y alimentos a una variedad de
especies de animales y plantas (Guiracocha et al., 2001).
El cacao es un cultive,que esta ligado culturalmente al desarrollo del trépico calido
humedo de México.'Ekarea cultivada a nivel nacional es de aproximadamente 61
562 hectareas, de estas, 40 782 hectareas se cultivan en Tabasco y 20 544
hectareas en Chiapas (SAGARPA, 2014). En ambos estados representa una
fuente importante de ingresos.con el 99 % de la produccion nacional de tal forma
que en Tabasco 36 555 productores dependen econdmicamente de este cultivo y
11 069 en Chiapas (Avendario et al’;,2011).
Sin embargo, actualmente el cacao deja de ser atractivo para los productores
porque se enfrenta a problemas.fitosanitarios como la moniliasis o pudricién del
fruto (Mazorcas) causado por el\hongo ‘Moniliophthora roreri y es considerada
como una de las enfermedades mas-destructiva en América Latina (SAGARPA,
2014). El hongo en su fase invasiva s€ ha expandido recientemente fuera de su
rango geografico. La enfermedad es eCondmicamente dafiina en varios paises
como Ecuador, Costa Rica, Peru y Honduras; y el_dafio a gran escala puede
resultar de la extension de M. roreri en los paises de mayor produccion de cacao
(Evans et al., 2003). En México, esta enfermedad se reportdé por primera vez en
marzo de 2005 en Ignacio Zaragoza municipio de Pichucalco, Chiapas y
posteriormente se encontré en Huimanguillo, Tabasco el mismo.afo (Phillips-Mora
et al., 2006).
En México, a causa de la moniliasis se registran pérdidas en la cosecha, altos
costos econdmicos, sociales y ambientales, similar a lo observado en otros paises
de América Central. Su alta agresividad afecta negativamente la rentabilidad\ del
cultivo al depender en gran parte del manejo de fungicidas, material genético
resistente, manejo agronoémico y cultural, causando pérdidas que oscilan entre el
20 % y 100 % de la produccion (SAGARPA, 2014). En los estados productores de



cacao’el poco o nulo manejo de las plantaciones de cacao, la edad avanzada de
los productores y de las plantaciones, esta provocando su abandono y derribo, y
como censecuencia la pérdida de la diversidad genética (Avendanio et al., 2011).
Para el control de esta enfermedad se han hecho numerosos estudios en
diferentes lugares con microorganismos, especialmente hongos del género
Trichoderma y bacterias del género Bacillus y Pseudomonas porque poseen
capacidad de antagoenismo contra M. roreri y otros fitopatogenos (Villegas et al.,
2005; Villamil et al., 2012).



ll.  OBJETIVOS E HIPOTESIS
241 . Objetivo general
Evaluar en condiciones de laboratorio el antagonismo de aislados de
Triechoderma spp., contra Moniliophthora roreri presentes en los

sistemas agroforestales cacaotales de Tabasco y Chiapas.

2.1.1. Objetivos especificos
e Determinar la tasa de crecimiento de Trichoderma spp., y M. roreri

e Determinar el antagonismo de Trichoderma spp., contra M. roreri

2.2. Hipoétesis
El hongo Trichoderma spp., aislado de los sistemas agroforestales
cacaotales inhibe el crecimiento de M. roreri bajo condiciones de

laboratorio.



1.  REVISION DE LITERATURA
3+~ . Agroforesteria
Durantefla,Edad Media se practicaba la agroforesteria, esto implica una serie de
técnicas que-incluyen la combinacion de arboles y cultivos alimenticios, entre otros
(Mendieta y..Rocha, 2007). La agroforesteria es reconocida como un sistema
productivo tanto de madera como de alimentos y como un sistema de manejo del
suelo, de esta manera se tiene un mejor aprovechamiento de los recursos
naturales y la mejora~del ecosistema. Debe existir una interaccién significativa
entre los elementos arbérees y no arboreos del sistema, en términos ecoldgicos y
econdomicos. Hasta la fecha el potencial de la agroforesteria para la conservacién

de los suelos es generalmente.aceptado (Palomeque, 2009).

3.1.1. Importancia de la agroforesteria

La agroforesteria es una de las formas de contribuir a la produccion de alimentos
tanto de animales como del propie ser-htmano. El sostenimiento de la seguridad
alimentaria ha sido la meta prifncipal desde. el inicio de la civilizacién, se ha
sefalado que el alimento perdurable .y lagseguridad alimentaria pueden ser
establecidos unicamente sobre la base de la 'seguridad ecoldgica. Los sistemas
agroforestales interactuan biolégicamente /en un#area con cultivos y animales.
Para el agricultor es importante diversificar la produccién en sus fincas y terrenos
para facilitar la obtencién de madera, lefia, frutos, plantas medicinales, forrajes,
entre otros (Mendieta y Rocha, 2007).

Las técnicas agroforestales son utilizadas en regiones de diversas condiciones
ecoldgicas, econémicas y sociales, en regiones con suelos fértiles los sistemas
agroforestales pueden ser muy productivos y sostenibles; igualmente, estas
practicas tiene un alto potencial para mantener y mejorar la productividad en areas
que presenten problemas de baja fertilidad y exceso o escasez de humedad.de los
suelos. Este sistema contribuye al hallazgo de animales en peligro de extineién,
para los agricultores estos sistemas cumplen una funcién productiva. Sin embargo,

la presencia de animales en los sistemas agroforestales es vista como



beneficiosa, porque los mamiferos son una importante fuente de proteina para las

familias.indigenas (Guiracocha et al., 2001).

3.1.2. fFuncidn de la agroforesteria
La agroforesteria tiene como funcidn a la solucion de los problemas de
degradacion de la tierra y del agua, y como una respuesta a la escasez de
alimento, lefa, ingreso, forraje animal y materiales de construccion. El objetivo de
la agroforesteria es Teducir la erosion del suelo, mantenimiento de la fertilidad del
suelo, mantenimiento de la® cantidad y calidad del agua, retencién de carbono,
reduccion de las emisiones.de gases de efecto invernadero, mantenimiento y
ordenacion de la diversidad.bieldgica en el paisaje agricola (Mendieta y Rocha,
2007). Los sistemas agroforestales son una forma de uso de la tierra en donde
lefiosas perennes interactuan biolégicamente en un area con cultivos y animales.
Asi también, los sistemas agroforestales pueden servir a los esfuerzos de
conservacion dependiendo de dos-factores como disefio y origen, su permanencia
en el paisaje, su ubicacion relativa al habitat natural restante y el grado de

conexiéon dentro del habitat (Palomeque, .2009).

3.2. Situacién mundial y nacional del cacao

La FAO (2010), reporta que existen 7.5 millones de heéectareas y 3.7 millones de
TM. En 2009 se cosecharon 8 733 093 ha de cacaorsen el mundo, con una
produccion de 3 596 000 t y un rendimiento de 611 kg/ha. Costa de Marfil es el
principal productor con 1 252 000 t y con un rendimiento dé 611 kg/ha. En
América, el principal productor es Brasil con una produccion de.218 487 t en una
superficie de 635 975 ha y un rendimiento de 343.5 kg/ha.

México se ubica en el 11° lugar a nivel mundial con una produccion de 27 844 t en
una superficie de 61 319 ha con un rendimiento de 0.460 kg/ha. Los principales
productores de cacao en México son Tabasco y Chiapas, siendo el cacao el
principal recurso agricola. En Tabasco se cultiva en 40 782 ha, con funa

produccién de 18 550 t y un rendimiento de 0.450 kg/ha. En Chiapas se cultiva ‘en



20 299 ha, con una produccion de 9 080 t y un rendimiento 0.450 kg/ha
(SAGARPA, 2014).

3.3. Importancia del cultivo de cacao en México

El cacao (Theobroma cacao L.) es uno de los cultivos tropicales mas importantes
tanto en el ambito nacional como internacional, pero se elabora y consume
principalmente en regiones templadas (Jaimes y Aranzazu, 2010). Es probable
que fueran los olmecasiquienes domesticaron el cacao, hace tres mil afios, pero
se atribuye a los mayas(la difusion de su uso. Los cacaotales son muy adecuados
para reforestar areas completamente taladas y pueden convertirse en corredores
biolégicos entre segmentos_.de selva, permitiendo la repoblacién de aves,
mamiferos, reptiles y anfibios;z€ntre otros. Nuestros antepasados utilizaban el
cacao como actividades culturales; jalimentos (para preparar bebidas, dulces),
medicina y como trueque en el que podian comprar otros productos como parte de
su sistema econdmico. Sin gmbargoy=mediante un adecuado manejo de los
cultivos de cacao y la inclusion de valores”agregados en la produccion, como el
cultivo organico, el cultivo de variedades especificas, los estrictos controles de
fermentacion y secado, asi como el/fomento-de: la manufactura de chocolate
mexicano bajo ciertos estandares de calidad,” pedrian generar importantes
ingresos econdmicos para los pequefos productores, del sureste de Meéxico
(Ogata, 2007).

3.4. Taxonomia del cacao (Theobroma cacao L.)

El cacao se cultivaba por los mayas antes de la llegada de los espafoles. En
1700, Tournefort retuvo al cacao como genero, mas tarde Linneo en 1737 lo
sustituyé por Theobroma y como especie cacao. En 1964, José Cuatrecasas lo
incluyo en la tribu de las bitnerieas de la familia de las Sterculiaceas/por sus
caracteres fundamentales del genero Theobroma (Lopez, 1987).

El género Theobroma pertenece a la clase Angiospermae, Orden Malvales y/a la
familia Malvaceae (antes en la Sterculiaceae). Existen alrededor de 22 especies

descritas, ubicadas principalmente en Sudamérica y partes de Centroamérica.



Especies como Theobroma cacao L. y Theobroma bicolor Humb. se distribuyen
naturalmente hasta Meéxico. Otras especies mencionadas, Theobroma
grandiflerum (Willd. Ex Spreng.) K. Schum en Brasil y Peru; T. subincanum Mart.
en Brasil, Colombia y Venezuela; T. speciosum Willd. en Bolivia (Ogata, 2007).

La planta de.cacao es de tamafo mediano, crece libremente bajo sombra intensa,
puede alcanzar alturas hasta de 20 metros. Tiene un tronco recto que puede
desarrollarse de formas muy variadas, segun las condiciones ambientales. Por lo
general, el cacao tiepe 'su primera horqueta cuando alcanza 1.5 m de altura; en
este punto, se desarrollan.de 3 a 6 ramas principales a un mismo nivel, estas
ramas forman el piso principal del arbol y se distinguen de los demas por ser la

parte mas productiva de la plapta (Lopez, 1987).

3.4.1. Genotipos de cacao
Cacao criollo. Es originario de Centroamérica, Colombia y Venezuela. Se
distingue por tener frutos de cdscara swave, con 10 surcos, combinando un surco
profundo con otro de menor profundidad: L£os lomos son brotados, borrofiosos y
terminan en una punta delgada. ‘Las* semillas 'son dulces y de color blanco a
violeta. De esta variedad se produce el/€acao fino o de mejor calidad. Actualmente
no existe cacao criollo puro, sino lo que llamamos #ariedades acriolladas debido a
que han tenido varios cruces con otras variedades (Lopez, 1987).
Forastero. Es originario de América del Sur y es el mas_eultivado en las regiones
cacaoteras de Africa y Brasil. Se distingue porque tiene frufos de cascara dura y
mas o menos lisa. Sus semillas o almendras son aplanadas dé color morado y
sabor amargo (FEDECACAO, 2010).
Trinitario. Surge del cruce del cacao Criollo y Forastero. Las mazorcas pueden
ser de muchas formas y colores; las semillas son mas grandes que las/del cacao
criollo y forastero; las plantas son fuertes, de tronco grueso y hojas grandes. En la
actualidad la mayoria de los cacaotales que existen en el mundo son ftrinitarios
(FEDECACAO, 2010).
Lépez (1987) clasifico las variedades de cacao de Tabasco en el grupo de los

criollos: rojo, verde con rojo, verde blanquizco liso y verde blanquizco rugoso.



Otrosrtipos como los neocriollos denominados asi por la dominancia de almendras

blaneas, dentro de estos estan: clonal n°1, esferoide y amelonado.

3.4.2. Merfologia del cacao

La raiz pivotante alcanza una profundidad de 1.5 hasta 2.0 metros (anclaje y
agua). Las raices adventicias superficiales desarrollan hasta 5 metros de longitud,
y son las bases de~extraccion de nutrientes. El tallo y las ramas son lefiosos,
alcanzan los 0.60 a™+6"'m de longitud y de 15 a 30 cm de didmetro. Ramifican en
forma de verticilos de(tres* a cinco ramas y pueden formar dos o hasta tres
estratos. Las hojas son de color verde, jovenes de verde claro a rojizos, delgadas
de textura firme. El tamafo'varia de 15 a 50 cm de longitud por 4 a 10 cm de
ancho, margen entero y apiceyagudo o subagudo, lamina subovada, eliptica u
oblonga. La Inflorescencia es cimadicaciforme cubiertos de estambres, mide de 1
a 1.5 cm, es hermafrodita y pentamera, presenta ovario supero pentacarpelar de
placentacion axilar y los pétalos-son resados o blanquecinos. El fruto presenta
bayas que contiene de 20 a 60 semillas cubiertas de mucilagos, epicarpio carnoso
de color amarillo hasta morado:~La forma” puede ser amelonado, angoleta,
calabacillo y cundeamor dependiendo déla variedad (FEDECACAO, 2010).

3.5. Enfermedades del cacao
Las enfermedades son importantes factores limitantes de la produccion mundial
del cacao, causando pérdidas considerables superioreszal 30 % del potencial
productivo. En la actualidad, las enfermedades del cacao con mayor potencial de
dafios son las causadas por hongos basidiomicetes del génere Moniliophthora
mencionando M. roreri y M. perniciosa. EI impacto devastador desa‘escoba de
bruja (M. perniciosa), enfermedad que ocasiond en un periodo dé_ 40 _afos la
reduccién de 70 % de la produccion del cacao en Brasil y esta presente_en 10
paises productores de Latinoamérica. En el Oriente de Africa, la producgion, del
cacao esta amenazada por el patégeno Phytophthora megakarya, agente causal
de la mazorca negra. Phytophthora causa pérdidas cercanas a 10 % defla

produccion mundial (Jaimes y Aranzazu, 2010).



Phytephthora spp., se encuentra en todos los paises productores de cacao. Se
reportan. especies de Phytophthora como P. palmivora, P. capsici, P. megakarya y
P. citrophthora que se consideran que causan la enfermedad de mazorca negra.
Phytophthora- palmivora tiene un amplio limite de hospederos. En la planta
Phytophthora. puede infectar las raices, tallo, ramas, flores, mazorcas y hojas. La
escoba de bruja (Crinipellis perniciosa) fue reportada por primera vez en Surinam
en 1895, mas tarde~en 1989 en paises de la parte norte de América del Sur,
Panama, Trinidad y"Granada. Crinipellis perniciosa afecta el tejido meristematico
produciendo la caracteristica escoba de brotes hipertrofiados en forma de abanico.
Las yemas, frutos y cojines.florales también se infectan (Thurston, 1989).

La moniliasis (Moniliophthora_roreri) afecta solo al fruto de cacao (Evans, 1981).
Otras enfermedades que afectan_a las plantaciones de cacao son Ceratosystis
fimbriata transmitida por insectos;, pero la transmision mecanica es la mas
importante. El virus del retofio hinchado del cacao (CSSV) causada por un

complejo de razas de virus (Thursten, 1989).

3.5.1. Moniliophthora roreri
La moniliasis también llamada pringte, hielo; enfermedad paludica, helada,
pudricidon acuosa, helada, mancha ceniza y/‘enfermédad de Quevedo dependiendo
del pais y de la region donde se presente. El ofganismo causante de la
enfermedad fue descrita en 1933 por Ceferri y Parodi, y mediante las
caracteristicas fisiologicas y morfolégicas observadas del hongo lo clasificaron
como un hongo imperfecto de la clase Deuteromicete, género/Monilia y especie
roreri (Galindo y Enriquez, 1983; citado por Lopez et al., 2006). Evans et al. (1978)
presentaron evidencias de que el hongo posee caracteristicas propias de un
Basidiomicete y proponen la reclasificacion ubicandolo taxonémicamente como
hongos mitospéricos (hongos imperfecto), clase Hyphomycetes (hongos’que no
forman cuerpos fructiferos), familia Moniliaceae, género Moniliophthora y especie
roreri. En estudios recientes mediante el uso de pruebas morfoldgicas, citologicas
y moleculares se clasifico6 a M. roreri en el orden Agaricales y en la familia

Marasmiaceae (Aime y Phillips-Mora, 2005). Lépez (1987) menciona que la



moniliasis fue observada por primera vez en Ecuador en 1916 extendiéndose por
todo-el pais. Posteriormente se disemind por todo Sudamérica siguiendo la ruta
por Centroameérica hasta llegar a México. En marzo de 2005 fue detectada por
primera vez.en el municipio de Pichucalco, Chiapas, México y posteriormente se
encontré en‘Hdimanguillo, Tabasco el mismo ano (Phillips-Mora et al., 2006). Esta
enfermedad es ‘considerada como una de las amenazas mas grave en la
produccion mundialsdel cacao atacando unicamente a los frutos de cacao y de
parientes cercanos como el pataste (Theobroma bicolor), el cupuacu (Theobroma

grandiflorum), entre otras (Phillips-Mora y Cerda, 2009).

3.5.2. Condiciones bidticas de M. roreri

La enfermedad se presenta “en_cualquier etapa de desarrollo del fruto, es
favorecido por las condiciones ambientales presentadas en la época de mayor
produccién del cacao. En México y Colombia Jaimes y Aranzazu (2010), reportan
pérdidas que oscilan entre el 40.% y 100:% de la produccién y en algunos paises
de América Latina se observan pérdidas de 20 % a 100 %, convirtiéndose por lo
tanto en el factor limitante para la producciondel cacao en los paises dedicados al
cultivo.

En las plantaciones de cacao, el fruto esfel tinico érgano infectado por M. roreri. La
penetracion y desarrollo del patégeno puede ocurriren cualquier fase de su
desarrollo, siendo mas susceptibles en la etapa inicial. Exiernamente, los sintomas
aparecen como puntos aceitosos muy pequefos y cireulares, los cuales, se
convierten en manchas irregulares de color amarillo y marrén. Elfproceso desde la
infeccion a la aparicion de la mancha tiene una duracién aproximada de 60 + 10
dias dependiendo de la susceptibilidad del clon de cacao. Entre tres«y cuatro dias,
se desarrolla el micelio blanco sobre las lesiones y luego aparecentlas esporas,

las cuales confieren un color crema a marrén (Jaimes y Aranzazu, 2010).

3.5.3. Morfologia de M. roreri
El hongo M. roreri posee hifas hialinas y septadas, las septas sin conexiones de

gancho pero con doliporos tipicos de 1.5 a 5 ym de ancho. Las conidias son de



formacion basal, su forma varia de globosa a elipsoidal; son hialinas, forman
cadenas de 4 a 10 conidias y miden de 7 a 10 ym de largo. Los conidioforos son
mas o «4menos verticales, ligeramente ramificados y ocasionalmente aislados vy
erectos, algunas veces trifurcados, hialinos, pluriseptados con una constriccion en

la septa y miden.de 9 a 50 um de longitud (Evans et al., 1978).

3.5.4. Ciclo dewida de M. roreri

La fuente de inoculo eapaz de producir la enfermedad moniliasis son los conidios.
El origen de los conidios para desarrollar una nueva infeccién define dos ciclos de
vida del hongo: primario y, secundario. En el primer caso el inoculo llega a una
mazorca sana procedente de_un fruto con infeccion reciente sobre el cual se ha
desarrollado un estroma esporulante. En el segundo caso, las esporas proceden
de frutos infectados y momificades, en ciclos anteriores que permanecen en el
arbol durante mucho tiempo. La espera germina y penetra en todos los estados de
crecimiento. La penetracion ocurre direCtamente a través de la epidermis y
estomas siendo de uno a cincao”tubos germinativos que se extienden sobre la
epidermis y producen las hifas de“infeccion. Estas hifas se observan después de
ocho horas creciendo intercelularmente”debajo ‘de la epidermis; desarrollando mas
tarde los conidiéforos y los conidios déentro de la_corteza de las mazorcas. El
periodo desde el inicio de la infeccidén a la aparicién de‘ta mancha color café varia
con la edad del fruto atacado, el fruto es mas susceptibles a las primeras etapas
de desarrollo. En frutos que tienen entre uno y dos meses 'de edad, la aparicion de
sintomas ocurre entre 30 a 45 dias después de la infeccion, ‘mientras que con las
mazorcas de edad mayor, los sintomas aparecen entre 60 y 90.dias. A los tres o
nueve dias siguientes a la aparicién de las manchas se forma el estroma y tres o
cuatro dias después, aparecen las fructificaciones reproductivas o esporas (Lépez
et al., 2006).

El patégeno se mantiene en los frutos infectados que se encuentran adherides a
las plantas, los cuales mayormente se encuentran en parcelas abandonadas ¢ sin
manejo. En frutos momificados, el hongo produce varios ciclos de esporulacion

hasta por periodos de mas de nueve meses (Evans, 1981).

11



8:5.5. Control biol6égico de M. roreri

Se hanshecho numerosos estudios en diferentes lugares sobre el control de la
moniliasis{cen microorganismos, especialmente bacterias antagdnicas de los
géneros Bacillus y Pseudomonas. La bacteria Bacillus tiene un amplio efecto
antagoénico in vijtro) sobre Moniliophthora roreri (Villamil et al., 2012). Los hongos
Cladobotryum amazenense, Hypomyces spp., Verticillium lecanii, Penicillium spp.,
Clonostachys spp:.,~ (Gliocladium), Trichoderma spp., Aspergillus niger,
Acremonium spp., Didymella spp., Nectria spp., Didymostilbe spp., se han
identificado como antagonistas de enfermedades del cacao (Krauss y Soberanis,
2003; Bateman et al., 2005)._Por otro lado, el género Trichoderma spp. ha sido
utilizado por su capacidad desparasitar muchos fitopatégenos, el cual actua
mediante la produccidn de antibiétices, por medio de los cuales inhibe el desarrollo
de otros hongos que compiten por €spacio o nutrientes como ocurre en flores y
frutos con Botrytis y M. roreri (Villegas, 2005).

Estudios recientes por Torres (et)al. (2015) encontraron nueve especies de
Trichoderma: Trichoderma asperelltums; T, brevicompactum, T. harzianum/H. lixii, T.
koningiopsis/H. koningiopsis, T. longibrachiatum/H..sagamiensis, T. pleuroticola, T.
reesei/H. jecorina, T. spirale y T. virens/H. #virens aislados en sistemas
agroforestales cacaotales en Tabasco, México. Estos.mismos autores mencionan
que estas especies son primer registro para el agroecosistema cacao en Tabasco.
Trichoderma asperellum, T. brevicompactum, T. koningiopsis/H. koningiopsis, T.
pleuroticola, T. reesei/H. jecorina y T. spirale son registros nuevos para la entidad
y Trichoderma pleuroticola es registro nuevo para México. Rivas.y Pavone (2010),
reportan seis especies de Trichoderma tales como: T. harzianumg T» virens, T.
brevicompactum, T. theobromicola, T. pleurotum y T. koningiopsis aislados de un
sistema agroforestal de Theobroma cacao, encontrando el mayor abundante T.
harzianum (61.1 %) una especie muy utilizadas en programas de control biolagico.
Michel-Aceves et al. (2008) reportan tres especies: T. harzianumy T.
longibrachiatum y T. koningii aislados de un cultivo de tomate (Lycopersicum

esculentum Mill). Por otro lado, diversos estudios basados en la busqueda de
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cepas” de Trichoderma spp., han demostrado la eficacia para el control de
enfermedades en diferentes cultivos. Por otro lado, Esparza (2009), reporta las
cepas T14,T10, TO (T. asperellum), la T2 (T. harzianum), la T13 (T. gamsii) y T12
(T. inhamatum) en el biocontrol de Phytohpthora parasitica en plantas de Jamaica
con porcentajes, de inhibicidbnes variadas de 25.87 % a 97.5 %. Villamil et al.
(2012), reporta |as)cepas H5 y H20 de Trichoderma como agentes biocontrol de

Moniliophthora roreriraislados de frutos de cacao y rizosfera.

3.6. Trichodermadspp:
El género Trichoderma spp., fue descrito por primera vez en 1794 por Person
quien clasificé cuatro especies (T. viride, Xylohipha nigresce, Sporotrichum
aureum y Trichotecium roseum)‘que actualmente no se consideran relacionadas
entre si, la primera delimitacion genetica de Trichoderma spp., la realizé Hartz en
1871, quien enfatizé la importancia™y las caracteristicas microscépicas en la
delimitacién del género, especialmente-por.la presencia de fidlides (Bisset, 1991).
Romero et al. (2009) cita a Rifai (1969) quien describi6 nueve especies de

Trichoderma spp., especialmente T harzianum.

3.6.1. Taxonomia y morfologia de Trichoderma.spp.
Se han descrito alrededor de 40 taxones de Trichoderma spp., hasta la fecha. Sin
embargo, basados en sus caracteristicas morfolégicas del orden de los
Hypocreales, el numero real podria ser mas de 200 taxones (Samuels et al.,
1999). ElI género Trichoderma se encuentra dentro de” la subdivisidon
Deuteromycetes (hongos imperfectos) ubicada en la clase Hyphemycetes, orden
Hyphales y a la familia Moniliaceae. Este género posee conidi6foros erectos o
arrastrados, altamente ramificados mas o menos conicos, al final .de los
conidiéforos presenta terminaciones fialinas, esporas lisas hialinas. Trichaoderma

spp., €s un antagonista de muchos hongos fitopatdgenos (Agrios, 1995).

3.6.2. Condiciones bi6ticas de Trichoderma
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La temperatura optima en la mayoria de las especies del género Trichoderma para
su crecimiento linear en agar y produccion de micelio esta entre 20 y 28 °C,
aunquesCrete bien entre 6 a 32 °C. El contenido minimo de humedad para su
crecimiento.vegetativo es del 92 % y para su esporulacion es de 93 al 95 %. Tiene
cierta respuesta, a la luz, especialmente azul y la violeta. La luz promueve la
formacion de esparas, el crecimiento de micelio y la coloracién (Hidalgo, 1989;
Domsch, et al., 1993); La colonia de superficie blanca y reversa violeta, luego de 4
dias de crecimiento’en agar maltosa 4 % a 25 °C el diametro de la colonia es de
7.1 — 8.3 cm especialmente T. harzianum. El micelio es escaso, de textura
velutinosa. La escasa formacion de micelio aéreo hace que la superficie sea
levemente hirsuta, con el tiempo el centro de la colonia se torna algodonoso y se
observa la esporulacion en “}a .zona periférica de la colonia en pustulas
conidiégenas de color blanco, queluego se tornan verde grisaceo, el medio se
torna a color vino tinto (Domsch, et~al., 1993). El sitio donde Trichoderma se
encuentra es en la rizosfera y otro,sitio-importante de muestreo es el interior de la
planta, se ha reportado la presencia de”especies de Trichoderma creciendo

endofiticamente en Theobroma cacao~(Villamil'et al., 2012).

3.6.3. Importancia de Trichoderma

El género Trichoderma plantea un importante desafiopara la sistematica, dado a
que las relaciones filogenéticas de muchos de sus miembros todavia no son claras
(Rivas y Pavone, 2010). El hongo Trichoderma es uno de‘los agentes de mayor
uso en programas de control biolégico como reguladores de fitopatogenos (Vinale
et al., 2008). Se ha reportado su uso en una diversidad de cultivos de importancia
agricola, como el cacao (Theobroma cacao L.) utilizado como un biocida para el
biocontrol de Crinipellis perniciosa y M. roreri que causan enfermedades del
cacao. T. harzianum es un hongo que desde el siglo XX ha sido la.base del
estudio conociendo su morfologia, diversidad patogenia y la utilizacion come, un
biocontrolador de enfermedades en otras especies vegetales (Samuels et”al.,
1999; Romero et al., 2009).
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IV. MATERIALES Y METODOS
4.1, Localizacion del area de estudio
El experimento se realizé en el laboratorio de sanidad vegetal en la Division
Académica..de Ciencias Agropecuarias (DACA) de la Universidad Juarez
Autéonoma de’ Tabasco (UJAT), ubicado en el km 25+2 de la carretera
Villahermosa-Teapa, Rancheria la Huasteca 2da Seccion, municipio de Centro,
Tabasco. Sus C€oordenadas geograficas son 17°46'56.0” latitud Norte y
92°57°'28.0” longitud ©este, a una altura de 30 msnm. De acuerdo al sistema de
Coppen modificado por Garcia (2010), el clima del area de estudio es Af (m)
W>>(i) g, es decir, clima calido humedo con altas precipitaciones en verano. La
temperatura media anual oscila’ entre los 25 a 28 °C, con maximas de 39 °C en

mayo y minima de 13.7 °C en febrero (Palma y Cisneros, 2000).

4.2. Sitios de muestreo
Se muestrearon 16 localidades/(Cuadro=f) en los meses de noviembre y diciembre
de 2014 en Tabasco y Chiapas; jpara 1a”colecta de mazorcas de cacao con

sintomas de moniliasis, asi como la‘obtencién/de muestras de suelo.
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Cuadro 1. Datos pasaporte de cada colecta y su respectiva georeferenciacion.

Nurhefg de Municipio Localidad Coordenadas
colecta

1 Cunduacan, Tab. Yoloxochilt 1ra seccion 18° 06’ 16.9”N
93° 16’ 50.2"W

2 Cunduacan, Tab. Miauhuathal 18° 06’ 07.7"N
93° 09 54.2"W

3 Cunduacan, Tab. San Severo 18° 08’ 05.5”"N
93° 07’ 48.9"W

4 Cunduacan, Tab. Yoloxochilt 2da seccidn 18° 04’ 55.7”N
93° 15’ 06.4"W

5 Comalcaleoy Tab. Oriente 3ra seccion 18° 18’ 38.3"N
93° 13 01.5"W

6 Comalcalco, Tab. Oriente 2da seccidén 18° 18 54.3"N
93° 12’ 37.0°W

7 Comalcalco, Tab: Chipilin 18° 19’ 03.8”N
93° 13 24.4”"W

8 Comalcalco, Tab. Benito Juarez 18° 18 43.6”"N
93° 12’ 54.7"W

9 Cardenas, Tab. Arroyo hondo 2° seccion 18° 01’ 37.2”N
93° 25 01.5"W

10 Cardenas, Tab. Poblado, C-28 17° 59’ 33.1”"N
93° 20’ 53.4”"W

11 Cardenas, Tab. Arroyo hondo 1ra seccion 18° 01’ 01.0”N
93° 26’ 11.5”N

12 Cardenas, Tab. Poblado C-31 17° 59’ 33.2"N
93° 20’ 55.2"W

13 Ostuacan, Chis. Ra/San Lupe 17° 23’ 28.9”N
93° 16’ 50.7’W

14 Ostuacan, Chis. San Joaquin 17° 23’ 23.8”"N
93° 16’ 39.6”W

15 Ostuacan, Chis. Ej. Viejo Xochimilco R7E. 17° 23’ 38.4”N
93° 18 01.7’W

16 Ostuacan, Chis. San José 17° 23 35.0”N
93° 17’ 03.8"W

Tab= Tabasco; Chis= Chiapas; Ra= rancheria; Ej= ejido
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43. Colectade fruto
Los“frutos de cacao se colectaron en estado de necrosis externa con mancha
chocolate y ‘abultamiento, con dos a tres meses de edad (Evans, 1981). El fruto se
cortdé confuna tijera estéril y se colocd en bolsas de polietiieno (ziplot). Se
almacenaron.a una temperatura de 4 °C £ 1 y posteriormente se trasladaron al

laboratorio de sanidad vegetal para su proceso.

4.4. Colecta desstelo rizosférico
El suelo se colectd en plantaciones de cacao infestadas con moniliasis. Por cada
sitio se tomaron muestras de_suelo del area circundante de T. cacao por el método
‘cinco de oros” de acuerdo.asla metodologia descrita por Michel-Aceves et al.
(2008). ElI muestreo consistioz"de cinco submuestras, eliminando la materia
organica superficial y los primeros4 icm de suelo, posteriormente se cavd a una
profundidad de 20 cm con _unaipala recta. Las muestras de suelo se
homogenizaron para tomar 1'kg,.se colecaron en bolsas de polietileno (ziplot) y se
almacenaron a una temperatura@de)4 °C '+ para su traslado y procesamiento al

laboratorio de sanidad vegetal.

4.5. Aislamientos de los hongos

4.5.1. Aislamiento de Moniliophthora roreri
El aislamiento de M. roreri se realizé por el método de desinfeccién y siembra de
acuerdo con la metodologia descrita por Lopez (1954) yEvans (1981), de las
mazorcas de cacao colectadas con sintomas de moniliasis ‘se/desinfestaron con
hipoclorito de sodio al 2.5 % durante 1 minuto y se hicieronvpasar por agua
destilada esterilizada para eliminar los residuos del hipoclorito"de sodio e
impurezas. Posteriormente, con el apoyo de un bisturi y en forma_aséptica se
tomaron fracciones de tejido interno y se sembraron en cajas Petri con.medio de
cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA), mismas que se incubaron a 25 °C + 1 durante
15 dias. Para el reconocimiento de M. roreri se sigui6 el criterio de color blancola
crema y superficie espolvorienta sugerido por Evans (1981), se hicieron montajes

al microscopio para observar la presencia de caracteristicas de conidios y micelio.
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Posteriormente, se hicieron reaislamientos de cepas de M. roreri hasta obtener
colonias, puras. De las cajas Petri con una aguja de diseccion esterilizada se
tomaron“fracciones de micelio del fitopatdégeno y se transfiri6 de nuevo en cajas
Petri con /medio de cultivo PDA hasta lograr purificar el hongo. Las cajas se
incubaron a'25 °C * 1 durante 15 dias. Finalmente, se multiplicé el hongo en cajas

Petri con PDA para la prueba de antagonismo.

4.5.2. Aislamiente’de Trichoderma spp.

El aislamiento de Trichoderma se realizé por el método de dilucion en placa de
acuerdo a la metodologia, descrita por Rivas y Pavone (2010) y Villamil et al.
(2012). De las muestras compuestas por cada sitio de muestreo se tomé 10 g del
material edafico, el cual se suspendid por separado en un matraz Herlenmeyer de
500 mL que contenia 100 mL de agua destilada esterilizada y se agité durante 5
min. Posteriormente, de esta suspension se tomaron alicuotas de 1 mL con una
micropipeta graduada de 100 a 1000 ulk-ySe transfirieron en tubos de ensayo que
contenia 4 mL de agua destilada’estéril, se“realizaron diluciones seriadas de 1/10
(p/v) para cada muestra, de estas se sembraron alicuotas de 0.5 mL en cajas Petri
con medio de cultivo PDA suplementadd)con amipicilina y amoxicilina (1 mg mL"™
cada uno) y se dispers6 uniformemente_sobre lasSuperficie del medio de cultivo
con una varilla “L” de vidrio. Las cajas fueron incubadas-a 25 °C + 1 durante ocho
dias.

Para el reconocimiento del género Trichoderma se siguio el criterio de crecimiento
rapido y extendido de color blanco a verde sugerido por Rivasy Pavone (2010).
Se hicieron montajes al microscopio para observar la presencia.de caracteristicas
morfolégicas de conidios y conidioforos.

Posteriormente, se hicieron reaislamientos de cepas de Trichoderma hasta
obtener colonias puras. Pasando los ocho dias, de las cajas Petri con‘un asa de
platino se tomaron fracciones de micelio de la colonia con caracteristicas
morfolégicas y se transfiri6 en medio de cultivo PDA dispersandolo en forma
estriada. Las cajas se incubaron a 25 °C £ 1 durante ocho dias. Una vez obtenidas

las colonias puras se conservaron para la prueba de antagonismo
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4.6. Identificacion morfoldgica

4:6.1. Moniliophthora roreri
Para larsidentificacidon de M. roreri se utilizé un estereoscopio y un microscopio
compuesta.marca Carl Zeiss. Se realiz6 un montaje, en tanto que la fijacién se
hizo con acido’lactico y la tincion con lactofenol. Se colocd el cubreobjeto con el
fin de observar las estructuras morfoldgicas, utilizando las claves taxonémicas

propuestas por Phillips et al. (2006) y Evans (1981).

4.6.2. Trichoderma spp.
La identificacion del género Trichoderma se realiz6 con base a las caracteristicas
morfolégicas de los conididfores y de los conidios siguiendo el protocolo descrito
en la clave taxonémica de Samuels.et al. (1999) y Villegas (2005). De las cepas de
Trichoderma completamente esporuladas se realizé montajes en portaobjetos, la
fijacion se hizo con acido lactico yla“tincion con lactofenol. Se coloco el cubre
objeto con el fin de observar, las=€structuras morfolégicas, utilizando un

estereoscopio y un microscopio compuestosmarca Carl Zeiss.

4.7. Determinacion de tasa de crecimiento
Para determinar la tasa de crecimiento, ‘en’el centro-de cajas Petri con medio de
cultivo PDA se sembro un disco de 5 mm de diametro-de cultivos activos de 20
dias de edad crecidos en PDA que correspondieron a los.aislados de Trichoderma
y M. roreri, las cajas Petri se incubaron a 25 °C £ 1, con 12°h de luz/oscuridad. Se
midi6é el diametro de crecimiento de Trichoderma y M. roreri cada 24 h con una

regla graduada expresado en mm (Michel-Aceves et al., 2008).

4.8. Antagonismo de Trichoderma contra M. roreri
Para determinar el antagonismo, se realiz6 por el método de cultivos duales_segun
Villamil et al. (2012), con un asa de platino y en condiciones asépticas se tomé un
disco de 5 mm de diametro de PDA colonizado por M. roreri y se sembré eh el
centro de cajas Petri con medio de cultivo PDA, las cajas se incubaron a 25 °C £ 1

y se espero hasta que el hongo midiera aproximadamente 1 cm de diametro,

19



debido al lento crecimiento del hongo. Pasado este periodo, se marcaron cuatro
puntes _sobre los ejes vertical y horizontal a una distancia de 2 cm del borde,
donde se.colocaron discos de 5 mm de diametro de PDA colonizado por
Trichoderma-excepto en el testigo. Las cajas se incubaron a 25 °C + 1 durante 40
dias. Cada tercer dia se registr6 el crecimiento de la colonia (diametro) de M.

roreri expresadoe en mm utilizando una regla graduada.

Para obtener el Porcentaje de Inhibicion de Crecimiento del Micelio (PICM) de M.

roreri se calculé con base aJda formula:

% de inhibicion= [(D1-D2)/D1] x*100

En donde: D1= Diametro de la colonia de M. roreri creciendo en caja Petri con
medio de cultivo PDA en ausencia de~Trichoderma y D2= Diametro de la colonia
de M. roreri creciendo en caja_Petri con_medio de cultivo PDA en presencia de
Trichoderma (Michel-Aceves et al’;,2008).

4.9. Disefio experimental
Para la tasa de crecimiento se utilizé un disefio €xperimental completamente al
azar con 17 tratamientos, los cuales consistieron en 16“cepas de Trichoderma (T1
a T16) y una cepa de M. roreri como testigo (T17), cada una con tres repeticiones,
teniendo un total de 51 unidades experimentales. La unidad'experimental consistio
en una caja Petri colonizada por cada hongo. Para el caso de antagonismo la
unidad experimental consistio en una caja Petri que contenia‘Trichoderma y M.
roreri teniendo un total de 17 tratamientos considerando el testigo, el«€ual consistio

en M. roreri creciendo en ausencia de Trichoderma.

4.10. Andélisis estadisticos
Los datos obtenidos para cada variable fueron sometidos a un analisis de varianza
y en su caso a una comparacion de medias con la prueba de Tukey (0=0.05), con

el paquete estadistico SAS (Statistical Analysis system, version 9.1, 2002-2003).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
Q Aislamiento e identificacion morfolégica de M. roreri
El aisl )'?to de M. roreri en las mazorcas enfermas colectadas se proceso de
acuerdo aéiocedimiento de desinfeccion y siembra propuesto por Lépez (1954) y
Evans (198&m0 resultado, se obtuvo una cepa testigo (T17) perteneciente al
municipio de Oepac?n, Chiapas (Figura 1). Debido a que el aislamiento de M.
roreri en los otros‘sitios de muestreo mostraron un crecimiento muy lento con poca

esporulacion y pres %Lnicroorganismos contaminantes como Aspergillus sp.

y Penicilllum sp. Est roorganismos limitan el crecimiento de M. roreri,

mismos que son reportadcts/pbr otros autores como Suarez (2006) y Gonzalez y

Roble (2014). Q N

Figura 1. Aislamiento y purificacion de la cepa testigo (T17) reri en caja Petri

con medio de cultivo PDA. )\

Las caracteristicas morfolégicas de la cepa testigo (T17) M. rorer@) rvadas
fueron micelio de color blanco que luego se torné crema salmén, con fo ion de
anillos concéntricos con tonalidades diferentes desde el centro de la colon sta
el borde, borde regular/irregular y textura algodonosa, estas caracteris@s
macroscopicas concuerdan con lo descrito por Suarez (2006). Las observacio

L 2
microscépicas fueron conidios en cadenas con maduracion basipétala, hialinas,
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comunmente globosas a subglobosas, elipsoidales muy escasas, micelio hialino y
brill Figura 2). Estas caracteristicas morfoldgicas de M. roreri coincidieron con
las rep yas por Phillips-Mora et al. (2006) y Evans (1981).

Figura 2. Identificacién morfoldgic Q los conidios de la cepa testigo (T17) M.

roreri: a) de forma globosas, b@glo osg?y c) elipsoidal.

5.2. Aislamiento e identifi _fl Nica de Trichoderma spp.
En el Cuadro 2 se presentan los ai M del ro Trichoderma spp., con base
en sus caracteristicas morfolégicas cific@provenientes de los suelos
rizosféricos de las plantaciones de cacao. Estos@ dos se distribuyen de la
siguiente manera: Cunduacan obtuvo el mayor numer cepas con cinco (T9 a
T13), seguido de Comalcalco (T1 a T4) y Cardenas (T5 , Tabasco con cuatro
cepas, respectivamente de cada municipio, y por ultimo O an, Chiapas con
tres cepas (T14 a T16). Las caracteristicas del suelo d@as localidades
pertenecientes al estado de Tabasco donde se aislo Trlchoderma S , presento
un pH moderadamente acido (5.6) a neutro (6.9), 9.3 porcentaj materia
organica y densidad aparente de 1.26 g/cm® (Antele, 2015). Deb(:?e que la
colecta de suelo se realizé durante otofio-invierno en zona tropical no se @ontré
Trichoderma en todos los sitios de muestreo. Al respecto Michel-Aceves&D l.
(2008) indican que uno de los factores que pueden afectar la densidag§

poblacién de Trichoderma spp., es la época del afio cuando se colecta la muestra,
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se han aislado poblaciones altas durante primavera-verano, en comparaciéon con

el oteAo-invierno en zonas templadas.

Cuadro 2./Asignacion simbolégica y numero de aislamiento de Trichoderma spp.,

en los municipios de Tabasco y Chiapas.

Identificaciéon de los

Municipio Localidad _ _
tratamientos Trichoderma (T)
Comalcalco, Tab. Chipilin Ty, Ty, T3y T4
Cardenas, Tab. Arroyo hondo 2° seccién Ts, Tey Tz
Poblado C-28 Ts
Cunduacan, Tab. Yoloxochilt 1ra seccion Toy T1o
Yoloxochilt 2da seccion T4
Miauhuathal T2y Tas
Ostuacan, Chis. San Joaquin T1a
Ra/San Lupe Ti5Yy T1e

Tab= Tabasco; Chis= Chiapas; Ra=s rancheria

A los 16 tratamientos para la identificacion macroseopica del género Trichoderma
spp., se observé a las 24 h, un micelio de color\blanco y algodonoso con
tonalidades diferentes formando anillos concéntricos”de dos a siete, las cepas
fueron cambiando de color verde claro a verde intenso adas 48 h, esto se debid a
la alta produccion de esporas en el micelio, tomando un €olor final de vino tinto.
Estas caracteristicas concuerdan con lo descrito por Villegas (2005), Rivas y
Pavone (2010), y Romero et al. (2009).

Para las caracteristicas microscopicas de las colonias de Trichoderma.spp., se
observé en forma general de las 16 cepas que los conidiéforos son hialing, dargos,
ramificados, no verticilados y en los talos presentan los fidlides individuales(o, en
grupos de dos o tres que nacen en pequefios racimos terminales, las axilas son de
90°, las conidias son hialinas de una sola célula de forma ovoides y algunas

rugosos o asperas (Figuras 3 y 4). Estas caracteristicas coinciden con Samuels et
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al. 99) y Villegas (2005) quienes indican que morfolégicamente el hongo
Tric rma, sus conidiéforos sobresalen para varias especies con un agregado
de meé hidial en forma de penachos los cuales son fértiles y presentan brazos
cortos conéxilas que se proyectan de 90° o 100°, poseen de uno hasta cuatro
fialides que@)‘largos no verticilados y unicelulares en forma de botella, con
ramificaciones i@ul‘ares que nacen en el centro del talo en formas pequefias y al

final estan los cor@el tipo globosas, subglobosas o elipsoidales.

Samuels et al. (199?@0rres-De la Cruz et al. (2015) indican que algunas
especies tienen la capacngd’de producir clamidosporas en sustratos naturales,

estructuras de vital importancia“para la sobrevivencia del género en el suelo bajo
condiciones adversas. Es sapr el suelo y de la madera y el crecimiento en el
suelo es muy rapido. ®

Figura 3. Estructuras microscépicas del género Trichoderma; cep . a)

conidioforos y fidlides, b) esporas; cepa T2: c) conidiéforos y fidlides d) espo

24



Figura 4. Estructuras microscoépic el género Trichoderma; cepa T13: a)
conidiéforos y fialides, b) esp@ a‘!? c) conidioforos y fialides d) esporas.
<

5.3. Determinacion de tasaﬁ'l'Crecim'
La velocidad de crecimiento de M. ro@ incu a 25 °C fue muy lento y con
poca esporulacion, con un diametro de @n/dl’a omedio. El micelio cubrié la
totalidad de la caja Petri a los 40 dias con 85 ~ Estudios realizados por
Gonzales y Roble (2014), encontraron que M. roreri entd un didmetro de
crecimiento micelial de 3.22 mm/dia de incubacién a 27 °G. Por otro lado, Suarez
(2006), encontré un diametro de crecimiento de 3.5 mm/dia d@fubacién a 28 °C.
Mientras que el crecimiento de Trichoderma varié de 8.17 a 23. Ci}d; diametro

alas 24 hy de 38.67 a 65.50 mm a las 48 h, cubriendo en su totali caja Petri
a las 72 h (Cuadro 3). Esta caracteristica de lentitud de M. roreri re e gran
ventaja para el uso de hongos antagonicos con velocidades de crecimi ayor

que impida el desarrollo de este patégeno (Suarez, 2006). d\

.
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El apdlisis de varianza indico diferencias significativas para las 24 horas (Fcal=
10.8%;a= 0.0001), 48 horas (Fcal= 42.32; a= 0.0001) y 72 horas (Fcal= 147.67; a=
0.0001)-de, evaluacion ver anexo A. A las 24 horas para Trichoderma se observo
que el aislado T13 presento la media mas alta con 23.5 mm de diametro que
corresponde.a‘un incremento de 187.64 % en comparacion con el T1 que presento
la media mas bajaicon 8.17 mm. Sin embargo, el T13 fue igual estadisticamente a
la mayoria de los‘tratamientos. Con respecto a M. roreri (T17= testigo), obtuvo un
crecimiento de 2.50 mnT\de diametro, presentando la media mas baja de todos los
tratamientos, siendo aun superado por la media mas baja de Trichoderma T1 con

un incremento de 226.8 % y con 840 % por la media mas alta T13.

Con respecto a la lectura realizada a las 48 horas, se observa una tasa de
crecimiento similar a la lectura anterior donde el tratamiento T14 increment6 un
69.38 % con respecto al tratamiento=T1 que fue el mas bajo con 38.67 mm,
mientras que el T13 que presentd-da media.mas alta a las 24 horas, ahora tuvo un
incremento de 53.43 % con respecto al T1¢#En cuanto al tratamiento T17 (Testigo)

M. roreri sigue presentando la media mas baja‘de todos los tratamientos.

Para la medicién realizada a las 72 horas se observa la misma tendencia en
cuanto a los tratamientos que mostraron mayor creCimiento a las 24 y 48 horas.
Con respecto al fitopatdégeno T17 sigue presentando la media mas baja de todos

los tratamientos con 6.17 mm al tercer dia de incubacion (Guadro 3).
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Cuadro 3. Tasa de crecimiento de Trichoderma y M. roreri crecidos en medio de

cultivo'PDA.
Trafanfientos 24 Horas 48 Horas 72 Horas
(mm) (mm) (mm)
T1 8.17 cd* 38.67 e 68.33 b
T2 20.33 ab 53.00 bcd 85.00 a
T3 17.17 ab 55.00 bc 85.00 a
T4 18.00 ab 52.67 bcd 85.00 a
T5 18.67 ab 57.83 ab 85.00 a
T6 17.67 ab 57.67 ab 85.00 a
T7 17.33 ab 59.67 ab 85.00 a
T8 9.47 cd 46.00 cde 69.33 b
T9 14.50 bc 44 17 de 73.00 b
T10 19.00.ab 53.50 bcd 85.00 a
T11 17.50.ab 55.83 abc 85.00 a
T12 17.67 ab 56.50 ab 85.00 a
T13 23.50 a 59.33 ab 85.00 a
T14 19.33 ab 65.50 a 85.00 a
T15 14.67 bc 61.83 ab 85.00 a
T16 18.83 ab 61.17 ab 85.00 a
T17 (testigo) 250d 4.83f 6.17 c

*Letras iguales dentro de las columnas noshay diferencias significativas (a=0.05)

entre tratamientos.

Michel-Aceves et al. (2008), reportan la"tasa de erecimiento obtenidas a las 24
horas a una temperatura de 27 °C + 1t en PDA-Valores altos de cepas de
Trichoderma, entre ellos cuatro T. longibrachiatum con 52.3 mm, 51.3 mm, 47.5
mm y 44.3 mm y valores bajos lo presentd una cepa de T. koningii (Tk) y dos
cepas de T. harzianum (Thz), con una tasa de crecimiento de17.0 mm, 16.3 mmy

6.8 mm, respectivamente.

Estos valores son altos en comparacion con las 16 cepas (T1 a T16)\del género
Trichoderma evaluadas a las 24 horas, lo cual podria deberse a factores diferentes
en cuanto a temperatura, humedad relativa y que en este caso podrian perienecer

a otras especies.
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En la® Figura 5 se observan algunas cepas (T1, T4, T9, T13, T14 y T17)
representativas del género Trichoderma identificadas con las claves taxonémicas
antes descritas, las cuales presentaron diferencias significativas. A las 24 horas el
crecimiento.-del micelio fue lento esto puede deberse a su adaptacion de
temperatura;. nutricion y humedad relativa, posteriormente a las 48 horas su
crecimiento exponencial fue mas rapido, puede deberse a la formacion masiva y
madurez conidial ¥ atas 72 horas todas las cepas llegaron a su etapa estacionaria
llenando completamente la caja Pétri con 85 mm; respecto a la diferencia del
testigo T17 (M. roreri) tantorlas 24, 48 y 72 horas su tasa de crecimiento fue muy

lento, lo cual coincide con Villamil et al. (2012) y Suarez (2006).
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Figura 5. Velocidad de crecimiento de las cepas identificadas ‘morfaldgicamente

como el género Trichoderma (T1, T4, T9, T13y T14) y cepa testigoM. roreri (T17).
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54. Antagonismo de Trichoderma contra M. roreri
Los“resultados del antagonismo de Trichoderma contra M. roreri presentan un
analisis#de *varianza con diferencias altamente significativas para el tercer dia
(Fcal= 15.015a= 0.0001), sexto dia (Fcal= 24.40; a= 0.0001) y noveno dia (Fcal=
82.98; a= 0:0001) de evaluaciéon ver anexo B. En el Cuadro 4 se presentan el
antagonismo donde se reporta que en la primera medicion (tercer dia) se observo
que la mayoria de les\aislados de Trichoderma presentaron efecto antagénico con
un crecimiento del micelio de M. roreri que va de 1 a 2 mm; mientras que los
aislados que presentaron menor efecto antagénico fueron el T12, T14 y T15. En
forma general todos los tratamientos tuvieron un efecto antagonico al disminuir el
crecimiento del micelio de M. Toreri, en comparacion con el testigo (T17), que
presentd un crecimiento del micelio de 5.17 mm, lo cual indica que los hongos
evaluados limitaron en gran medida el crecimiento, mediante parasitismo,

competencia, antibiosis, entre otros.

Para la segunda medicion (sexto'dia) se'observa un comportamiento similar que
en la primera lectura para todos los tratamientos ' con un crecimiento del micelio del
fitopatdégeno que va de 2.83 a 4.83 mm; el menor efecto antagonico se presenté el
tratamiento T9 con un crecimiento del micelio del fitepatégeno de 6.33 mm. Sin
embargo, se observa de manera general para todossles tratamientos un efecto

antagonico comparado con el testigo que presentd un cregimiento de 12 mm.

Para la tercera medicion (noveno dia) se observa una detencion del crecimiento
del micelio de M. roreri debido al efecto antagénico de Trichoderma, en la mayoria
de los tratamientos, excepto en los T3, T8 y T9 que permitieron un erecimiento

aproximado de 1 mm en comparacion con la lectura anterior.
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Cuadro 4. Antagonismo de Trichoderma contra Moniliophthora roreri en medio de
cultive’PDA.

Tratamientos Dia 3 Dia 6 Dia 9
(mm) (mm) (mm)
T1 1.00 d* 2.67c 2.67d
T2 1.83 bcd 3.33¢c 3.33 cd
T3 1.00d 3.50c 4.67 c
T4 2.00 bcd 4.50 bc 4.50 cd
T5 1.50 bcd 4.17 bc 417 cd
T6 1.50 bcd 4.00 c 4.00 cd
T7 1.17 cd 3.50c 3.50 cd
T8 1.17 cd 4.17 bc 517 c
T9 1.83 bcd 6.33b 7.67b
T10 .00 d 3.67c 3.67 cd
T11 100 d 3.83¢c 3.83 cd
T12 2.67b 4.33 bc 4.33 cd
T13 2.00'bed 4.33 bc 4.33 cd
T14 2.50 be 4.17 bc 417 cd
T15 2.67b 4.83 bc 483 c¢c
T16 2400 bcd 3.67c 3.67 cd
T17 (Testigo) Sd7-a 12.00 a 17.67 a

*Letras iguales dentro de las columnas noshay diferencias significativas (a=0.05)

entre tratamientos.

Las 16 cepas identificadas como el género Trichoderma mostraron su gran
potencial antagonico sobre el crecimiento micelial al=Ccompartir un sustrato comun
(PDA) con las cepas del hongo fitopatégeno M. roreri (I17) ver Figura 6. Esto
demuestra la capacidad antagonica de estos aislados_que al sexto dia de
incubacion el hongo fitopatdégeno M. roreri habia dejado de crecer mientras que el
hongo antagonista continuaba creciendo hasta invadirlo totalmente, Suarez y
Rangel (2013) indican que esto se debe a la manifestacion microsebpica de los
procesos de micoparasitismo. Suarez y Cabrales (2008) afirman que lasxmayoria de
las especies de Trichoderma tienen un buen micoparasitismo capaz de detectar su
hospedante a distancia y posteriormente comienza su ramificacion de~forma
atipica hacia el hongo fitopatégeno y secreta sustancias (enzimas hidroliticas,
metabdlicas antifungicos), quien ademas debe iniciar su competencia por espacio

y nutrientes.
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Figura 6. Antagonismo de Trichoderma contra M. roreri: cepa T17 (a

=3,.b=6 y c=9
dias), cepa T1 con T17 (d=3 dias, e=6 dias y f=9 dias) y cepa T4 c 7 (g=3,

h=6 e i=9 dias).
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5/5. Porcentaje de Inhibicién de Crecimiento del Micelio (PICM) de M.
roreri por Trichoderma

En el Cuadro 5 se presentan el porcentaje de inhibicion de crecimiento del micelio
de M. roreri-por Trichoderma, los cuales mostraron valores superior a 92%,
excepto el T9vque obtuvo un PICM de 89.33%. El valor mas alto lo obtuvo el T1
con 96.29 % teniendo una diferencia de 6.96 % con respecto al tratamiento que
presento el valor mas,bajo. Con base a estos resultados se deduce que el hongo
Trichoderma tiene un~€fecto inhibitorio in vitro frente al fitopatégeno M. roreri lo
cual puede considerarse como un agente promisorio en el control biolégico de este
fitopatogeno (Figura 7). Suarez y Cabrales (2008) describe que el antagonista es
producto de sustancias con.Capacidad para interferir en procesos como la
germinacién, la produccién de“esporas y el crecimiento micelial de hongos

fitopatégenos.

Cuadro 5. Porcentaje de inhibicion de=crecimiento del micelio de M. roreri por

Trichoderma.

Municipio Tratamientos % de inhibicion

T1+M 96.29

T2+M 95.36

Comalcalco, Tab. T34M 93.50

T4+M 93.74

T5+M 94.20

, T6+M 94.43

Cardenas, Tab. T7+M 95.13

T8+M 92.81

T9+M 89.33

T10+M 94 .90

Cunduacéan, Tab. T11+M 94 66

T12+M 93.97

T13+M 93.97

T14+M 94.20

Ostuacéan, Chis. T15+M 93.27

T16+M 94 .90
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Por _otro lado, Suarez y Rangel (2013) observaron las interacciones entre
antagonistas y fitopatdgenos en los puntos de contacto de las colonias, siendo
posible#distinguir las estructuras de antagonistas entre ellos. En la mayoria
presentaran-deformacion de esporas y conidias, estrangulamiento y lisis de las
hifas y miceliovpor los tratamientos de Trichoderma contra M. roreri. El antagonista
inhibitorio de crec¢imiento radial que pueden ser hongos o bacterias varios autores
confirman su capagidad que tienen en la produccién de varios antibioticos y la
antibiosis como su ‘principal mecanismo de accion por ejemplo, Corrales et al.
(2010) indican que Baclillus® brevis produce péptidos extracelulares antagonicos
que inducen a la hinchazén del citoplasma de las células que conforman las hifas,
asi como la formacién de.las células vegetativas del hongo. Existen otros
microorganismos que se caracterizan por producir amilasas, proteasas vy
antibidticas como el Megacin, ademas de otras sustancias antagdnicas que

ayudan al control de patdégenos de plantas.
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Figura 7. Porcentaje de inhibicion de crecimiento del micelio (PICM). de las 16

cepas identificadas como género Trichoderma contra M. roreri (T17). @ ;
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VI.  CONCLUSIONES
La tasa_de crecimiento de Trichoderma oscilé de 8.17 a 23.50 mm dia™", mientras
que la 48sa" de crecimiento de M. roreri fue de 2 mm dia™ en promedio. Esta
caracteristica- de lentitud de M. roreri resulta de gran ventaja para el uso del

género Trichoderma como hongo antagonico.

El Porcentaje de Inhibicién de Crecimiento del Micelio (PICM) de M. roreri fue de

92 % en los 16 aislamientos de Trichoderma.

En los sistemas agroforestales cacaotales existen microorganismos nativos como
hongos del género Trichoderma que pueden ser utilizados como biocontroladores

de M. roreri al mostrar su capacidad de antagonismo in vitro.
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VIIIl.  ANEXOS

A) Analisis de varianza de tasa de crecimiento de Trichoderma y M. roreri

24 Horas
FV GL SC CM F P>F
TRATAMIENTOS 16 976.313725 61.019608 10.87 <.0001
ERROR 34 190.833333 5.612745
TOTAL 50 1167.147059
R-Square Coeff Var Root MSE vd Mean
0.836496 14.48744 2.369123 16.35294
48 Horas
FV GL SC CM F P>F
TRATAMIENTOS 16 7186.352941 449.147059 42.32 <.0001
ERROR 34 360.833333 10.612745
TOTAL 50 7547186275
R-Square Coeff Var Root MSE vd Mean
0.952190 6.214467 3.257721 52.42157
72 Horas
FV GL SC CM F P>F
TRATAMIENTOS 16 13585.50980 849.09436 147.67 <.0001
ERROR 34 195.500000 5.75000
TOTAL 50 13781.00980
R-Square Coeff Var Roet MSE  vd Mean
0.985814 3.058490 2.397916 78.40196
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B)”Analisis de varianza de antagonismo de Trichoderma contra M. roreri

Dia 3
FV GL SC CM F P>F
TRATAMIENTOS 16 53.186274 3.324142 4.52 <.0001
ERROR 34 25.000000 0.735294
TOTAL 50 78.186274
R-Square Coeff Var Root MSE vd Mean
0.680251 5.621098 0.857493 15.25490
Dia 6
FV GL SC CM F P>F
TRATAMIENTOS 16 195.686274 12.230392 9.1 <.0001
ERROR 34 45.666667 1.343137
TOTAL 50 241.352944
R-Square Coeff Var Root MSE vd Mean
0.810789 6.470261 1.158938 17.91176
Dia 9
FV GL SC CM F P>F
TRATAMIENTOS 16 544.627451 34.039216 28.58 <.0001
ERROR 34 40.500000 1.191176
TOTAL 50 585.127451
R-Square Coeff Var Root MSE vd Mean
0.930784 5.915189 17091410 18.45098
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Efecto antagdnico in vitro de cepas de Trichoderma spp.,
obtenidos en sistemas agroforestales cacaotales para el

control de Moniliophthora roreri.
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